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CID: Coagulacion intravascular diseminada.
ELISA: Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay.
EPA: Efecto postantibidtico.

ESA: Espacio subaracnoideo.

IROMP: Iron-regulated outer membrane proteins.
IRP: Iron-regulated proteins.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

LOS: Lipooligosacarido.

LPS: Lipopolisacérido.

MBP: Meningitis bacteriana piégena.

OMP: Proteinas mayores de membrana.

PBP: Penicillin binding protein (proteinas fijadoras de penicilina).
PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.

PMN: Leucocito polimorfonuclear.

PSC: Polisacéarido capsular.

RIA: Radio-Immunoassay.

UFC: Unidades formadoras de colonias.



INTRODUCCION



1. NEISSERIA MENINGITIDIS

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La enfermedad causada por Neisseria meningitidis es un tema de constante actualidad
y un importante problema de salud publica, por su gravedad, su frecuencia y sus
caracteristicas epidemioldgicas.

El primero que describio los sintomas clinicos de la enfermedad meningocdcica fue
Viesseaux en 1806 con la descripcion de una epidemia de meningitis en Ginebra,
denominando la enfermedad “Fiévre cérebrale maligne non contagieuse”. Unos afios mas
tarde, un brote en Medfield, Massachusetts, marco el primer brote reconocido en los Estados
Unidos. Pero no fue hasta 1887 cuando en Viena, el anatomopatélogo Anton Weichselbaum,
después de los trabajos de Klebs (el primero que observd cocos en el LCR de pacientes
fallecidos que presentaban la enfermedad) logra identificar el microorganismo causante de la
infeccion a partir del LCR de pacientes con meningitis. La bacteria, a la que Weichselbaum
inicialmente denomind Diplococcus intracellularis meningitidis, en 1896 Deubner le dio el
nombre de meningococo después de aislarlo por primera vez en un paciente vivo, y luego se
incluyé en el género Neisseria (1, 2).

En los primeros afios del siglo veinte se consiguieron identificar diferentes tipos de
meningococos (3), y desde entonces la heterogeneidad de los mismos ha permitido un sistema
de clasificacion de la especie en serogrupos, serotipos, subtipos, etc.

Es el agente productor de la meningitis cerebroespinal epidémica, actualmente
meningitis meningocacica, una de las enfermedades que por su morbilidad y mortalidad mas

temores ha despertado en la poblacién general.



1.2. CARACTERISTICAS

Neisseria meningitidis es un coco gramnegativo, perteneciente al género Neisseria.
Este microorganismo, denominado comuinmente meningococo, tiene un diametro de 0,6 a 1,0
um, es inmdvil y presenta tendencia a agruparse por parejas con los lados adyacentes
aplanados, lo que le da un aspecto de “grano de café” al observarlo por el microscopio.

Es un organismo aerobio, catalasa y oxidasa positivo, capaz de reducir los nitritos y de

oxidar la glucosa y la maltosa produciendo acidos.

Tabla I. Caracteristicas de N. meningitidis

CREC'E'\IQI'_ENTO COLONIAS PRUEBAS BIOQUIMICAS
Agar Thayer . . Reduc
chocolate | Martin Morfologia Pigmento Gluc | Malt | Sac | Lact nitratos
Lisas,
transparentes | Blanco-gris 6 no
+ + a veces pigmentadas + + - - -
mucoides

Es una especie parésita humana estricta de la mucosa de las vias respiratorias
superiores. Muy exigente, solo se cultiva en medios especiales a temperaturas de 35-37 °C. Es
también muy sensible a la accion de agentes externos tales como la desecacion, temperaturas,
antisépticos y desinfectantes.

El inicio de su desarrollo precisa medios ricos, con humedad relativa elevada (50%) y
atmosfera del 5-10% de CO..

Para evitar la accion inhibidora de los acidos grasos libres presentes en los medios de

cultivo (peptonas, agar) se deben afiadir sustancias protectoras (suero, albumina, almidon).




En estas condiciones, el meningococo, se desarrolla dentro de estrechos limites de
temperatura y de pH (7,2-7,6).

Las colonias, lisas y transparentes de alrededor de 1,5 mm de didmetro, con el tiempo,
sufren un proceso de autolisis que se puede evitar mediante la adicion al medio de cationes

divalentes (Ca®* y Mg?").

1.3. ESTRUCTURA ANTIGENICA

Como todas las bacterias gramnegativas N. meningitidis posee una pared celular
recubriendo la membrana citoplasmica, compuesta por una capa rigida de peptidoglicano y
una membrana externa. Insertas en esa membrana externa aparecen una serie de proteinas que
van a presentar capacidad antigénica, son las proteinas de membrana externa (OMP). Las de
clases 2/3 definen los 20 serotipos conocidos, que se expresan por numeros. Una de ellas esta
siempre presente, siendo mutuamente excluyentes. Las de clase 1 distinguen 11 subserotipos
que se conocen por numeros precedidos del simbono P1.

Alli también se localiza otra de las estructuras antigénicas, el lipopolisacarido (LPS),
que condiciona 12 inmunotipos distintos identificables del 1 al 12, precedidos de la letra L.

Rodeando la membrana externa aparecen polisacaridos acidicos que a veces
constituyen una verdadera céapsula. Los meningococos poseen, ademas, proyecciones
filamentosas o pili de naturaleza proteica que median la adherencia a células epiteliales de la
mucosa Yy endoteliales en el sistema nervioso central (4) y que van a ser responsables también
de la capacidad antigénica del microorganismo.

Basé&ndose en estas estructuras antigénicas se ha desarrollado una amplia clasificacion

fenotipica (tabla I1).



Tabla Il. Calsificacion fenotipica de N. Meningitidis®

Sistema Basado en: N° de grupos o tipos Nombres
Serogrupos PSC® 13 A, B, C D, XY, Z 29E, W-
135.H, I, K, L
Serotipos OMP de clase 2/3 20 1, 2a, 2b, 2c,..., 21°
Subtipos OMPdeclasel 10 P1.1,P1.2,..., P1.16°
Inmunotipos LPS 12 L1-L12

% La clasificacion completa de una cepa de meningococo seria, por ejemplo:

B:15:P1.16:L3 (serogupo B, serotipo 15, subtipo P1.16, inmunotipo L3). Una cepa

puede expresar mas de un epitopo subtipo o inmunotipo especifico, por ejemplo,

P1.7,16 0 L3,7,9.

® polisacéarido Capsular (PSC)

° No han sido utilizados todos los niimeros entre 1y 21 0 P1.1 y P1.16.

1.3.1. POLISACARIDO CAPSULAR

Es un polidsido. Su estudio desde el punto de vista quimico y seroldgico, ha permitido
hasta el momento, diferenciar por seroaglutinacion los meningococos en 13 serogrupos: A, B,
C,D, X, Y, Z 29E, W135, H, I, Ky L (5).
Los organismos de los grupos A, B y C son los responsables de la mayor parte de las
enfermedades clinicamente reconocidas, y ocasionalmente Y y W-135 (6), aunque en nuestro
pais los mas frecuentemente encontrados son el B y el C (5).

El antigeno capsular del serogrupo A es un N-acetil-O-acetil manosamina fosfato,
cuya estructura es [o(1—6)ManNAc-P],. El polisacarido B es un 2-alfa-ligado acido N-acetil
neuraminico [o(2—>8)NeuNA],, y resulta inmunoldgicamente idéntico a un antigeno de

Escherichia coli: el polisacarido capsular K1. El polisacarido C es un 2-9-alfa-ligado-acetil,

acido O-acetil neuraminico [a.(2—>9)NeuNAc], (7).



La identificacion y purificacion de los antigenos polisacaridos de los grupos A, C,
W135 e Y, ha dado como resultado la produccion, prueba y utilizacion de estos materiales

como vacunas con mayor o menor eficacia (8).

1.3.2. PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA (STA O "SEROTYPE

ANTIGEN)

N. meningitidis posee seis clases de proteinas mayores de membrana externa (OMP).
Las OMP de clase 2 y 3 definen el serotipo de la cepa (9), y la de clase 1 el subtipo (10, 11),
que segun algunos estudios, puede cambiar en una cepa a lo largo del tiempo (12). Estas tres
proteinas son estructurales y actian como porinas transportando moléculas fuera y dentro de
la célula bacteriana.

Las proteinas de la clase 4 parecen estar presentes en todas las cepas y muy
conservadas.

Las de la clase 5 muestran una elevada heterogenicidad (13) y probablemente
intervengan en la adherencia (14).

La clase 6 es termomodificable y esta presente en algunos meningococos del grupo A

pero no en los del grupo B o el C (15).

1.3.3. LIPOPOLISACARIDO (ANTIGENO LPS)

El lipopolisacarido, termoestable y de potente actividad endotoxica, carece de cadenas
laterales de antigeno O, por lo que se suele denominar lipooligosacéarido (LOS). Se ha
demostrado una cierta variabilidad en su composicion, lo que le hace util para la clasificacion

seroldgica. Asi, se han descrito 12 inmunotipos diferentes basados en el LOS (tabla II).



No se cuenta con un gran numero de estudios que hagan referencia a la distribucion de
los inmunotipos del meningococo (16, 17, 18), pero se ha encontrado que los inmunotipos L8,
L9, L10 y L11 aparecen asociados al serogrupo A, de ellos, L10 y L11 son los que aparecen
con mayor frecuencia (19, 17). También se ha comprobado que los inmunotipos L1 al L9 se
identifican con los serogrupos B y C. Dentro de ellos, el inmunotipo L3,7,9 parece el mas
prevalente, seguido de L2y L1,8 (16, 17).

Los serogrupos, serotipos, subtipos e inmunotipos pueden variar independientemente,
por lo que la caracterizacion seroldgica permite discriminar de manera eficaz diferentes cepas

de meningococo.

1.3.4. PILI

Son filamentos de naturaleza proteica distribuidos por la superficie bacteriana y que
estan relacionados con la capacidad de adherencia del meningococo (20). Constituyen uno de
los principales componentes que determinan el ataque a las células no ciliadas (21). Por tanto
su presencia confiere al meningococo una mayor virulencia, hasta tal punto que esta
estructura junto con la capsula parecen ser los factores mas importantes que median en la

interaccion con las células del endotelio y epitelio (22, 23).

1.3.5. PROTEASAS IgAl
Las cepas patdgenas pueden producir estas enzimas, capaces de descomponer las IgA1
en diferentes puntos del segmento bisagra. Pero ademdas se cree que participan en la

colonizacion de la mucosa jugando un papel importante en la supervivencia intracelular del



meningococo, ya que parecen estar relacionadas con la prevencion de la fusion de los

fagolisosomas en el interior de las células (24, 25).

1.4. FACTORES DE VIRULENCIA
Todos estos antigenos actuan también como factores de virulencia. De hecho, el
meningococo es capaz de evadir un muchas ocasiones, los mecanismos de defensa con los que
cuenta el huésped, ya que ha desarrollado una serie de estructuras y mecanismos, tanto en
superficie como en el interior, capaces de modular o desviar el sistema inmune, variando sus
antigenos, utilizando factores del huésped para su proteccion y crecimiento, etc. En la tabla 111

se muestra un resumen de dichos factores.

Tabla I11. Factores de virulencia de N. meningitidis. (Tomada de Verheult)

CATEGORIA DESCRIPCION FUNCION O MECANISMO REF
Secrecion Proteasas IgA Eliminacion IgA de secrecion. 26
Blebs? Desviacion de mecanismos de|27,
defensa. 28
Estructuras de | Pili Ataque células no ciliadas |29
superficie (nasofaringe).
PSC Proteccion frente fagocitosis, | 30,

reduccion inmunogenicidad en nifos, | 31
no induce memoria inmunoldgica,
enmascara epitopos, etc.

OMP Variacion antigénica. 32
IROMP" Captacion de hierro para crecimiento. |33,34
LPS Resistencia a lisis, ruptura de barrera |35
mucosa, etc.
Uso de las defensas | IgA Blogueo de la accion litica de otras |36
del hospedador subclases de anticuerpos.

? Blebs son vesiculas de membrana externa que contienen lipidos, LPS, OMP y PSC. Se
liberan durante el crecimiento.
® IROMP (Regulatory iron proteins), proteinas reguladas por hierro.



La capsula polisacaridica tiene un destacado papel antifagocitico asi como el LPS, que
también se considera un factor relevante en la virulencia, ya que no solo juega un papel
importante a la hora de atravesar la barrera mucosa, sino que también actia como diana de
sializacion. Se ha comprobado que la adicion de acido siélico al LPS incrementa la resistencia
frente a la lisis (37, 38), y que determinadas cepas que no cuentan con estos residuos son mas
sensibles a la fagocitosis (39). La presencia en la membrana del meningococo de proteinas
reguladas por hierro hace posible su captacion a partir de la lactoferrina y trasferrina humanas,
participando de esta manera en la virulencia del microorganismo. Ademas, la existencia de
pili implica que el meningococo pueda adherirse con mayor facilidad a la mucosa, donde la
liberacion de una IgA proteasa le permite escapar de la accion de la IgA de secrecion, y asi

atravesar dicha estructura.

1.5. PATOGENIA

El hombre es el Unico hospedador conocido para N. meningitidis (40). Su habitat
natural lo constituye la mucosa respiratoria, principalmente la nasofaringe de personas sanas,
normalmente asintomaticas, denominadas portadores (6, 41).

La transmision de la enfermedad suele acontecer por via respiratoria al inhalar
microgotas (gotitas de Pfliige) suspendidas en el ambiente y procedentes de individuos
infectados (42, 43).

Una vez que accede al hospedador, el siguiente paso a recorrer por el microorganismo
es la colonizacion de la nasofaringe. Los dafios ocasionados sobre la misma por el tabaco o
infecciones viricas podrian favorecer esa colonizacion, pero la presencia en la bacteria de

determinadas estructuras como pili, OMP de clase 5, Opa, Opc y proteasa IgA, es



determinante en el proceso (23, 14). De este modo los pili parecen ser las estructuras que
determinan la adherencia del microorganismo al epitelio columnar no ciliado, ya que se ha
observado que los meningococos que cuentan con esta estructura se adhieren mas facilmente
que las cepas carentes de ella, y por tanto pueden ocasionar mas dafios (29).

Una vez colonizada la mucosa, el microorganismo la atraviesa. Stephens y Farley (44)
han descrito un modelo de invasién meningocdcica, en el cual, el microorganismo traspasa la
mucosa y accede a las células del epitelio no ciliar donde penetra a través de un proceso de
endocitosis (45) tras el cual el meningococo permanece en vacuolas fagociticas dentro de
estas células.

No se conoce con claridad la causa por la cual el microorganismo pasa al torrente
circulatorio, se disemina a otros lugares y produce enfermedad, pero este hecho se relaciona
con el estado general del huésped, unos niveles bajos de anticuerpos, deficiencias en el
sistema de complemento, etc.

N. meningitidis es capaz de sobrevivir y proliferar en el torrente circulatorio gracias a
la presencia de factores de virulencia que le permiten evadir los mecanismos de defensa del
hospedador. La capsula polisacarida, tiene un importante papel antifagocitico y protege al
microorganismo frente a la lisis mediada por el complemento, mientras que la potente
endotoxina interviene en el desarrollo de diversas manifestaciones clinicas. N. meningitidis no
produce exotoxinas especificas, pero libera vesiculas de endotoxinas que tienen importancia
en la virulencia.

Ademas se ha comprobado que esta bacteria cuando se encuentra, como ocurre in vivo,
en medios con falta de hierro (necesario para su crecimiento), es capaz de sintetizar proteinas

de membrana externa reguladas por hierro (IROMP), cuya finalidad es obtener el metal a
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partir de la lactoferrina y transferrina humanas (46). Esta capacidad parece estar relacionada
con su virulencia, puesto que las Neisserias comensales, aunque producen proteinas que se

unen a esta enzima, no son capaces de obtener hierro de ellas (33).

2. ENFERMEDAD MENINGOCOCICA

A pesar de los adelantos en el conocimiento de la patogenia, la epidemiologia, el
diagnostico y el tratamiento, pocas infecciones producen la tension médica y la alarma social
que se desatan al detectarse algin caso de enfermedad meningococica en la comunidad. Ya
desde que Vieusseux en 1805 observara su sintomatologia y la denominara “Fievre cérébrale
maligne non contagieuse”, esta enfermedad ha sido objeto de numerosas investigaciones,
ademas, la forma brusca de su aparicion y su rapida extension hasta adquirir una distribucion
mundial ha dado lugar a distintas teorias que tratan de explicar su origen.

Con el descubrimiento de su agente causal en 1887 realizado por Anton
Weichselbaum a partir del LCR de pacientes con meningitis se produjo un gran avance en el
conocimiento de la enfermedad.

La meningitis es una respuesta inflamatoria de las meninges, ventriculos cerebrales y
liquido cefalorraquideo (LCR) contenido en ellos. La mayoria de las meningitis son debidas a
una infeccion del espacio subaracnoideo (ESA) o de estructuras contiguas, aunque también
puede ser de etiologias no infecciosas.

De forma general se pueden clasificar en dos grupos:

e Meningitis bacterianas pidgenas (MBP)

e Meningitis asépticas
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Ambas conllevan conductas diagnoésticas y terapéuticas distintas. No obstante, en la
practica clinica ambos grupos no siempre son facilmente diferenciables, dado que puede
existir un solapamiento importante en las manifestaciones clinicas y en los parametros
bioquimicos del LCR.

La mayoria de los episodios de meningitis bacteriana pidgena estan producidos por un
reducido grupo de microorganismos, variando su frecuencia con la edad y circunstancias
clinicas del paciente. Durante los tres primeros meses de vida los responsables de la aparicion
de la enfermedad son los estreptococos del grupo B, bacilos gramnegativos como Escherichia
coli y, aunque con menor frecuencia, el bacilo grampositivo Listeria monocytogenes.
Haemophilus influenzae tipo b, con una tasa de incidencia en la comunidad de Madrid del
20,03% (5), es la causa mas importante de MBP en nifios menores de 5 afios. N. meningitidis
es la bacteria que con mayor frecuencia aparece en nifios, adolescentes y adultos jovenes, y
Streptococcus pneumoniae en adultos mayores de 30 afios y en pacientes con factores de
riesgo (alcoholismo, inmunodeficiencias, etc.) (5).

Las manifestaciones clinicas varian desde una bacteriemia transitoria hasta cuadros
fulminantes que conducen a la muerte en escasas horas, a pesar de instaurar tratamiento
adecuado. Son consecuencia de la propia inflamacion meningea y de los cambios
fisiopatoldgicos que ocurren a nivel cerebral. Incluyen fiebre, cefalea, signos de irritacion
meningea y disfuncion cerebral. También son comunes las nalseas, vomitos, mialgias y
fotofobia. Los denominados signos meningeos (rigidez de nuca, signos de Kernig- intenso
dolor y resistencia a extender la rodilla estando el muslo flexionado- y de Brudzinski-
provocar una flexion rapida de la cabeza que induce una flexién inmediata de extremidades

inferiores en cadera y rodillas-) estan ausentes hasta en el 50% de los casos.
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Una caracteristica de la meningitis meningococica es la aparicion de petequias
cutaneas diseminadas, mas frecuentemente en tronco y extremidades superiores. Las
petequias se correlacionan con el grado de trombocitopenia y clinicamente son importantes
como indicador de las complicaciones hemorragicas del cuadro de coagulacion intravascular

diseminada (CID) que a veces se produce.

2.1. DIAGNOSTICO

El diagnostico de certeza de la infeccion meningocdcica se basa en el aislamiento de
N. meningitidis a partir del LCR, sangre, liquido sinovial, pleural o pericardico. Las dos
primeras son las mas utilizadas.

El LCR tipico de una MBP es hipertenso, turbio o claramente purulento y con un
nimero > 2000 células/ul, con predominio de PMN, proteinas (> 200mg/dl) e
hipoglucorraquia (glucosa en LCR/glucosa plasmatica < 40%). Un paciente con un LCR
como el descrito anteriormente tendra una probabilidad del 99% de presentar una MBP.

Los estudios microbiolégicos a realizar son (47):

e Tincion de Gram. Se podran observar frecuentemente diplococos gramnegativos y

numerosos leucocitos polimorfonucleares (PMN).

e Cultivo. Los meningococos crecen en los medios de cultivo enriquecidos
habituales no selectivos y su crecimiento se favorece con una atmosfera
enriquecida con CO,. El agar columbia es de los medios mas utilizados. Tras
comprobar que se trata de diplococos gramnegativos que dan positiva la reaccién

de la oxidasa, se realiza la identificacion bioguimica basada en la utilizacion de
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azucares y la tipacion de grupo mediante aglutinacion en placa con antisueros
especificos.

e Deteccidn de antigeno capsular. Existen diversas técnicas que pueden ser Utiles

cuando el paciente ha sido tratado previamente con antibioticos que impiden el
crecimiento del microorganismo. Su uso se debe restringir a aquellos casos que
teniendo una celularidad elevada en LCR no se observan microorganismos en la
tincion de Gram.

e Otras técnicas. Como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), de elevada
sensibilidad y especificidad, que podria tener utilidad en pacientes que hubieran
recibido tratamiento antimicrobiano previo.

Las radiografias de torax, craneo y senos paranasales permiten el diagndstico de focos

primarios. La resonancia magnética de craneo es (til en la deteccién de complicaciones o de
focos parameningeos, estando indicada su realizacion en aquellos pacientes con fiebre

persistente mas alla de 3 0 4 dias después de haber iniciado tratamiento antimicrobiano.

2.2. EPIDEMIOLOGIA

Las infecciones causadas por N. meningitidis siguen constituyendo un importante
problema de salud mundial. La tasa de portadores en periodos no epidémicos es del 5-30%
(42). En Francia se han encontrado tasas del 10% en menores de 14 afios y del 30% en el
grupo de 15 a 20 afios (5). Un estudio realizado en nuestro pais, entre 1991 y 1992, encontrd
una tasa de portadores en poblacion escolar, entre 6 y 14 afios, del 2,3% (48).

La tasa de letalidad documentada para la meningitis es del 5%, aumentando hasta el

20% cuando en la presentacion estd implicada la forma de sepsis (enfermedad invasora
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meningocdcica) (5). Los nifios menores de 5 afios son los que muestran las tasas de incidencia
mas elevadas, seguidos del grupo de adolescentes, entre 15y 19 afios (49).

N. meningitidis es la Unica bacteria conocida con capacidad de producir grandes
epidemias de meningitis y sepsis, existiendo marcadas diferencias en el potencial epidémico
de los distintos serogrupos. El serogrupo A produce epidemias en paises subdesarrollados con
tasas de 500 casos por cada 100.000 habitantes. EI serogrupo B ocasiona brotes epidémicos en
paises industrializados con una tasa de infeccion de 50 a 100 casos por 100.000 habitantes. El
serogrupo C afecta a todos los paises desarrollados y no desarrollados con tasas de infeccion
de hasta 500 casos por cada 100.000 habitantes (50).

En algunos paises se ha observado, en los ultimos afios, un relativo aumento del
serogrupo C, asociandose cepas de este serogrupo a un sustancial incremento de la incidencia
por enfermedad meningocdcica, mas que una simple redistribucion de serogrupos. Este
predominio del serogrupo C puede ser un fendmeno ciclico.

En Espafia, aunque las infecciones han sido tradicionalmente producidas por el
serogrupo B, segln la informacion suministrada por el Laboratorio de Referencia de
Meningococos del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud "Carlos 111", se
estd observando un cambio en el serogrupo del meningococo predominante. En la actual
década se ha pasado de una situacion en la que el serogupo B representaba entre un 60%-75%
de todos los casos y el C entre un 25%-30%, a una nueva situacion. Asi, en 1996, las cepas
del serogupo C representaron un 58,9% y las del serogupo B un 39%. Esta situacion de
aumento de cepas de serogrupo C, es generalizada en todas las comunidades auténomas (5).

Las infecciones producidas por el resto de los serogrupos constituyen menos del 1 por 100.
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La enfermedad meningocdcica se caracteriza por presentar picos epidémicos de forma
ciclica (ondas epidémicas) cada 10 6 20 afios, con una duracion aproximada de 3 afios. Los
periodos interepidémicos estan sufriendo una reduccion progresiva, manteniéendose durante
los mismos un nivel elevado de endemia. La tasa de incidencia de la enfermedad
meningocdcica en Esparia en 1996 fue de 3,5 casos por 100.000 habitantes (49), lo que parece
indicar que nos encontrariamos en un periodo interepidémico.

Por otra parte la enfermedad muestra un claro patrén estacional (51), presentandose en
nuestro pais el mayor nimero de casos (42,1%) al final del invierno e inicio de la primavera
(de enero a marzo) y la incidencia mas baja (11,1%) en los meses de verano y otofio (entre
julio y septiembre) (5)

La infeccion afecta principalmente a nifios, siendo la causa mas importante de
meningitis purulenta entre los 6 meses y los 5 afios de edad. La enfermedad se transmite por
via respiratoria mediante gotitas, por lo que para padecerla se requiere un contacto intimo y
ausencia de anticuerpos protectores. Estas circunstancias acontecen principalmente en el
nucleo familiar, donde el riesgo de infeccion es mil veces superior al de la poblacion en
general. Otras veces afecta a grupos de poblacién cerrados tales como guarderias, colegios o

ndcleos militares.

2.3. TRATAMIENTO. SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Los primeros estudios sobre el tratamiento de la enfermedad meningocdcica
aparecieron en 1937 con las sulfamidas, que constituyeron el tratamiento de eleccién durante
un cuarto de siglo, hasta que en 1963 se presentd en California la primera epidemia por

meningococos resistentes. En nuestro pais, la utilizacion de las sulfamidas como agente
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quimioprofilactico en la década de 1960, de forma indiscriminada y masiva, origino la
aparicion progresiva de resistencias (que en los Gltimos afios presentan porcentajes similares,
con cifras superiores al 80%) (52). Estas sulfamidas dejaron de emplearse en el tratamiento de
la enfermedad y se sustituyeron por rifampicina en la profilaxis (53), farmaco que se sigue
utilizando en la actualidad (54). La incidencia de cepas resistentes a rifampicina en portadores
de meningococo varia de 0 a 27% segun los autores. La sensibilidad a la rifampicina en
Esparia es del 96,2% (55, 56) y durante el periodo 1989-1992 solamente se detectaron tres
cepas de meningococo con una CMI de 2 mg/l (resistencia moderada a la rifampicina) en los
aislamientos de pacientes con enfermedad meningocdcica (52).

La utilizacion de la penicilina a partir de 1944, supuso la posibilidad de un tratamiento
muy eficaz de las infecciones causadas por el meningococo, y a pesar de que N. meningitidis
es una de las bacterias menos problematicas a la hora del desarrollo de resistencias, la
aparicion de cepas de meningococos de sensibilidad disminuida frente a este antibidtico es un
hecho en Espafia desde 1985 (57). La frecuencia de cepas aisladas con estas caracteristicas ha
ido aumentando también en numerosos paises (58, 59, 60), con CMIs que van desde 0,1 mg/I
a 1,28 mg/l (61). Ello ha originado un problema terapéutico importante que hasta el momento
se ha solucionado con las cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima y ceftriaxona).
Estudios realizados por diversos autores (62, 63) muestran a estos farmacos como una buena
alternativa en la terapia de la meningitis meningocdcica, ya que las CMI son muy bajas tanto
para los meningococos sensibles como para los resistentes a penicilina.

Desde el comienzo de la utilizacion del cloramfenicol en 1951 en el tratamiento de

esta enfermedad se evidenciaron graves efectos secundarios, que unidos a la aparicion de

17



resistencias (64), han limitado su uso y lo han relegado como opcién en el tratamiento de

pacientes alérgicos a los betalactamicos.

2.4. INMUNIDAD

La inmunidad frente a las infecciones causadas por N. meningitidis estd basada en la
produccion de anticuerpos grupo especificos opsonizantes, que facilitarian la fagocitosis, y
bactericidas, que actuarian previa fijacion del complemento. La mayor parte de los adultos los
poseen, y asi se explicaria la especial incidencia de esta infeccion en el periodo comprendido
entre la pérdida de la proteccion inmunologica materna (6 meses), y la madurez del propio
sistema inmunitario (2 afios).

En relacion con los antigenos capsulares se ha demostrado que los polisacaridos de los
grupos A 'y C se comportan como buenos antigenos induciendo la formacion de anticuerpos
bactericidas, responsables de la inmunidad adquirida, que es siempre grupoespecifica. Por el
contrario, el polisacarido del grupo B no induce la producciéon de anticuerpos, ya que su
estructura es bioldgicamente similar y a la de los ganglidsidos, con los que presenta una
inmunidad cruzada (31).

Existen factores individuales que predisponen a infecciones masivas por N.
meningitidis. Asi, parece ser que el déficit en los Gltimos factores que forman parte del
sistema de complemento (C5 a C8) esta relacionado con una mayor susceptibilidad a las
infecciones por el meningococo (65). Esto sugiere que una parte importante de la defensa del
huésped frente a estas bacterias se basa en su lisis en el plasma mediada por el complemento
(66). También la alteracion en la properdina y deficiencias en las 1gG, e IgGs se han

relacionado con esta susceptibilidad.
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Los adultos pueden adquirir la infeccion cuando toman contacto con serogrupos frente
a los que no poseen anticuerpos especificos.

Los anticuerpos protectores se adquieren mediante la infeccion subclinica o
asintomatica, o0 mediante el estado de portador. También se postula la posibilidad de adquirir
anticuerpos protectores por contacto con otros antigenos cruzados de bacterias que forman
parte de la flora microbiana normal. Asi, los portadores nasofaringeos de Neisseria lactamica
inducen la aparicion de anticuerpos protectores frente a serogrupos patogenos, al existir
reacciones seroldgicas cruzadas (20).

Por otro lado, se ha observado que, en las infecciones naturales por meningococos
pertenecientes a un serogrupo, se podia encontrar en el suero anticuerpos bactericidas no solo
para el mismo grupo, sino frente a otros serogrupos. La explicacion de estas divergencias la
encontramos, posiblemente, en los anticuerpos producidos frente al antigeno proteico de la
membrana externa, ya que la infeccion por una cepa de meningococos da lugar a anticuerpos
frente al polisacarido capsular y a la proteina de membrana externa. Mientras que la
inmunidad en los primeros, por ser grupoespecifica, afectaria a todos los meningococos del
mismo serogrupo, los segundos por su tipoespecificidad la extenderian a todos los
meningococos del mismo serotipo, que por pertenecer a diferentes serogrupos, explicaria la
inmunidad de amplia cobertura que se presenta.

Estos fendmenos también se han observado con los meningococos menos patdgenos,
pues en el suero de portadores de meningococos no agrupables se han encontrado anticuerpos
frente a estos, y en proporcion variable también frente a meningococos de los grupos

patdgenos (A, B,y C).
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Todos estos datos indican que la colonizacion de la poblacion por meningococos
pertenecientes a los grupos mas patogenos e incluso por N. lactamica y otras bacterias que
cuentan con antigenos relacionados, como es el caso del antigeno K1 de algunas cepas de E.
coli, contribuye a crear una inmunizacion natural de base, frente a la mayor parte de los

meningococos de los grupos patdgenos.

3. VACUNAS ANTIMENINGOCOCICAS

Los estudios sobre vacunas en humanos se iniciaron durante el primer tercio de este
siglo utilizando suspensiones de microorganismos enteros (Tabla V). La aparicion de las
sulfamidas, y posteriormente de la penicilina, propicid la paralizacion de las investigaciones a
partir de la década de 1940. Se reiniciaron en los afios 1960, tras la deteccion de los primeros
casos de resistencia a los antibioticos.

Los primeros intentos de purificacion de los polisacaridos capsulares del meningococo
para la sintesis de una primera vacuna resultaron fallidos (67), y la inmunizacién frente a N.
meningitidis no comenz6 a ser una realidad hasta la publicacion de las conclusiones de
Gotschlich y colaboradores a finales de los afios 1960 (68). De este modo, la identificacion de
la inmunogenicidad de los polisacaridos capsulares, su posterior purificacion y la necesidad
de utilizar los de peso molecular superior a 100 kD para obtener una eficacia suficiente (69),

sentaron las bases para las actuales vacunas contra el meningococo.
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Tabla V. Evolucién de las vacunas antimeningococicas.

ANOS COMPOSICION AUTORES EFICACIA
1907/1930 Bacterias enteras Davies, Limitada por toxicidad
Sophian,
Dopter
1940 PSC A Kabat
1970 PSC Ay C purificados  Gotschlich Limitada a > 2 afios
1980 PSCA, C,Y,W-135 Farguhar, Limitada a > 2 afios
Griffiss,
Hankins

Una vacuna antimeningocdcica ideal deberia ser:

e Inmundgena y eficaz para todos los grupos de edad, incluyendo a los lactantes a partir de
los 2 meses de vida.

e Inmundgena frente a todos los serogrupos, serotipos, subserotipos e inmunotipos de N.
meningitidis.

e Arreactogena.

Ademas este preparado idoneo tendria que poder condicionar los mecanismos

inmunitarios fisioldgicos que un huésped normal expresa frente a la infeccion natural, para

lograr la fagocitosis y la destruccion del microorganismo invasor.
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3.1. TIPOS DE VACUNAS ANTIMENINGOCOCICAS

3.1.1. VACUNAS DE POLISACARIDOS CAPSULARES

Las vacunas frente a N. meningitidis disponibles en la actualidad, resultan efectivas
frente a los serogrupos A, C, Y y W-135 (70). Estas vacunas estan constituidas por
polisacaridos capsulares purificados a partir de estos cuatro serogrupos. La eficacia de las
mismas ha sido evaluada en un gran numero de estudios (71, 72, 73, 74, 75, 76), en los que se
han ensayado los componentes por separado, la combinacién de los polisacaridos de los
serogrupos A y C, y mas recientemente la vacuna tetravalente, que reune los cuatro
serogrupos mencionados.

Estas vacunas polisacaridicas son capaces de inducir una proteccion que se incrementa
con la edad del individuo y que varia con el serogrupo (77). En relacion con su eficacia

clinica, por grupos de edad, esta documentado:

e En nifios mayores y adultos, una eficacia clinica mayor del 85% (78, 79).
e Ennifios menores de 5 afios, una eficacia clinica del 70% (78).
e En nifios de 2-3 afios, del 55% (80).

e En nifios menores de 2 afios la vacunacion no se ha mostrado eficaz (79).

Por otro lado, no inducen memoria inmunologica (72, 73, 74, 75, 76, 81), ya que los
polisacaridos de la capsula actian como antigenos independientes de las células T.
La inmunizacién rutinaria con la vacuna combinada A, C no estd recomendada, salvo

en casos de epidemia o alta endemia, ya que el grupo C es poco inmunogénico en nifios
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menores de 2 afios, especialmente por debajo de los 18 meses, grupo que constituye el de
mayor riesgo. La revacunacion no produce efecto booster y la proteccion en nifios pequefios
es de corta duracion (79).

Donde si esta indicada la vacunacion rutinaria (82) es en grupos de alto riesgo, como
individuos con deficiencias genéticas en la properdina o en alguno de los factores terminales
de la cascada del complemento (C5, C6, C7, C8), asplenia anatomica o funcional, enfermedad
de Hodgkin y otras neoplasias hematoldgicas o deficiencias de tipo humoral combinado; en
personas que Vviajen a zonas hiperendémicas o epidémicas de enfermedad meningococica
ocasionada por alguno de los serogrupos representados en estas vacunas. También se debe
considerar la vacunacion en trabajadores de laboratorio que habitualmente estén expuestos a
soluciones de N. meningitidis que puedan convertirse en aerosoles.

Por tanto, el uso de estas vacunas queda restringido, por regla general, a los grupos de
edad mayores de 2 afios expuestos a riesgo de infeccion por los meningococos de los
serogrupos cuyos polisacaridos capsulares se hallan representados en los preparados

existentes.

3.1.2. VACUNAS CONJUGADAS

Con objeto de superar las desventajas intrinsecas de las vacunas polisacaridicas y
lograr una proteccién suficiente en lactantes y nifios pequefios, se han desarrollado vacunas
que conjugan polisacaridos capsulares del meningococo con proteinas, analogamente a como
se ha procedido con las vacunas conjugadas frente a Haemophilus influenzae tipo b (83).
Conjugando los polisacaridos con proteinas cambia el caracter antigénico de estos, y pasan de

ser linfocitos T-independientes a T-dependientes (84). Por lo tanto se puede inducir memoria
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inmunoldgica (85). Estas vacunas conjugadas resultarian mas inmunogeénicas ya que serian
capaces de conferir inmunidad desde los primeros meses de vida. Los resultados que se estan
obteniendo son alentadores (86, 87, 88), y de hecho contamos ya con este tipo de vacuna en la

lucha contra la enfermedad meningocdcica.

3.1.3. VACUNA FRENTE AL SEROGRUPO B

El polisacarido capsular del serogupo B de N. meningitidis, hasta ahora el que ha
predominado en nuestro medio (89), no promueve respuestas inmunitarias equivalentes a las
que consigue el incluido en las vacunas antimeningocdécicas A 'y C. Su estructura polisacarida,
bioldgicamente similar a la de los gangliosidos humanos (31, 90), lo inhabilita como inductor
de inmunidad.

Como respuesta a la urgente necesidad de nuevas vacunas y para subsanar este
problema, se intenta provocar la inmunogenicidad mediante la utilizacion de antigenos
proteicos de la membrana externa, y la mayor parte de las investigaciones estan dirigidas
hacia el uso de componentes subcapsulares tales como: las proteinas mayores de membrana
(OMP) de clases 1, 2, 3, 4y 5, la proteina OPC (opacity protein C), la lipoproteina H.8 y las
proteinas fijadoras de hierro (IROMP, iron regulated proteins).

Como ha quedado reflejado en diversos estudios, las OMP parecen ser inmunogeénicas
tanto en adultos como en nifios, con una eficacia del 57% al 83% (91) y capaces de aumentar
la fagocitosis y de inducir anticuerpos bactericidas (92, 93, 94). Las IROMP provocarian la
sintesis de anticuerpos frente a esta proteina, inhibiendo su funcion captante de hierro

(necesario para el crecimiento bacteriano) a partir de la ferritina y la lactoferrina. La
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utilizacion de LPS detoxificados actuaria, mas que sintetizando anticuerpos, neutralizando la
actividad endotoxica de N. meningitidis (95, 70).

Todos estos componentes, aisladamente o, sobre todo, en forma de preparados
multivalentes, incluyendo o no polisacaridos no capsulares, se estan utilizado para el disefio

de nuevas vacunas contra el meningococo del grupo B.(8).

4. ANTIMICROBIANOS

El ideal terapéutico perseguido desde la aparicion de los primeros antibiéticos, ya fue
planteado por el fundador de la quimioterapia, Paul Ehrlich (1913), quien postul6 (96) que la
eficacia de un agente quimioterapico debe basarse en los siguientes puntos:

1. Ser activo contra los microorganismos.

2. Ser facilmente absorbible por el cuerpo.

3. Ser activo en presencia de tejidos o fluidos corporales.

4. Poseer un bajo grado de toxicidad y, por tanto, un alto indice terapéutico.
5. No permitir el desarrollo de resistencias en los microorganismos.

Desde entonces, el avance en este campo ha sido considerable. Pese a ello, todavia no
se ha podido encontrar el antibiotico ideal que cumpla todos los postulados arriba
mencionados, con lo que la investigacion en este campo sigue estando vigente. Ademas, la
aparicion de nuevas infecciones y los fendmenos de resistencia a los antimicrobianos en uso,
ha supuesto una mayor busqueda de nuevas moléculas o la recuperaciéon de otras, y que el

mundo de la antibioterapia sea, hoy en dia, un tema de maxima actualidad.
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4.1. BETALACTAMICOS

El témino B-lactamico incluye a todas las moléculas que contienen en su estructura un
anillo B-lactdmico. Estos compuestos pueden ser naturales o semisintéticos, con actividad
principalmente bactericida, de corto, medio o amplio espectro.

Dentro de este grupo encontramos penamas 0 penicilinas, penemas, carbapenemas,
clavamas, cefemas y cefamicinas, oxacefemas u oxicefemas y trienemas. De todas ellas nos
centraremos en las penicilinas y en las clavamas, donde se encuadran amoxicilina y acido

clavulanico, respectivamente.

4.1.1. PENICILINAS

Resultan de la condensacion de un anillo betalactamico (anillo principal) y otro de
tiazolidina (anillo secundario), compuesto fundamental denominado acido 6-amino-
penicilanico (6-APA) del que derivan el resto.

4.1.1.1. Mecanismo de accion.

Las penicilinas, al igual que el resto de los B-lactamicos, interfieren en la formacion de
la pared celular bacteriana al impedir la transpeptidaciéon. Como consecuencia de la
interferencia en la formacién de la pared celular, esta queda laxa, incompleta y muy
susceptible al estallido y ruptura debido a las altas presiones osmédticas ejercidas por el
citoplasma (97).

En las bacterias gramnegativas la penetracion de las penicilinas ocurre a través de la
membrana externa y del peptidoglicano gracias a poros OMPf y OMPc, ya que en estos
microorganismos, la membrana externa actia como una barrera hidr6foba, impidiendo el paso

de sustancias hidrofilicas (98). Una vez recorrido el espacio periplasmico se fijan sobre el
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lugar de accion. Las dianas celulares de estos antimicrobianos son las enzimas que catalizan la
sintesis de las uniones cruzadas de peptidoglicano de la pared celular. Estas enzimas son las
proteinas fijadoras de penicilina (penicillin binding protein o PBP), a las que los compuestos
B-lactdmicos presentan diferentes afinidades, asi amoxicilina tiene una elevada afinidad por
PBP1a, 1by 2, y algo menor por la PBP 3 (99).

4.1.1.2. Mecanismos de resistencia.

La resistencia a las penicilinas puede ser debida a varios mecanismos:

1. Alteraciones en la permeabilidad celular. Las alteraciones se producen en porinas o en
lipopolisacaridos asociados a la membrana externa, impidiendo el paso de las moléculas.
Este mecanismo ha sido ampliamente descrito en bacterias gramnegativas (100, 101, 102).

2. Modificaciones de la diana. Pueden producirse mutaciones en las PBPs que hacen
disminuir la afinidad de los B-lactdmicos por estas proteinas. Este parece ser el
mecanismo de resistencia mas habitual que presenta el meningococo a las penicilinas.
(103, 104).

3. Produccion de p-lactamasas. Estas enzimas, sintetizadas por las bacterias, hidrolizan el
enlace amida ciclico del nucleo de la penicilina, lo que conduce a la produccion de
peniciloatos sin actividad bactericida. Afortunadamente, las cepas de meningococo
productoras de B-lactamasas son poco frecuentes en nuestro pais (105, 106).

4. Tolerancia. Este fendmeno se ha observado para algunos p-lactamicos, y se refleja por un
aumento de la CMB aunque la CMI permanece constante. Las bacterias se inhiben en su

crecimiento pero el antibiético no produce accion bactericida (107).
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4.1.1.3. Farmacocinética

La absorcion oral varia mucho para las diferentes penicilinas, pero las concentraciones
séricas maximas se alcanzan 1-2 horas después de la ingestion. Difunden facilmente,
alcanzando valores terapéuticos en los liquidos extracelulares y en la mayor parte de los
tejidos corporales a excepcion del humor acuoso, la prostata y las meninges no inflamadas.
No penetran intracelularmente ni en el interior de los polimorfonucleares. La unién a
proteinas (especialmente a la albimina) puede oscilar entre el 17% y el 97%, dependiendo de
que penicilina se trate, y tienen una vida media corta que fluctta entre los 30-70 minutos.

Su eliminacion es, principalmente, por via renal mediante filtracion glomerular y
secrecion tubular (97, 108)

4.1.1.4. Indicaciones

Su administracion esta indicada, siempre y cuando no existan resistencias, para el
tratamiento de infecciones cutaneas y de tejidos blandos (heridas, abcesos, etc.), infecciones
respiratorias (bronquitis, neumonias, etc.), infecciones otorrinofaringologicas (faringitis,
otitis, sinusitis, etc.), infecciones genitourinarias (gonococia, sifilis, cistitis, etc.), infecciones
osteoarticulares, endocarditis, septicemias, meningitis, salmonelosis, fiebre reumatica, y

demas infecciones causadas por microorganismos sensibles a ellas (97, 108).
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4.1.2. CLAVAMAS

Derivados del acido 6-aminopenicilanico. Su nombre deriva del primer compuesto
descrito, denominado acido clavulanico, obtenido a partir de un cultivo de Streptomyces
clavuligerus (109).

El acido clavulanico, muestra una baja actividad antibacteriana frente a la mayoria de
los microorganimos, por lo que, como agente Unico no resulta clinicamente util. Sensibles al
acido clavulanico se muestran pocas especies bacterianas, pero entre ellas se encuentra N.
meningitidis (110).

A pesar de tener poca actividad antibacteriana, es un potente inhibidor de las
betalactamasas producidas por muchos microorganismos. Su accion bloqueante de estas
enzimas es irreversible y progresiva, de forma que, pequefias concentraciones del farmaco
impiden la accidn inactivante de las mismas sobre las penicilinas no resistentes a ellas, con lo

que su asociacion resulta intensamente sinérgica (111).

4.1.2.1. AMOXICILINA/ACIDO CLAVULANICO
La amoxicilina es una penicilina semisintética de amplio espectro que muestra un
elevado nivel de actividad bactericida frente a una amplia gama de bacterias grampositivas y
gramnegativas, pero que es inestable ante betalactamasas bacterianas (112, 113, 114). El
acido clavulanico, como ya se ha sefialado, es un inhibidor progresivo de las betalactamasas
bacterianas (115, 116) y es capaz de proteger a la amoxicilina de su destruccién in vivo e in
vitro (117, 118). Existen formulas comerciales en uso que reinen la amoxicilina y la sal

potésica del &cido clavulanico, en proporciones de 2:1, 4:1y 10:1.
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4.1.2.1.1 Estructura guimica

Amoxicilina es el nombre con el que se conoce al trihidrato del acido 6( (amino ) 4-
hidroxifenil) acetil) amino)-3,3-dimetil-7-oxo-tia-1-azabiciclo (3.2.0.) heptano 2 carboxilico

(figura 1).

I

HO— — CH—CO—NH T

NH2

Figura 1. Estructura quimica de amoxicilina.

La sal potésica del &cido Z - (2R,5R) - 3 (2-hidroxietiliden) — 7 — oxo — 4 — oxa — 1-
azabiciclo (3.2.0.) — heptano — 2 - carboxilico, es conocida como la sal potasica del acido

clavulanico (figura 2).

L
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Figura 2. Estructura quimica del &cido clavulanico.
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4.1.2.1.2. Actividad antibacteriana.

El &cido clavulanico por si solo muestra un nivel relativamente bajo de actividad
antibacteriana, tanto frente a las bacterias grampositivas como a las gramnegativas. En cepas
productoras de betalactamasas (tanto grampositivas como gramnegativas), la presencia de
acido clavulanico aumenta significativamente la sensibilidad de esas cepas a la amoxicilina
(119, 120).

4.1.2.1.3. Indicaciones

Amoxicilina/acido clavulanico estd indicado en el tratamiento de los procesos
infecciosos producidos por microorganismos productores de betalactamasas y de los procesos
infecciosos mixtos producidos por microorganismos sensibles a la amoxicilina y por
microorganismos productores de betalactamasas, tales como infecciones del aparato
respiratorio, otitis media, infecciones genitourinarias, infecciones de la piel, tejidos blandos y
0seos e infecciones intraabdominales.

4.1.2.1.4. Farmacocinética

La farmacocinética de amoxicilina y &cido clavulanico es parecida, alcanzandose
niveles séricos maximos de ambos, alrededor de una hora después de su administracion. Tiene
una absorcion oral practicamente completa. La union a proteinas es baja, 18% y 25%

respectivamente, y la principal via de eliminacion es la excrecion renal.
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4.2. QUINOLONAS

Son sustancias derivadas del acido nalidixico que presentan en comun una estructura
central constituida por un Ianillo 4-0x0-1,4-dihidroquinoleina, de forma abreviada: 4-
quinolona.

Existen varias clasificaciones propuestas para esta familia de farmacos: la quimica, la
bioldgica y la de generaciones (121). La quimica es la mas compleja y se basa en el tipo de
estructura asociada al nucleo basico. De este modo, las diferencias estructurales entre las
distintas quinolonas radican tanto en el nimero y posicién de los &tomos de nitrogeno como
en las cadenas laterales y la presencia de fldor en su molécula. La introduccion de un a&tomo
de flbor en posicion 6 aumenta su actividad antibacteriana y amplia su espectro de accion,
incluyendo tanto gramnegativos como grampositivos. A este tipo de quinolonas fluoradas
pertenecen ciprofloxacino y trovafloxacino.

4.2.1. Mecanismo de accion.

Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de las funciones de la girasa
bacteriana (122, 123), enzima que cataliza el superenrollamiento negativo del ADN (124, 125,
126, 127). Asi, las quinolonas al unirse a las subunidades de la girasa impiden la rotura y el
sellado de la cadena de ADN de doble hélice, estabilizandola y evitando que la enzima
intervenga en la formacion de giros adicionales, con lo que el ADN, demasiado expandido, no
tiene suficiente espacio dentro del microorganismo, hecho que provoca que la bacteria se
elongue y posteriormente se destruya (125, 128).

4.2.2. Mecanismo de resistencia

Los mecanismos de adquisicién de resistencia a las quinolonas que se han encontrado

son fundamentalmente tres:
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1. Modificacion enzimética de las subunidades de la ADN-girasa. Es el principal, y se debe a
la aparicion de mutaciones en los genes que codifican para estas subunidades (129).

2. Alteracion de la permeabilidad de las porinas. Por mutaciones en los genes que codifican
para estos poros, probablemente debido a una alteracion de los lipopolisacaridos de la
pared (130), impidiéndose la entrada de estos compuestos dentro de la bacteria.

3. Aumento de la expulsion del antibiotico mediante bombas de flujo. A este mecanismo de
expulsién activa cada vez se le esta concediendo mas importancia (131, 132).

Varios de estos mecanismos pueden coexistir en la misma bacteria.

4.2.3. Indicaciones.

La utilidad clinica de las quinolonas, sobre todo las modernas fluorquinolonas, es muy
amplia, pudiéndose emplear en la mayoria de las infecciones: urinarias, tanto de vias como
parenquimatosas, gastrointestinales, osteoarticulares, respiratorias, otorrinolaringoldgicas,

cutaneas y de tejidos blandos, de transmision sexual y otras (121, 133).

2.2.4. CIPROFLOXACINO

4.2.4.1. Estructura guimica

Se trata del acido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-4-oxo-7(1-piperazinil)3-quinolein
carboxilico (figura 3). Es una fluorquinolona de segunda generacion de origen sintético con

estructura de 4-quinolona.
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Figura 3. Estructura quimica de ciprofloxacino.

4.2.4.2. Actividad antibacteriana

Ciprofloxacino posee un amplio espectro de actividad (134) que abarca casi todos los
gérmenes gramnegativos, principalmente Neisseria spp., Escherichia coli, Salmonella spp.,
Haemophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa, y muy especialmente al grupo de las
enterobacterias. Su accion incluye también gérmenes grampositivos como Mycoplasma,
Chlamydia, Rickettsia y Mycobacterium (134).

Actla tanto en fase de crecimiento exponencial como en fase estacionaria,
disminuyendo su potencia bactericida a pH acido y no influyendo las condiciones de
aerobiosis 0 anaerobiosis (135).

4.2.4.3. Farmacocinética

La absorcion tras su administracion por via oral es buena (75-80%) y se produce con
rapidez alcanzando la Cnax entre 1 y 1,30 horas después (136, 137). Por via intravenosa la

concentracion sérica disminuye rapidamente (aproximadamente a la cuarta parte de la dosis)
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en los primeros 30 minutos (138). Su distribucion en estado estacionario oscila entre 2 y 3
I/Kg, por tanto, las concentraciones en los diferentes tejidos organicos son elevadas. La unién
a proteinas es baja, 20-28%. Se excreta por orina en un 80-85%, lo cual explica por qué en
ella se alcanzan concentraciones muy elevadas.

4.2.5. TROVAFLOXACINO

4.2.5.1. Estructura guimica

Es una fluoroguinolona sintética de tercera generacion con estructura 7-(3-azabiciclo
(3,1,0) hexil)-naftiridona. Presenta in vitro una mayor eficacia con respecto a las quinolonas
de segunda generacion frente a cocos grampositivos aerobios y sobre todo frente a las
bacterias anaerobias mas importantes (139). Esto se debe a la adicion de un sustituyente 3-

azabiciclo y un grupo difluorofenil en posiciones C-7 y N-1, respectivamente (figura 4).

1
F COOH
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HzN\
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Figura 4. Estructura quimica de trovafloxacino.
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4.2.5.2. Actividad antibacteriana

Mantiene la buena actividad in vitro de las quinolonas de segunda generacion sobre
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y otros bacilos gramnegativos aerobios, pero es mas activa
frente a cocos grampositivos aerobios, incluyendo S. pneumoniae resistente a penicilina y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (140). También resulta méas activa que
ciprofloxacino sobre las bacterias anaerobias (141, 142).

4.2.5.3. Farmacocinética

Se ha demostrado que la velocidad de absorcion de trovafloxacino es rapida,
alcanzandose las concentraciones maximas, aproximadamente 1 hora después de la
administracion oral del farmaco (143). Se distribuye bien a tejidos y su eliminacion se lleva a
cabo a través de mecanismos extrarrenales (via biliar y heces). Una vida media de 10 horas

permite la utilizacién clinica con intervalos de dosificacion de 24 horas (144).

4.3. MACROLIDOS

Son compuestos de origen natural o semisintético y naturaleza basica, poco
hidrosolubles pero liposolubles, con actividad principalmente bactericida (145, 146).
Presentan un anillo macrociclico de 12 a 23 atomos de carbono, al que tienen acoplado uno o
varios desoxiazucares 0 aminoazucares. Se clasifican en funcion del nimero de elementos
contenidos en dicho anillo (147), asi tenemos anillos con 14 atomos de carbono, donde
encontramos incluida claritromicina. Anillos de 15 atomos de carbono, cuyo representante
mas destacado es azitromicina. Y anillos de 16 &tomos de carbono, donde se incluyen

josamicina o midecamicina.
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Su efecto antibacteriano se debe a la inhibicion de la sintesis proteica. Para ello se
unen reversiblemente a las proteinas ribosomales L22 y L27 de la subunidad 50S. La
ocupacion de este lugar por el macrolido impide la translocacion, por la que la cadena de

aminoacidos en formacion, unida al ARN, pasa desde el sitio aceptor (sitio A) al donador

4.3.1. Mecanismo de accion.

(sitio P) e impide la progresion del siguiente codon del ARN (148).

Son cinco los mecanismos mas habituales por los que se expresa resistencia a los

4.3.2. Mecanismo de resistencia.

macrolidos (149):

1.

2.

3.

4.

5.

Disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana.
Modificacion del sitio de union ribosomal.

Alteracion en el ARN ribosomal.

Inactivacion enzimatica.

Secrecion activa del farmaco al exterior de la bacteria. Hecho que facilita la

salida de los macrdlidos con anillos de 14 y 15 atomos (150).

La aparicion de resistencias, habitualmente es cruzada entre todos los miembros

del grupo, y frecuentemente con lincosamidas y cloranfenicol.

Los macrélidos se utilizan para el tratamiento de las infecciones de las vias
respiratorias, altas y bajas, sinusitis, faringitis, infecciones dérmicas y algunas infecciones del
tracto genitourinario cuando otros antibidticos de primera eleccion estan contraindicados. Son

farmacos de primera eleccion en infecciones causadas por microorganismos intracelulares

4.3.3. Indicaciones

como Chlamydia pneumoniae o Mycoplasma pneumoniae.
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4.3.4. CLARITROMICINA

4.3.4.1. Estructura guimica

Claritromicina (figura 5) es un macrdlido semisintético de 14 atomos de carbono
derivado de eritromicina.

La metilacion en posicion 6 le confiere resistencia en medio acido y una mejor
biodisponibilidad por via oral (151, 152). Se distribuye facilmente a tejidos gracias a su
liposolubilidad, y alcanza altas concentraciones en los diferentes compartimentos tisulares,

hasta 10 veces mas altas que las hematicas (153).
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Figura 5. Estructura quimica de claritromicina.
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4.3.4.2. Actividad antibacteriana.

Claritromicina muestra un espectro de accion parecido al de eritromicina pero con
mayor potencia (154). Cubriendo eficazmente la mayoria de los estreptococos, y S. aureus
sensible a meticilina. Es el macrolido mas activo frente a la mayor parte de las bacterias
anaerobias (155). Su espectro incluye Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Chlamydia. trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, N.
meningitidis, Listeria monocytogenes y otros muchos patdégenos (156).

4.3.4.3. Farmacocinética

Claritromicina se absorbe bien por via oral, alcanzando concentraciones séricas
méaximas dependientes de la dosis en un plazo de aproximadamente 2 horas. Se metaboliza en
el higado por la accién del sistema microsomal hepatico. La semivida de eliminacion oscila
alrededor de 2 a 3 horas. Se excreta, mayoritariamente a traves de la bilis y las heces, y en

menor proporcion por la orina (157).

4.4. RIFAMICINAS

Son antibidticos semisintéticos de la familia de las ansamicinas, de estructura
naftoquindnica, con actividad bactericida y de amplio espectro, que actlan sobre los
microorganismos sensibles inhibiendo la sintesis de ADN.

De las cinco familias naturales (A, B, C, D y E) aisladas de cultivos de Streptomyces
mediterranei, la B resulto ser la mas activa y a la que se han incorporado diversos radicales

para dar origen a las rifamicinas semisintéticas que se emplean en clinica, como rifampicina.
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4.4.1. Mecanismo de accion

Inhiben la sintesis de ARN impidiendo la iniciacion de la transcripcion, al fijarse a la
subunidad beta de la ARN polimerasa bacteriana. Se bloquea asi el inicio de la sintesis del
ARN, aungue no consigue detener la transcripcion del ADN en curso (158).

4.4.2. Actividad antibacteriana.

Las rifamicinas son activas frente a cocos grampositivos como Staphylococcus, S.
pneumoniae y estreptococos alfa y beta hemoliticos. Su espectro también incluye cocos
gramnegativos patdgenos como N. meningitidis y N. gonorrhoeae, y bacilos grampositivos
como Corynebacterium diphtheriae, Listeria monocytogenes, etc. Particularmente activas

frente a Mycobacterium tuberculosis (159).

4.4.3. RIFAMPICINA

4.4.3.1. Estructura guimica

Por su estructura quimica las rifamicinas tienen cierta semejanza con los macrolidos.
Poseen una molecula compleja integrada por dos partes: una naftoquinona (1,4-
dihidronaftaleno) y una larga cadena alifatica con cinco grupos metilo que, a modo de puente,
une dos extremos del ciclo naftoquinénico. La rifampicina es un derivado de la rifamicina SV

con una cadena lateral de piperazina (figura 6).
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CHa

Figura 6. Estructura quimica de rifampicina.

4.4.3.2. Mecanismo de resistencia

Se atribuye a cambios conformacionales en la estructura de la ARN polimerasa
debidos a mutaciones en el gen rpoB (codifica para la subunidad beta, sitio de union de
rifampicina), de forma que no se puede establecer el complejo enzima-farmaco y la
transcripcion puede tener lugar (160, 161). Hasta hoy no se conoce otro tipo de resistencia a
este antimicrobiano, pero recientemente se ha sugerido que ademas de la mutacion del gen, la
disminucion en la permeabilidad podria jugar también un papel importante en la resistencia a

rifampicina de bacterias como N. meningitidis (162) o M. tuberculosis (163).
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4.4.3.3. Farmacocinética

La rifampicina, por via oral, se absorbe de forma rapida y casi completa, con una
biodisponibilidad del 90%. Con una dosis oral de 600mg se alcanzan, tras 1-3 horas,
concentraciones plasmaticas de 12 a 14 mg/l (164, 165). Difusion tisular y humoral buena,
con capacidad de difusion intracelular a macréfagos y leucocitos polimorfonucleares, etc. Con
una vida media de 3 a 5 horas y conjugacion con proteinas en un 75-80% (166), su
eliminacidn se lleva a cabo, fundamentalmente por las vias biliar y urinaria.

4.4.3.4. Indicaciones

Se utiliza rifampicina en el tratamiento de la tuberculosis (167), lepra y difteria. Tratamiento
de la gonococia, infecciones bacterianas hepatobiliares, infecciones causadas por cocos
pidgenos resistentes a las penicilinas y otros antibioticos o en enfermos alérgicos a ellos.
Ademas se utiliza como quimioprofilaxis en la enfermedad meningococica y en la

erradicacion de los portadores nasofaringeos de N. meningitidis.
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1°. Estudio de la actividad antimicrobiana de amoxicilina, &cido clavulanico,
amoxicilina/clavulanico, claritromicina, rifampicina, ciprofloxacino y trovafloxacino frente a
N. meningitidis C-11, medida a través de su CMI, CMB y mediante curvas de letalidad y sub-

CML.

2°. Estudio del efecto postanbidtico de estos antimicrobinanos frente a la misma cepa

después de su exposicion a diferentes concentraciones de los mismos.

3°. Estudio ex vivo de la tasa de muerte de N. meningitidis C-11 mediada por
leucocitos polimorfonucleares, anticuerpos anticapsulares y leucocitos polimorfonucleares y
anticuerpos anticapsulares, durante un peridodo de 12 meses, tras la inmunizacion con la

vacuna de polisacaridos AC.

4° Estudio del nivel de anticuerpos anticapsulares alcanzado por los voluntarios

participantes en el estudio a lo largo del mismo.

5°. Estudio de la correlacion entre la muerte bacteriana y el nivel de anticuerpos

anticapsulares inducido por los voluntarios participantes en el ensayo a lo largo del mismo.
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MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

1.1. MICROORGANISMO

El microorganismo utilizado en todo el estudio fue Neisseria meningitidis serogrupo
C-11. Esta cepa es la recomendada para la determinacion de los anticuerpos bactericidas ya
que es la cepa fuente de los polisacaridos incluidos en la vacuna, y fue suministrada por el
Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111 de Madrid.

Se conservo congelada en viales de leche desnatada a —80 °C hasta el momento de su
utilizacion.

Para su recuperacion se descongelaban alicuotas y se realizaba una siembra de las
mismas en placas de agar chocolate polyvitex (bioMérieux). Las placas asi inoculadas se
incubaban durante 24 horas en estufa (Heraeus) con atmdsfera del 5% de CO, a 37 °C y

humedad relativa del 50%.

1.2. MEDIOS DE CULTIVO

e Caldo Miieller-Hinton suplementado con cationes Ca>* y Mg** (Difco).
e Agar Miieller-Hinton suplementado con cationes Ca?* y Mg*".

e Agar chocolate (bioMérieux).

1.3. SOLUCIONES TAMPON

e Solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS), (Difco).

1.4. REACTIVOS, COMPUESTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

e AlbUmina

46



e Suero

1.5. ANTIMICROBIANOS

En el estudio in vitro se utilizaron los siguientes antibioticos:

Amoxicilina, 4&cido clavulanico, amoxicilina/dcido clavulanico en proporcion 2:1,
suministrados por SmithKline Beecham. Claritromicina, suministrada por Glaxo-Welcome.
Rifampicina, proporcionada por Lepetit. Ciprofloxacino, proporcionado por Bayer y
trovafloxacino por Pfizer.

El suministro de los farmacos se realiz6 en forma de polvo valorado con unas
potencias de 861 ug/ml para amoxicilina, 947 pg/ml para &cido clavuléanico, 976 ug/ml para
claritromicina, 994 ug/ml para rifampicina, 846 pg/ml para ciprofloxacino y 1000 pg/ml para
trovafloxacino.

Todos los antimicrobianos se disolvieron en su disolvente correspondiente (168),
siguiendo las instrucciones del laboratorio farmacéutico para obtener soluciones madre que se
alicuotaron en viales y se conservaron a —18 °C hasta su utilizacion.

Tanto claritromicina como &cido clavulanico y rifampicina se preparaban en el

momento del ensayo.

1.6. LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES (PMNs)

En los experimentos referentes a la valoracion de la inmunidad se utilizaron leucocitos
polimorfonucleares humanos (PMNSs) procedentes de sangre venosa periférica de donantes
adultos sanos.

Para el aislamiento de los PMNSs se utilizaron:
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e Tubos EDTA potasico, para evitar la coagulacion de la sangre a partir de la cual se

aislaban los PMNE.
e Cloruro amonico (NH4CI), para inducir la lisis de los eritrocitos.
e HBSS, medio soporte de los PMNs.

En la comprobacién de la viabilidad de los PMNs se utiliz6 Azul Tripan al 0,4%.

1.7. VOLUNTARIOS

En la valoracion de la inmunizacion participaron un total de 12 voluntarios sanos con
falta de actividad antimeningocdcica pre-vacunacion demostrada (reduccion del in6culo
inicial < 25% en cualquiera de las curvas de muerte bacteriana realizadas con las muestras
basales; titulos de anticuerpos bactericidas < 1:8; titulos de anticuerpos totales determinados

por ELISA < 2 ug/ml). La media de edad de los mismos era de 23 afios.

1.8. VACUNA

La vacuna empleada en el estudio de valoracion de la inmunizacion fue la de
polisacaridos purificados de Neisseria meningitidis de los grupos Ay C (Mencevax AC).

Cada dosis de vacuna reconstituida contiene 50 ug de cada uno de los polisacaridos de
los citados serogrupos. Para su reconstitucion contaba con una pastilla de liofilizado (con
lactosa como excipiente) mas ampolla de disolvente (solucién salina). El vial fue almacenado
en refrigeracion a 2 °C y protegido de la luz solar directa.

Mencevax AC® pertenece al grupo terapéutico JO7B3 Otras vacunas asociadas.

Las vacunas fueron suministradas por SmthKline Beecham Biologicals S.A
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2. METODO

2.1. VALORACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

2.1.1. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE N. meningitidis

C-11

La cepa utilizada para todo el estudio se conservé congelada y alicuotada en viales de
leche desnatada a —80 °C hasta su utilizacion. Llegado ese momento se descongelaron
alicuotas y se realizaron siembras de las mismas en placas de agar chocolate polyvitex
(bioMérieux). Las placas asi inoculadas se incubaron en estufa (Heraeus) con atmosfera del
5% de CO, a 37 °C y humedad relativa del 50% durante 24 horas.

Del meningococo crecido en estas placas se tomaron unas colonias y se llevaron a un
matraz que contenia caldo fresco Mieller-Hinton suplementado con Ca®'y Mg?*. Este cultivo
se incub0 en un bafo de agitacion a 37 °C durante 24 horas.

Del matraz se tomaron alicuotas cada hora desde el tiempo 0 (considerado como el
momento en que se depositan las colonias en el medio fresco) hasta la décima hora, y una
ultima alicuota a las 24 horas. En cada hora se realizo también una medida de la absorbancia a
600 nm (espectrofotometro Hitachi U-100) para luego poder asociarla con la concentracion
bacteriana.

En cada tiempo hicimos diluciones seriadas decimales en solucién salina (0,9%),
obteniéndose una serie de tubos que contenian, cada uno, 10 veces menos concentracion de
bacterias que el anterior.

El recuento de células viables se hizo en placas de Mueller-Hinton suplementado con

cationes. Para ello se sembraron 20 ul de cada tubo de la serie en dichas placas.
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Tras 24 horas de incubacion en estufa (37 °C; 5% de CO,, humedad relativa del 50%)
se procedid al recuento de las colonias y se obtuvo el nimero de UFC/mlI, la concentracion
bacteriana a cada tiempo y la absorbancia a 600 nm que correspondia a dicha concentracion.

El ensayo de la curva de crecimiento se realizo por triplicado.

2.1.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y

BACTERICIDA (CMI Y CMB).

La CMI de los diferentes antibidticos frente a N. meningitidis fue determinada por los
métodos de macrodilucion y microdilucién en caldo, método recomendado por la NCCLS
(169).

En la macrodilucion se utilizaron una serie de tubos que contenian 1 ml de caldo
Miieller-Hinton suplementado con cationes (Ca** y Mg®") y concentraciones crecientes de
antimicrobiano, es decir, cada tubo tenia doble concentracion que el siguiente. Se incluyé un
control libre de antimicrobiano con 1 ml de caldo. A continuacion, se afiadid a cada tubo 1 ml
de indculo. Este se prepard ajustando la turbidez de un tubo con solucion salina y
microorganismos al tubo niimero 1 de la escala Mc Farland (3 x 108 UFC/ml), y diluyendo
después hasta conseguir una concentracion de 5 x 10°> UFC/m.

Los tubos se incubaron a 37 °C y en atmosfera con un 5% de CO; durante 24 h.

Para la obtencion de la CMI y CMB por microdilucion se utilizaron placas micraotiter.
En cada pocillo de la placa se afiadian 100 ul de caldo Mieller-Hinton suplementado con
cationes y concentraciones crecientes de antimicrobiano, de tal modo que cada pocillo

presentaba doble concentracion que el siguiente. Se incluy6 un control libre de antimicrobiano
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con 100 ul de caldo. A continuacion, se afiadieron a cada tubo, incluido el control, 100 pl de
indculo. Este se prepar6 de igual forma que en la macrodilucion, ajustando la turbidez de un
tubo con solucion salina y microorganismos al tubo nimero 1 de la escala Mc Farland (3 x
10® UFC/ml), y diluyendo después hasta conseguir una concentracion de 5 x 10° UFC/m.

Las placas microtiter se incubaron durante 24 h a 37 °C.

Definimos CMI como la minima concentracién de antimicrobiano capaz de inhibir el

crecimiento visible (turbidez) de la bacteria respecto a un tubo control libre de farmaco.

Para el célculo de la concentracion minima bactericida (CMB) se sembraron 10 pl del
contenido de cada tubo o cada pocillo, con concentracion de antibiotico superior a la CMI
obtenida, en placas de agar Mieller-Hinton suplementado con cationes, y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en atmdsfera con un 5% de CO, y humedad relativa del 50%.

Se tomo6 como valor de la CMB la menor concentracion de antimicrobiano que habia

eliminado el 99,9% de los microorganismos.

La determinacion de la CMI y de la CMB se hizo por triplicado para todos los

antimicrobianos ensayados.

2.1.3. DETERMINACION DE LAS CURVAS DE LETALIDAD Y SUB-CMI

Se realiz6 una siembra en placa de agar chocolate polyvitex (bioMérieux) a partir de
una alicuota congelada de N. meningitidis.

La placa asi inoculada se incub6 en estufa (Heraeus) con atmdsfera del 5% de CO, a

37 °C y humedad relativa del 50% durante 24 horas.
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Del meningococo crecido en estas placas se tomaron unas colonias y se llevaron a un
matraz que contenfa caldo fresco Mueller-Hinton suplementado con Ca** y Mg?*, y se incubé
a 37 °C hasta alcanzar una concentracién bacteriana aproximada de 10° UFC/ml.

El cultivo asi obtenido fue repartido en 5 subcultivos a los que se afadieron
concentraciones de antimicrobiano ¥2 x CMI, % x CMI, 1 x CMI, 4 x CMI, y 10 x CMI. Un
sexto subcultivo libre de antibidtico se utilizo como control. Todo se incubd durante 24 horas
a 37 °C en bafio de agitacion.

Se tomaron alicuotas del control y de todos los subcultivos sometidos a tratamiento a
tiempos 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas, y se realizaron diluciones seriadas decimales en solucién
salina (0,9 %), obteniéndose una serie de tubos que contenian cada uno 10 veces menos
concentracion de bacterias que el anterior.

El recuento de células viables se realizé en placas de Mueller-Hinton suplementado
con cationes. Para ello se sembraron 20ul de cada tubo en dichas placas. Tras 24 horas de
incubacion (37 °C; 5% de CO;; 50% de humedad) se procedia al recuento de las colonias y se
obtenia el numero de UFC/ml y la concentracion bacteriana a cada tiempo.

Se midid el efecto antibacteriano de cada antimicrobiano calculando los cambios en la
viabilidad de las bacterias, es decir, calculando la diferencia entre el log;, UFC/ml de las
bacterias tratadas a lo largo del tiempo respecto del logip UFC/mI de las bacterias al inicio del
experimento (T = 0).

La actividad bactericida (méxima muerte bacteriana) se calcul6 como una reduccion
del in6culo inicial en las UFC/ml debida al tratamiento antimicrobiano, y se expresé como el
porcentaje de reduccion del indculo inicial (RII), que se calculé mediante la expresion:

RI1 =100 - (100 x It/1i),
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Donde

It = in6culo en cada tiempo.

li = indculo inicial.

Se considera que se alcanza la actividad bactericida cuando se consigue la eliminacion

del 99,9 % de los microorganismos o la disminucién en 3 6 mas logi, de las UFC/m.

La determinacion de las curvas de letalidad y sub-CMI se realiz6 por triplicado para

cada antimicrobiano ensayado.

2.1.4. DETERMINACION DEL EFECTO POSTANTIBIOTICO (EPA)

El efecto postantibiotico (EPA) es la supresion del crecimiento bacteriano que persiste
tras la exposicion de un microorganismo a un farmaco (170). Para comprobar la existencia de
EPA se determina la cinética de crecimiento bacteriano una vez eliminado el antimicrobiano
del medio de cultivo. En estas condiciones el EPA se define como la diferencia en el tiempo
(horas) que se requiere para que el recuento de UFC en un cultivo problema aumente 1 logio
tras eliminar el antimicrobiano, y el tiempo requerido para que el nimero de UFC en un
cultivo control aumente también 1 logso con respecto al recuento observado inmediatamente

antes de completar el mismo procedimiento empleado con el cultivo problema (171).

La cuantificacion del EPA se realiz6 sometiendo a un cultivo bacteriano en fase

exponencial de crecimiento (10° UFC/ml aprox.) a la accién de concentraciones de

antimicrobiano 1 x CMI, 4 x CMI y 10 x CMI, comparando después con un control.
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Todos los cultivos bacterianos fueron expuestos a la accién de las diferentes
concentraciones de los antibioticos durante 1 hora, excepto el cultivo control, que siguio el
mismo protocolo pero libre de farmaco.

Finalizado el tiempo de exposicion los antimicrobianos fueron eliminados mediante

técnicas de dilucion (172).

En un matraz con 25 ml de caldo Mueller-Hinton suplementado con cationes se
depositaron unas colonias de meningococo. Este cultivo se incub0 hasta alcanzar una
concentracion bacteriana de 10° UFC/mI, momento en el que el microorganismo fue expuesto
a la accion del antimicrobiano a la concentracion correspondiente. Se mantuvo un matraz libre
de antibiotico como control.

Todos los matraces se incubaron en bafio de agitacion durante 1 hora. Tras este tiempo
se procedid a eliminar el antibiotico de los matraces mediante dilucion 1:1000 (172). Como
diluyente se utiliz6 caldo fresco Mueller-Hinton suplementado con cationes. EI mismo
protocolo se siguid para el control.

Los cultivos lavados y libres de antimicrobiano se incubaron durante 6 horas en bafio
de agitacion a 37 °C.

Se tomaron alicuotas (20 ul) de los mismos, realizdndose recuentos bacterianos a cada
hora, desde el tiempo 0 (momento de la dilucion) y hasta la 62 hora.

Todo este protocolo se realizo6 por triplicado para todos los antimicrobianos ensayados.

El calculo de la duracion del EPA se efectudé mediante la ecuacion (173):

EPA=T-C
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donde T es el tiempo en horas que tarda el cultivo de microorganismos tratados en
incrementar 1 logio Su concentracion a partir del tiempo 0 (eliminacion del antimicrobiano), y
C es el tiempo en horas que tarda el cultivo control en incrementar 1 log;o Su concentracion a
partir del tiempo 0.

La duracion del EPA se tomd como la media de los tres experimentos y se considero

significativo si era superior a 30 minutos (170).

2.2. VALORACION DE LA INMUNIZACION

Se administré una dosis de la vacuna de polisacaridos AC frente a N. meningitidis
serogrupo C, con objeto de valorar la tasa de muerte ex vivo de N. meningitidis y determinar si
la respuesta protectora antimeningococica, desarrollada en 12 voluntarios sanos

seleccionados, estaba mediada por anticuerpos o por fagocitosis.

2.2.1. SELECCION DE VOLUNTARIOS

El periodo de reclutamiento de los sujetos participantes en el estudio fue de 3 meses,
en los cuales se entrevisto a 42 candidatos. A todos ellos se les realizo una analitica completa
y se les hizo un estudio seroldgico, donde se comprobaron anticuerpos totales y bactericidas.

Los individuos que ademas de presentar un titulo de anticuerpos bactericidas < 1:8 y
una concentracion de anticuerpos totales < 2ug/ml, mostraban falta de actividad
antimeningococica (reduccion del indculo inicial < 25%) en las curvas de muerte basales se

eligieron como sujetos de estudio.
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2.2.2. RECONSTITUCION Y ADMINISTRACION DE LA VACUNA.

Para la reconstitucion de la vacuna de polisacaridos AC se afiadio todo el contenido de
una ampolla de diluyente (solucién salina) a un vial de vacuna liofilizada. La pastilla de
liofilizado se disolvié por completo en el diluyente, dando una solucion clara y transparente.

Una vez reconstituida se administré inmediatamente al voluntario por via subcutanea
profunda.

Los voluntarios permanecian en observacion durante 30 minutos después de la

administracion de la vacuna.

2.2.3. TRATAMIENTO

Se realizaron 4 visitas a lo largo de los 12 meses que duro el estudio: una antes de la
inmunizacion (visita basal), y las otras tres a las 6 semanas (6 S), 6 meses (6 M) y 12 meses
(12 M) de la vacunacion, respectivamente.

En todas las visitas se siguié el mismo protocolo, que incluia:

2.2.3.1. Toma de muestra sanguinea.

En cada visita se extraia de cada voluntario una muestra sanguinea de 20 ml, de la que

obtendriamos suero y PMNs por procedimientos diferentes.

2.2.3.2. Obtencidn y tratamiento de suero humano.

El suero humano normal era obtenido a partir de sangre venosa sin heparinizar de los

voluntarios del estudio.
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Parte de este suero se sometia a inactivacion por calor para desestabilizar las proteinas
del sistema de complemento, aplicando durante 30 minutos, temperaturas de 56 °C. Este
constituia el suero inactivado (Si). El resto se mantenia refrigerado hasta su utilizacion en el
ensayo. Esta Gltima porcion era la considerada como suero activo(S), donde el sistema de

complemento estaria intacto y funcional.

2.2.3.3. Aislamiento de leucocitos polimorfo nucleares (PMNs)

Los PMNs de sangre periférica extraida de cada voluntario sano y anticoagulada en
tubos de EDTA potasico, se aislaron por el método de centrifugacion diferencial descrito por
Paul Egleton (174).

A 5 ml de sangre anticoagulada en tubos EDTA se le afiadian 16 ml de cloruro
amonico frio (pH 7,4). Se mezclaba bien y se mantenia en hielo durante 15 minutos para
permitir la hemolisis de los eritrocitos. Esta suspension celular se centrifugaba a 160 x ¢
durante 10 minutos en contenedores universales de poliestireno de fondo cénico (25 mm x 90
mm). Una vez centrifugado, las células rojas hemolizadas (sobrenadante) eran descartadas,
resuspendiéndose el sedimento de leucocitos en cloruro amonico. A continuacion se realizaba
una nueva centrifugacion en las mismas condiciones. Se eliminaba el sobrenadante y se
resuspendia el precipitado en 5ml de solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS) (Gibco
BRL). Las células se centrifugaban nuevamente a 55 x g durante 10 minutos. EI sedimento de
PMN resultante tras la eliminacion del sobrenadante se resuspendia en 1 ml de HBSS y se

mantenia a 4 °C hasta su utilizacion en las curvas de muerte bacterianas con PMN.
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2.2.3.4. Recuento v ajuste de leucocitos polimorfonucleares (PMN)

La determinacion del nimero de PMNSs se realizo en camara de Neubauer. Se tuvieron

en cuenta los siguientes aspectos:

1. Numero de leucocitos contados: es la media del nimero de PMN en los cuatro

cuadrantes de la parte superior de la camara y de los cuatro cuadrantes de la parte
inferior.

Correccion de volumen: considerando que cada cuadrante de la cAmara tiene unas
dimensiones de 1 x 1 x 0,1, y por tanto un volumen de 0,1 mm®. Como los
leucocitos han sido contados en los cuatro cuadrantes, el volumen total
considerado serd de 0,4 mm®. Para obtener un volumen de 1 mm?® debe
multiplicarse 0,4 por 2,5, que es el factor de correccion de volumen.

Correccion de dilucion: debido a que las celulas habian sido diluidas al 1:10, el
factor de correccion de la dilucién seré igual a 10.

Recuento final: PMN/ mm?® = n° de leucocitos contados x correccion de volumen x
correccion de dilucion.

Para obtener el numero de PMN por ml, el resultado de la operacién anterior se

multiplica por 1000.

Para nuestro ensayo necesitdbamos una concentracion determinada de PMN que

mantuviera una relacién con las bacterias de 1:1, asi que, inmediatamente antes del

experimento, los PMN se ajustaban a una concentracion de 10" PMN/ml siguiendo la férmula:

N° PMN obtenido/100 = X;
X x Volumen de HBSS afiadido (1ml) =Y;

Y - Vol afiadido (Iml) = Z
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Donde Z = volumen de HBSS que hay que afiadir para ajustar a [0’ PMN/m.

2.2.3.5. Estudio de la viabilidad de celular

La viabilidad de los PMN se determind por exclusion del colorante vital azul de tripan
al inicio y al final del experimento. El recuento de células blancas se realiz6 en camara de
Neubauer. Estas preparaciones debian contener mas de 95% de células blancas viables al

principio de cada experimento.

2.2.3.6. Determinacién de las curvas de muerte

Para la realizacion de las curvas de muerte era necesario descongelar una alicuota y
realizar siembras en placas de agar chocolate polyvitex. Las placas asi inoculadas se
incubaban durante 24 horas en estufa con atmosfera del 5% de CO, a 37 °C con humedad
relativa del 50%.

Del meningococo crecido en estas placas, como previamente se ha explicado, se
tomaban unas colonias y se llevaban a un matraz que contenia caldo fresco Mueller-Hinton
suplementado con Ca?'y Mg?*. Este cultivo se hacia crecer en un bafio de agitacién a 37 °C
hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,2, lo que equivalia a una concentracion
bacteriana de, aproximadamente, 10"UFC/ml. Esta concentracion era la requerida para el
comienzo del experimento.

Una vez realizados los pasos anteriores teniamos todos los componentes necesarios
para el desarrollo del ensayo. El indculo se afiadia entonces a tubos estériles que contenian las

siguientes mezclas:
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1. HBSS (con 0,1% de albumina) + microorganismo, (C).

2. HBSS (con 0,1% de albumina) + microorganismo+ PMN, (P)

3. HBSS (con 0,1% de albumina) + microorganismo + suero, (S)

4. HBSS (con 0,1% de albumina) + microorganismo + suero inactivado, (Si)

5. HBSS (con 0,1% de albumina) + microorganismo + suero + PMN, (SP).

6. HBSS (con 0,1% de albdmina) + microorganismo+ suero inactivado+
PMN, (SiP).

El volumen final de cada tubo era de 2 ml y se ajustaba con solucidn salina equilibrada
de Hanks (HBSS) a la que se afadia un 0,1% de albumina.

El porcentaje de suero utilizado, tanto normal como inactivo (sometido a 56 °C
durante 30 minutos), fue del 20% y la relacion final entre bacterias y PMN fue de 1:1, con
concentraciones de 106 UFC/ml y 10° PMN/ml, respectivamente.

De tal modo que cada tubo, rotulado como sigue, contenia las proporciones que se

indican de cada componente:

Microorganismo |HBSS Suero activo Suero inactivo PMN
C 200 pl 1800 pl - - -
P 200 pl 1600 pl - - 200 ul
S 200 pl 1400 pl 400 pl - -
Si 200 pl 1400 pl - 400 pl -
SP 200 pl 1200 pl 400 pl - 200 pl
SiP 200 pl 1200 pl - 400 pl 200 pl
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Los tubos del ensayo se incubaban a 37 °C en bafio de agitacion durante los 120
minutos que duraba el mismo.

Se tomaban alicuotas a tiempos 0, 30, 60 y 120 minutos, y se realizaban diluciones
seriadas decimales en tubos. Estos contenian solucién salina (0,9%), excepto el primero de la
bateria, que contenia agua basica estéril (pH= 10,8), para romper los leucocitos y liberar las
bacterias intracelulares (175). De este modo se obtenia una serie de tubos que contenia cada
uno 10 veces menos concentracion de bacterias que el anterior.

El recuento de células viables se hacia en placas de Meller-Hinton suplementado con
cationes. Para ello se sembraban 20 ul de cada uno de los tubos de la bateria en dichas placas.
Tras 24 horas de incubacion a 37 °C en estufa con atmdsfera del 5% de CO, y humedad
relativa del 50%, se procedia al cémputo de las colonias y se obtenia el nimero de UFC/ml, y

la concentracion bacteriana a cada tiempo.

2.2.3.7. Determinacién de anticuerpos bactericidas

La determinacién del titulo de anticuerpos bactericidas se llevé a cabo en el Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Il de Madrid, tanto en la visita basal
como en las visitas post-vacunacion (6S, 6M y 12M).

Los anticuerpos bactericidas se determinaron siguiendo el protocolo del “Center for
Disease Control” americano (CDC) (176).

Se utiliz6 la cepa recomendada C-11 y diluciones dobles del suero desde el 1:2 a
1:512.

El titulo de anticuerpos bactericidas se define como aquella dilucion capaz de eliminar

el 50% 6 mas del crecimiento bacteriano a tiempo 0.
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2.2.3.8. Determinacién de los anticuerpos totales

La determinacién de los anticuerpos totales se hizo siguiendo el protocolo del CDC
(177) en el Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111 de Madrid.

Esta determinacion se llevo a cabo mediante ELISA, tanto en la visita basal como en
las visitas post-vacunacion (6S, 6M, 12M).

Las muestras de suero fueron analizadas en una serie de 8 diluciones dobles (dilucién
inicial 1:150) del suero estandar utilizado como control.

La técnica es un clasico enzimoinmunoensayo que utiliza polisacarido C del
meningococo grupo C11 como antigeno soporte para que se unan los posibles anticuerpos del
suero, que a su vez son posteriormente detectados por monoclonales anti-IgG, IgM e IgA
humanos, conjugados con peroxidasa y revelados mediante la utilizacion de un sustrato

adecuado (tetrametilbenzidina).

2.2.3.9. Determinacion de isotipos 1gG1, 1gG2 e IgA.

La determinacion de la presencia de anticuerpos (isotipos IgGl, 1gG2 e IgA)
antipolisacarido de N. meningitidis en el suero de los individuos inmunizados con la vacuna
de polisacaridos AC, se realizo en el Centro de Técnicas Inmunologicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, posteriormente a la administracion de la
vacuna.

Las muestras de suero fueron analizadas mediante técnicas de ELISA.
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2.2.4. SEGUIMIENTO

Se realiz6 una primera visita de seguimiento a las 6 semanas de la administracion de la
vacuna, y visitas posteriores con una periodicidad de 6 meses hasta completar el afio de
seguimiento, objeto de este estudio.

El intervalo maximo de tiempo permitido entre visitas fue de + 4 dias para la visita a
las 6 semanas y de + 15 dias para las demas visitas programadas.

En cada una de las visitas se tomaba una muestra sanguinea de 20 ml para la
realizacion de las curvas de muerte bacteriana y la determinacién de anticuerpos
anticapsulares.

Para la realizacion de las curvas de muerte bacteriana en la visita basal (pre-
vacunacion) y en las visitas post-vacunacion (6 semana, 6 mes y 12 mes) se siguié el mismo
protocolo previamente expuesto.

Para la determinacion de los anticuerpos bactericidas y totales durante las visitas de

seguimiento también se utilizo el mismo método que para las determinaciones basales.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos aportados en el estudio de valoracion de antimicrobianos se
expresaron como media de los resultados obtenidos en todos los experimentos.

En el estudio de valoracion de la inmunidad, el test estadistico utilizado en la
comparacion de las curvas de muerte en cada visita fue el analisis de la varianza para 1 factor
(ANOVA). Consideramos valores de p < 0,05 como estadisticamente significativos.

En la comparacion de los diferentes tratamientos a lo largo de las visitas utilizamos el

test de Scheffe, considerando valores de p < 0,05 estadisticamente significativos.
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Para la comparacion de los valores de anticuerpos totales obtenidos a lo largo de las
visitas realizamos el test de la t de student para muestras relacionadas, considerando valores
de p < 0,05 como estadisticamente significativos

Realizamos el test de correlacién de Pearson para comprobar la relacion existente
entre la reduccion de las UFC/ml y el nivel de anticuerpos totales inducidos frente a N.
meningitidis.

Para comprobar la existencia de correlacion entre el nivel de anticuerpos totales de
cada voluntario y el porcentaje de IgA presente en el suero de los mismos, se utiliz6 el test

paramétrico de correlacion de Pearson y el no paramétrico de Spearman.
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1. VALORACION DE LOS ANTIMICROBIANOS.

1.1. CURVA DE CRECIMIENTO DE N. meningitidis C11.

En la figura 1 se recoge la representacion de la curva de crecimiento de N.
meningitidis C11.
1.2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA (CMI vy

CMB).

En la tabla 1 se muestran las CMIs y CMBs de los antimicrobianos estudiados frente a

N. meningitidis C-11.

No se obtuvieron diferencias entre las CMIs y CMBs obtenidas por los dos métodos
ensayados: macrodilucion y microdilicion.

Se obtuvo el mismo valor de CMI para amoxicilina y amoxicilina/acido clavulanico,
coincidiendo el valor de la CMB con el de la CMI. Con ello parece, en principio, que el acido
clavulanico no tendria actividad antibacteriana frente a la cepa en estudio, y no influiria en la
actividad de amoxicilina.

Frente al &cido clavulanico el microorganismo presenta una menor sensibilidad (CMI
= CMB = 1mg/l), lo que parece corroborar la baja actividad de este compuesto frente a la cepa
en estudio.

El nivel de sensibilidad a rifampicina es muy alto, teniendo en cuenta las
concentraciones criticas de sensibilidad y resistencia definidas por el grupo MENSURA
(178).

La cepa seleccionada resulta también muy sensible a las dos quinolonas ensayadas,

ciprofloxacino y trovafloxacino, para las cuales se obtienen los valores mas bajos de CMI y
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CMB (0.0037 mg/l). Lo mismo ocurre con el macrolido, para quien la sensibilidad obtenida
también es aceptable.

En todos los antimicrobianos, los valores de las CMBs coinciden con los de las CMIs,
excepto en el caso de claritromicina, donde la CMB resulta dos diluciones mayor que la CMI

(tabla 1).

1.3. CURVAS DE LETALIDAD Y SUB-CML.

Las curvas de crecimiento-letalidad de N. meningitidis frente a los antimicrobianos en
estudio estan representadas en las figuras 2-8. Los cambios en la viabilidad debida a la accion
de estos antimicrobianos se observan en las tablas 2-8.

1.3.1. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A AMOXICILINA.

La figura 2, refleja la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥4, %2, 1, 4y 10
CMI de amoxicilina. En ella se aprecian diferencias entre las bacterias tratadas con todas las
concentraciones y las control, datos que se reflejan en la tabla 2, donde se aprecian los
cambios en la viabilidad bacteriana de ambas. Por otro lado, la minima concentracion de
amoxicilina capaz de disminuir en 3 log;o las UFC/ml fue 1 CMI. También se observa que, a
medida que aumenta la concentracion de antimicrobiano disminuye el tiempo en alcanzar esa
reduccion, de tal manera que con 10 CMI se alcanzd la actividad bactericida en la mitad de

tiempo (4 horas) que con 1 CMI (8 horas) (tabla 2).
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132. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A

AMOXICILINA/CLAVULANICO.

La figura 3, refleja la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥4, %2, 1, 4y 10
CMI de la combinacion amoxicilina/clavulanico. En ella observamos que también existen
diferencias entre las bacterias tratadas con cualquier concentracion (sub y supra-CMI) y las
control, es decir, se aprecian diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de
ambos tipos de bacterias (tabla 3). A concentraciones sub-CMI (2 CMI)
amoxicilina/clavulanico es capaz de inducir efecto bactericida a partir de la cuarta hora,
reduciéndose este tiempo al aumentar la concentracion de antimicrobiano, de tal manera que
con 10 CMI se alcanza la actividad bactericida a las 2 horas (tabla 3). Ademas,
amoxicilina/clavulanico presenté la mayor velocidad de actividad bactericida de todos los
antimicrobianos ensayados y para todas las concentraciones (Tabla 9), ya que en solo 4 horas

y a concentraciones sub-CMI es capaz de reducir en 3 logyo las UFC/m.

1.3.3. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A ACIDO

CLAVULANICO.

La figura 4, muestra la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥, %, 1, 4 y
10 CMI de éacido clavulanico. En ella observamos que también existen diferencias entre las
bacterias tratadas con cualquier concentracion (sub y supra-CMI) y las control, es decir, se
aprecian diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de ambos tipos de bacterias
(tabla 4), aunque estas diferencias no son tan marcadas a concentraciones sub-CMI como a
supra-CMI. A concentraciones iguales o menores a la CMI (%, 2y 1 CMI) el acido

clavulanico no es capaz de inducir efecto bactericida sobre el meningococo, pero a
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concentraciones supra-CMI (4 y 10 CMI) logra alcanzar la actividad bactericida a las 6 y 4

horas, respectivamente.

134. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A

CLARITROMICINA.

La figura 5, muestra la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥4, %, 1, 4 y
10 CMI de claritromicina. En ella observamos que no existen diferencias entre las bacterias
tratadas a concentraciones sub-CMI (Y2 y ¥2 CMI) y las control, es decir, no se aprecian
diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de ambos tipos de bacterias (tabla 5).
Si existen diferencias entre las bacterias control y las tratadas a concentraciones iguales o
superiores a la CMI (1, 4 y 10 CMI). Asi, a las 24 horas claritromicina es capaz de inducir
efecto bactericida sobre el meningococo a estas concentraciones (Tabla 9). Se observa
también que un aumento en la concentracion de antimicrobiano no implica una disminucion
en el tiempo en alcanzar la actividad bactericida, de tal modo que independientemente de la

concentracion claritromicina alcanza el efecto bactericida a las 24 horas.

1.3.5. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A RIFAMPICINA.

La figura 6, muestra la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥, %, 1, 4 y
10 CMI de rifampicina. En ella observamos que no existen diferencias entre las bacterias
tratadas a concentraciones iguales e inferiores a la CMI (2 y %2y 1 CMI) y las control, es
decir, no se aprecian diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de ambos tipos
de bacterias (tabla 6). Si existen diferencias entre las bacterias control y las tratadas a

concentraciones supra-CMI (4 y 10 CMI), pero solo a concentracion de 10 CMI rifampicina
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es capaz de reducir en 3 logyo las UFC/ml, habiendo alcanzado la actividad bactericida a las 6

horas (Tabla 9).

13.6. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A

CIPROFLOXACINO.

La figura 7, muestra la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con ¥4, %, 1, 4 y
10 CMI de ciprofloxacino. En ella observamos que no existen diferencias entre las bacterias
tratadas a concentraciones sub-CMI (Y2 y ¥2 CMI) y las control, es decir, no se aprecian
diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de ambos tipos de bacterias (tabla 7).
Si existen diferencias entre las bacterias control y las sometidas a concentraciones iguales o
superiores a la CMI (1, 4 y 10 CMI), de forma que el tratamiento con 1 CMI induce efecto
bactericida a las 24 horas, reduciéendose este tiempo al aumentar la concentracion de
antimicrobiano, de tal manera que con 4 CMI el efecto bactericida ya se ha inducido a las 6

horas y con 10 CMI este tiempo se reduce a 2 horas (tabla 9).

1.3.7. CURVA DE LETALIDAD DE N. meningitidis FRENTE A

TROVAFLOXACINO.

La figura 8, muestra la curva de letalidad de N. meningitidis tratada con Y%, %, 1, 4 y
10 CMI de trovafloxacino. En ella observamos que no existen diferencias entre las bacterias
tratadas a concentraciones sub-CMI (Y2 y ¥2 CMI) y las control, es decir, no se aprecian
diferencias entre los cambios en la viabilidad bacteriana de ambos tipos de bacterias (tabla 8).
Entre las bacterias control y las sometidas a concentraciones iguales o superiores a la CMI (1,

4y 10 CMI) si existen diferencias. Asi, el tratamiento con 1 CMI induce efecto bactericida a
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las 24 horas, reduciéndose este tiempo al aumentar la concentracion de antimicrobiano, de tal
manera que con 4 CMI la actividad bactericida ya se ha alcanzado a las 6 horas y con 10 CMI

este tiempo se reduce a 2 horas (tabla 9).

1.4. EFECTO BACTERICIDA.

En las figuras 9 y 10, se representan (como valor absoluto de la media) los cambios en
la viabilidad bacteriana inducidos por cada concentracion de antimicrobiano para nuestra cepa
a la 4% y 8?2 horas, sefialandose con una recta el punto a partir del cual se alcanza el efecto
bactericida.

En la tabla 9, se observa el tiempo en horas que tarda en alcanzarse (si se logra) el
efecto bactericida. Amoxicilina/clavulanico es el antimicrobiano que presenta la mayor
velocidad de actividad bactericida de todos y para todas las concentraciones, ya que en solo 4
horas y a concentraciones sub-CMI es capaz de reducir en mas de 3 logyo las UFC/m.

En la tabla 10 se recoge el porcentaje de reduccion del inoculo inicial que se consigue

con los distintos antimicrobianos utilizados a la 82 hora de ensayo.

1.5. EFECTO POSTANTIBIOTICO.

El efecto inducido in vitro sobre el crecimiento de N. meningitidis C-11 tras una
exposicion de 1 hora a concentraciones de 1, 4 y 10 CMI de los antimicrobianos ensayados se
muestra en las figuras 11-17.

En la tabla 11 aparecen los valores de EPA inducidos por cada antimicrobiano. Se

considera un EPA significativo el superior a 30 minutos (170).
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Amoxicilina y 4acido clavulanico, tanto por separado como en asociacion, no
produjeron EPA significativo sobre nuestra cepa, incluso fue negativo en el caso del acido
clavulanico, recuperandose una vez eliminado el antimicrobiano del medio, mas rapido las
bacterias sometidas a tratamiento que las control. Ademas, incrementos en la concentracion

no implicaron un aumento del EPA (tabla 11).

Claritromicina a concentracién igual a la CMI indujo EPA negativo. Sin embargo
cuando la concentracion se elevaba, se obtuvo EPA positivo aunque todavia muy corto (tabla

11).

Rifampicina tambien mostro6 EPA negativo al ensayar concentraciones de 1y 4 CMI,
pero se obtuvo un valor significativo al someter a la cepa a concentraciones de 10 CMI (tabla
11).

Las quinolonas fueron los antimicrobianos que indujeron EPAs mas largos (mayores
de 2 horas) frente a la cepa del estudio, observandose que la duracion del EPA no se mostraba

indiferente a incrementos de la concentracion, y aumentaba con estos.

2. VALORACION DE LA INMUNIZACION.

La tasa de muerte de N. meningitidis C-11 fue ensayada durante un periodo de tiempo
de un afio, en las 4 visitas de seguimiento realizadas a los voluntarios participantes en el
ensayo: una antes de la inmunizacion (visita basal) y las otras tres a las 6 semanas, 6 meses y

12 meses tras la vacunacion.
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2.1. CURVAS DE MUERTE DE N. meningitidis C11 EN CADA VISITA.

Las curvas de muerte de N. meningitidis en presencia de suero (S), suero inactivado
(Si) y PMNs (P) estan representadas en las figuras 18-21. Los cambios en la viabilidad
bacteriana debida a estas exposiciones se observan en la tabla 12. El porcentaje de reduccion
del inéculo inicial (%RI1) en cada visita a los 120 minutos del ensayo esta recogido en la tabla

13y en lafigura 22.

2.1.1. VISITA BASAL.

La figura 18, refleja la curva de muerte N. meningitidis en presencia de suero normal
(S) e inactivado (Si) y Suero normal e inactivado + PMNs (SP, SiP), extraidos de los
voluntarios en la visita basal (antes de la vacunacion). En ella no se observan diferencias
significativas entre las bacterias sometidas a la accion del suero y los PMNs y las control (C,
P), ya que el microorganismo crece en presencia de cualquiera de los tratamientos recibidos
(S, Si, SP, SiP). Este crecimiento resulta mas acentuado cuando ocurre en presencia de suero.
Todos estos datos quedan recogidos en la tabla 12, donde se aprecian los cambios en la

viabilidad bacteriana entre las bacterias sometidas a dichos tratamientos.

2.1.2. VISITA 6 SEMANAS.

La figura 19, refleja la curva de muerte N. meningitidis en presencia de suero (normal
e inactivado) y PMNs extraidos de los voluntarios en la visita realizada 6 semanas después de
la inmunizacion con la vacuna de polisacaridos AC. El analisis estadistico de estos datos
(andlisis de la varianza) confirmé que no existian diferencias significativas entre las bacterias

sometidas a la accion del suero inactivado (Si) y del suero inactivado + PMNSs (SiP) y las
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control (C, P), ya que el microorganismo crecio en presencia de estos tratamientos, incluso
por encima de las curvas control (figura 19). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre las bacterias sometidas a la accion del suero inactivado (Si) respecto de las
del suero inactivado + PMNs (SiP). Si aparecieron diferencias significativas (p<0,05) entre
los cambios en la viabilidad bacteriana de las bacterias crecidas en presencia de suero (S) y
suero + PMNs (SP) y todas las demas (C, P, Si, SiP) (tabla 12), observandose una reduccion
del in6culo inicial de méas del 25% en esas curvas (tabla 13). Por otro lado no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las bacterias crecidas en presencia de suero
(S) y las que lo hicieron en presencia de suero + PMNs (SP), obteniéndose reducciones del
indculo inicial muy similares para ambas, 95,49% y 88,39%, respectivamente (tabla 13)

(figura 22).

2.1.3. VISITA 6 MES.

La figura 20, refleja la curva de muerte N. meningitidis en presencia de suero y PMNs
extraidos de los voluntarios en la visita realizada 6 meses después de la vacunacién. Se
confirmd, mediante el andlisis estadistico de los datos (anélisis de la varianza), que existian
diferencias significativas (p<0,05) entre los cambios en la viabilidad bacteriana de las
bacterias crecidas en presencia de suero (S) y suero + PMNSs (SP) y todas las demas (C, P, Si,
SiP) (tabla 12), observandose una reduccion del indculo inicial de méas del 25% en esas curvas
(tabla 13). No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre las bacterias
crecidas en presencia de suero (S) y las que lo hicieron en presencia de suero + PMNs (SP),
obteniéndose reducciones del indculo inicial muy similares para ambas, 79,95% y 85,78%,

respectivamente (tabla 13) (figura 22).
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Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre las bacterias control
(C, P) y las sometidas a la accion del suero inactivado + PMNs (SiP). Pero estas diferencias
fueron ligeramente significativas (p = 0,041; p = 0,024) respecto de las bacterias sometidas a
suero inactivado (Si), experimentando estas ultimas un mayor crecimiento que las curvas
control (C, P). No obstante no existieron diferencias entre el crecimiento de las bacterias
sometidas al tratamiento de suero inactivado (Si) y las que crecieron en presencia de suero

inactivado + PMNs (SiP) (tabla 12).

2.1.4. VISITA 12 MES.

En la figura 21 quedan recogidas las curvas de muerte de N. meningitidis en presencia
de suero y PMNs extraidos de los voluntarios en la visita de seguimiento realizada a los 12
meses de la vacunacion.

El analisis de estos datos (andlisis de la varianza) confirmé que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las bacterias sometidas a la accion del suero inactivado
(Si) y del suero inactivado + PMNs (SiP) y las control (C, P), ya que el microorganismo
crecio de igual forma en presencia de estos tratamientos. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre las bacterias sometidas a la accion del suero inactivado (Si) respecto de las
del suero inactivado + PMNs (SiP). Si aparecieron diferencias significativas (p<0,05) entre
los cambios en la viabilidad bacteriana de las bacterias crecidas en presencia de suero (S) y
suero + PMNSs (SP) y todas las demas (C, P, Si, SiP) (tabla 12), observandose una reduccion
del in6culo inicial de méas del 25% en esas curvas (tabla 13). Por otro lado no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las bacterias crecidas en presencia de suero

(S) y las que lo hicieron en presencia de suero + PMNs (SP), obteniéndose unas reducciones
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del inoculo inicial similares para ambas, del 82,56% y 95,39%, respectivamente (tabla 13)

(figura 22).

2.2. CURVAS DE MUERTE DE N. meningitidis A LO LARGO DE LAS VISITAS.

Si lo que comparamos son los distintos tratamientos (C, P, S, Si, SP, SiP) a lo largo de
las visitas de seguimiento obtenemos lo que se muestra en las tablas 14a - 14f.

Para las curvas utilizadas como controles (C y P) no se observaron diferencias
significativas (test de Scheffe) en la reduccion del Logiy de las UFC/ml entre las visitas
basales y las postvacunacion (tablas 14a y 14b). De igual modo tampoco se apreciaron estas
diferencias entre las visitas acontecidas una vez vacunados los sujetos y hasta el final del

estudio.

2.2.1. CURVA CON SUERO (S).

Si nos detenemos en el tratamiento realizado con suero normal (S) encontramos
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) (test de Scheffe) en la reduccién del
Logio de las UFC/ml entre la visita basal y el resto de las visitas (6 semana, 6 mes, 12 mes).
Si comparamos lo que ocurre entre las visitas realizadas después de la vacunacion (6 semana,

6 mes, 12 mes), comprobamos que no existen diferencias significativas (tabla 14c).

2.2.2. CURVA CON SUERO INACTIVADO (Si).

Si tenemos en cuenta lo que se refleja en la tabla 14d con el tratamiento de suero

inactivado (Si), observamos que no existen diferencias estadisticamente significativas en la
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disminucion del Logip UFC/ml entre la visita basal y las visitas posteriores. Tampoco se

aprecian diferencias significativas entre ninguna de las visitas realizadas tras la vacunacion.

2.2.3. CURVA CON SUERO + PMNs (SP).

En el caso del tratamiento con suero normal + PMNs (SP) (tabla 14e), se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en la reduccion del Logo de las UFC/ml entre la
visita basal y las visitas postvacunacion (6 semanas, 6 mes y 12 mes). No se encontraron

diferencias significativas entre las visitas realizadas después de la inmunizacion.

2.2.4. CURVA CON SUERO INACTIVADO + PMNs (SiP).

En la tabla 14f observamos lo que ocurre con el tratamiento de suero inactivado +
PMNSs (SiP). No se aprecian diferencias estadisticamente significativas en la reduccion del
Logio UFC/ml entre la visita basal y las visitas realizadas a las 6 semanas, 6 meses y 12 meses
de la vacunacion. De igual modo tampoco se obtuvieron diferencias entre las distintas visitas

realizas postvacunacion.

2.3. ANTICUERPOS TOTALES Y BACTERICIDAS.

La determinacion de los anticuerpos totales y bactericidas inducidos por los
voluntarios participantes en el ensayo tras la vacunacion, se sigui6 también a lo largo de un
afio, y de igual modo en 4 visitas repartidas en una previa a la vacunacién (basal) y tres post-
inmunizacion (6 semanas, 6 meses y 12 meses).

En la figura 23 se recoge la media de anticuerpos totales inducidos a lo largo de las

visitas por los voluntarios participantes en el ensayo.
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Tras la vacunacion se obtuvo un incremento considerable de los anticuerpos totales,
alcanzandose el méximo nivel de anticuerpos a las 6 semanas de la administracion de la
vacuna, con valores de 67,78 ug/ml (figura 23). A partir de este momento el nivel de
anticuerpos totales fue disminuyendo ligeramente hasta llegar a concentraciones de 60,18
ug/ml a los 12 meses de la vacunacion, valor que estd muy por encima del nivel
prevacunacion (1,01 pg/ml).

El analisis estadistico de estos datos (t de student), confirmd la existencia de
diferencias significativas entre los anticuerpos totales inducidos en la visita basal y los
anticuerpos totales inducidos en todas las visitas post-vacunacién (6 semana, 6 mes, 12 mes).
Pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los cambios en la
concentracion de anticuerpos entre las visitas post-vacunacién, de forma que en todas ellas,
incluida la de los 12 meses, el nivel de anticuerpos totales se mantuvo significativamente mas
alto que el nivel basal (pre-vacunacion).

Todos los voluntarios participantes mantuvieron en todas las visitas unos niveles de

anticuerpos totales post-vacunacion determinados por ELISA > 2 pg/ml.

En la figura 24 se recoge la mediana del titulo de anticuerpos bactericidas inducido por
los voluntarios en cada visita.

Se partio de un titulo de anticuerpos bactericidas basales inferior a 8. Tras la
vacunacion también se obtuvo un incremento importante de los anticuerpos bactericidas,
alcanzandose el titulo maximo de anticuerpos después de las primeras 6 semanas de la

vacunacion, con un valor de 4096 (figura 24). A partir de este momento el titulo de
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anticuerpos bactericidas disminuyo hasta llegar a 256 a los 6 meses de la inmunizacion, valor

que se mantuvo hasta el final del periodo ensayado.

En la tabla 15 se recoge la correlacion entre el nivel de anticuerpos y la disminucién
de las UFC/ml inducida por los tratamientos con suero (S) y suero + PMNs (SP). La
correlacion obtenida entre la concentracion de anticuerpos totales y la actividad bactericida
(expresada como reduccion en el Logig UFC/ml) mostrada por las curvas de letalidad en
presencia de suero normal (las Unicas capaces de eliminar el microorganismo) no resultd
estadisticamente significativa, obteniéndose unos coeficientes de correlacion de Pearson de

0,051 para el tratamiento con suero (S) y 0,179 para el tratamento con suero + PMNs (SP).

2.4. CASOS CON RII < 25%.

Como ha quedado reflejado con anterioridad, los voluntarios participantes en el ensayo
experimentaron una respuesta tras la inmunizacion, que se tradujo en el aumento del nivel de
anticuerpos y en la disminucion de las UFC/m.

La reduccion post-vacunacion en las UFC/mI no se observo en 2 de los 12 voluntarios
participantes (voluntarios n°® 6 y n° 11), cuyas curvas de muerte aparecen en las figuras 25 y
26. En ellas se aprecia que ninguno de los tratamientos es capaz de eliminar al
microorganismo en ninguna de las visitas realizadas tras la administracion de la vacuna,
obteniéndose un crecimiento similar al experimentado por las curvas control en todas ellas.

En la figura 27, observamos el nivel de anticuerpos totales y bactericidas inducidos
por estos voluntarios tras la vacunacién. El suero de estos 2 sujetos presentd una

concentracion de anticuerpos totales significativamente mas elevada que la inicial, que se
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mantuvo hasta el final del estudio (12 meses). El titulo de anticuerpos bactericidas también
resultd significativamente mayor que el encontrado antes de la vacunacion, pero fue

disminuyendo gradualmente hasta el final del periodo ensayado.

En la figura 28 se muestra el porcentaje de individuos cuyas curvas de muerte son

capaces de inducir la eliminacion de la bacteria (83%) frente a los sujetos incapaces de

hacerlo (17%).

2.5. ISOTIPOS 19G1, 19G2 E IgA.

La determinacion por ELISA de la presencia de anticuerpos 1gG1 e IgG2 en el suero
de los individuos inmunizados no fue posible, ya que no se detectaron dichos isotipos. Si se
detectaron anticuerpos anti-polisacarido del isotipo IgA. El resultado se expresa como
porcentaje (%) de concentracion de anticuerpos de isotipo IgA anti-polisacarido, respecto al
individuo con maxima concentracion detectada (voluntario n° 8), y queda reflejado en la tabla
16.

El estudio individualizado del nivel de anticuerpos totales y bactericidas, y el
porcentaje de IgA determinados por ELISA se recogen en la tabla 16, donde podemos
apreciar que los voluntarios 6 y 11 presentan uno de los niveles mas bajos de anticuerpos
totales a lo largo del tiempo. En ellos se observa también una marcada disminucion en el
titulo de anticuerpos bactericidas, pero esta no se diferencia significativamente de la
experimentada por el resto de los voluntarios.

Asimismo comprobamos la existencia de una correlacion significativamente distinta

de 0 entre la concentracién de anticuerpos totales y el porcentaje de IgA, obteniéndose un
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coeficiente de correlacion de Pearson de 0,708. De igual modo, las correlaciones no
paramétricas (test de Spearman) también resultaron significativas con un coeficiente de

correlacién de 0,860.
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Figura 1. Representacion de la curva de crecimiento de N. meningitidis C11.
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MICRODILUCION MACRODILUCION
ANTIMICROBIANO
CMI (mg/l) | CMB (mg/l) | CMI (mg/l) | CMB (mg/l)
Amoxicilina 0.06 0.06 0,06 0,06
Amox/Clav 0.06 0.06 0.03 0,03
Ac. Clavulanico 1 1 1 1

Claritromicina 0.06 0.25 0.12 0,25
Rifampicina 0.0075 0.0075 0.0075 0,0075
Ciprofloxacino 0.0037 0.0037 0.0037 0,0037
Trovafloxacino 0.0037 0.0037 0.0037 0,0037

Tabla 1. CMI y CMB de amoxicilina, &cido clavulanico, amoxicilina/acido clavulanico (2:1),

claritromicina, rifampicina, ciprofloxacino y trovafloxacino frente a N. meningitidis C-11.
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Figura 2. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de %, %, 1, 4 y 10 CMI de

amoxicilina.

Tiempo (h) Control 1/4 CMI | 1/2 CMI CMI 4 CMI 10 CMI
T, -1,19 -0,40 -0,03 0,49 1,52 1,31
T, -1,50 -0,39 0,92 1,36 1,86 2,49
Ta -1,54 0,72 1,86 2,15 2,72 3,23
Ts -1,54 1,47 2,41 2,93 3,00 3,50
Ts -2,04 2,75 2,95 3,30 3,90 4,00

Tabla 2. Reduccion del indculo inicial (RI1) (en Log) en presencia de amoxicilina.

Consideramos que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 3. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de %, %, 1, 4 y 10 CMI de

amoxicilina/clavulanico (2:1).

Tiempo (h) Control 1/4 CMI | 1/2 CMI CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,71 0,34 1,38 1,83 2,67 2,86
T -1,64 0,86 1,94 2,29 3,15 3,53
T4 -1,25 0,97 3,05 3,50 4,39 5,04
Te -1,79 2,66 3,53 4,89 4,15 5,25
Tg -3,26 2,48 3,58 541 4,02 541

Tabla 3. Reduccidn del indculo inicial (RI1) (en Log) en presencia de amoxicilina/clavulanico
(2:1). Consideramos que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 4. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de ¥, %, 1, 4 y 10 CMI de

acido clavulanico.

Tiempo Control 1/4 CMI 1/2 CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,63 0,02 0,65 0,41 1,37 1,36
T2 -0,75 0,11 -0,13 0,26 2,25 1,77
Ta -1,06 0,23 0,59 1,46 2,88 3,16
Te -1,03 0,68 0,86 2,27 4,01 4,54
Tg -1,12 0,72 1,18 2,18 4,26 5,10

Tabla 4. Reduccion del inéculo inicial (RIl) (en Log) en presencia acido clavulénico.
Consideramos que existe actividad bactericida si R1I>3Log.
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Figura 5. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de ¥4, 2, 1, 4 y 10 CMI de

claritromicina.

Tiempo Control 1/4 CMI | 1/2 CMI CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,33 -0,39 -0,24 0,05 0,24 0,61
T, -0,66 -0,49 -0,45 -0,12 0,45 0,77
Ta -1,24 -0,39 -0,33 -0,13 1,20 1,29
Ts -1,48 -1,01 -0,89 -0,14 1,29 2,13
Ts -1,22 -0,90 -0,33 0,47 1,17 2,74

Tabla 5. Reduccién del in6culo inicial (RII) (en Log) en presencia claritromicina.

Consideramos que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 6. Curvas de letalidad de N. meningitidis en presencia de Y4, %, 1, 4 y 10 CMI de

rifampicina.
Tiempo Control 1/4CMI | 1/2CMI CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,64 -0,69 -0,69 -0,53 -0,16 0,30
T, -1,22 -0,84 -0,75 -0,84 0,48 1,28
Ta -1,52 -1,27 -1,08 -0,86 1,18 2,70
Ts -1,72 -1,41 -1,20 -0,49 1,72 3,82
Ts -1,89 -1,48 -1,41 -0,68 2,28 3,82

Tabla 6. Reduccidn del indculo inicial (RI1) (en Log) en presencia rifampicina. Consideramos

que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 7. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de ¥4, %2, 1, 4 y 10 CMI de

ciprofloxacino.

Tiempo Control 1/4CMI  |1/2CMI  |CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,47 -0,16 -0,30 -0,45 0,59 2,26
T -0,42 -0,03 -0,14 -0,27 0,97 3,20
Ta -0,72 -0,18 -0,00 0,61 2,68 4,69
Te -0,89 -0,55 -0,34 0,43 3,24 6,24
Tsg -1,12 -0,15 -0,01 1,14 4,49 6,24

Tabla 7. Reduccién del inéculo inicial (RII) (en Log) en presencia ciprofloxacino.

Consideramos que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 8. Curvas de letalidad de N. meningitidis C-11 en presencia de ¥, %, 1, 4 y 10 CMI de

trovafloxacino.

Tiempo Control 1/4CMI | 1/2CMI CMI 4 CMI 10 CMI
T1 -0,67 -0,74 -0,48 -0,44 0,44 2,69
T, -1,12 -1,35 -0,76 -0,20 0,95 3,11
Ta -1,55 -1,05 -0,50 -0,60 2,38 4,69
Te -1,55 -1,21 -0,63 -0,22 5,86 5,86
Ts -1,41 -1,02 -0,70 0,28 5,86 5,86

Tabla 8. Reduccion del in6culo inicial (RIl) (en Log) en presencia trovafloxacino.

Consideramos que existe actividad bactericida si R11>3Log.
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Figura 9. Diferencia de logaritmos a la 42 hora de exposicion de las bacterias a %, %2, 1, 4 y 10 CMI de los distintos antimicrobianos.
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Figura 10. Diferencia de logaritmos a la 8 hora de exposicion de las bacterias a ¥4, %2, 1, 4 y 10 CMI de los distintos antimicrobianos.
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ANTIMICROBIANO Yax CMI Y% x CMI 1 x CMI 4x CMI | 10 x CMI
Amoxicilina -2 24 8 6 4
Amoxicilina/ a

Clavulanico . ) ) ? ?
Clavulanico 2 -2 2 6 4
Claritromicina -2 -2 24 24 24
Rifampicina 2 -2 2 2 6
Ciprofloxacino -2 -2 24 6 2
Trovafloxacino -2 -2 24 6 2

Tabla 9. Tiempo (en horas) que se tarda en alcanzar la actividad bactericida

(disminucion de 3 log;o UFC/m).

# No se llega a alcanzar actividad bactericida en el tiempo del ensayo (24 horas).

Control | 4x CMI | 2x CMI | IXxCMI | 4 x CMI | 10 x CMI

Amoxicilina -10.811 | 99,82 99,88 99,95 99,98 99,98
Amoxicilina/ -8.782 99.67 99,97 99,99 99,99 99,99
clavulanico

Clavulanico -3.053 -269 -10,76 76,46 99,98 99,99
Claritromicina -1.561 -700 -115 65,95 93,20 99,81
Rifampicina -7.620 | -2.912 -2.486 -380 99,48 99,98
Ciprofloxacino | -75,44 81,28 70,53 91,13 99,99 99,99
Trovafloxacino | -2.489 -930 -401 47,39 99,99 99,99

Tabla 10. Porcentaje de reduccion del inoculo inicial (%RI1) a la 82 h del ensayo.

94




ANTIMICROBIANO 1x CMI 4 x CMI 10 x CMI
Amoxicilina

0,2 0,4 0,4
Amoxicilina/

0,2 0,4 0,1
Clavulanico
Clavulanico -15 -1,1 -0,3
Claritromicina 0 0,2 0,6
Rifampicina 0 0 0,8
Ciprofloxacino 0,1 1,8 2,3
Trovafloxacino 0,1 15 2,3

Tabla 11. Efecto postantibiodtico (en horas) de los diferentes antimicrobianos frente a N.
meningitidis C-11.
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Figura 11. Representacion del efecto postantibiotico (EPA) de amoxicilina a

concentraciones de 1, 4 y 10 CML.
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Figura 12. Representacion del efecto postantibidtico (EPA) de amoxicilina/clavulanico a

concentraciones de 1, 4y 10 CMI.
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Figura 13. Representacion del efecto postantibiético (EPA) de &cido clavulanico a
concentraciones de 1, 4 y 10 CML.

98



Log10 UFC/ml

—— Control
—=-1CMI
—o— 4 CMI
—>—10CMI

2 3
Tiempo (horas)

Figura 14. Representacion del efecto postantibiotico (EPA) de rifampicina a

concentraciones de 1, 4 y 10 CMI.
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Figura 15. Representacion del efecto postanbidtico (EPA) de claritromicina a

concentraciones de 1, 4y 10 CMI.
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Figura 16. Representacion del efecto postantibidtico (EPA) de ciprofloxacino a

concentraciones de 1, 4y 10 CMI.
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Figura 17. Representacion del efecto postantibidtico (EPA) de trovafloxacino a

concentraciones de 1, 4y 10 CMI.
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Figura 18. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia de suero y leucocitos
polimorfonucleares antes de la vacunacion (visita basal).
(C = control, P = PMNs, S = suero, Si = suero inactivado, SP = suero + PMNs, SiP =

suero inactivado + PMNS).
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Figura 19. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia de suero y leucocitos
polimorfonucleares a las 6 semanas de la vacunacion (visita 6S).

(C = control, P = PMNs, S = suero, Si = suero inactivado, SP = suero + PMNs, SiP =
suero inactivado + PMNS).
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Figura 20. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia de suero y leucocitos
polimorfonucleares a los 6 meses de la vacunacion (visita 6M).
(C = control, P = PMNs, S = suero, Si = suero inactivado, SP = suero + PMNs, SiP =

suero inactivado + PMNS).
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Figura 21. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia de suero y leucocitos
polimorfonucleares a los 12 meses de la vacunacion (visita 12M).

(C = control, P = PMNs, S = suero, Si = suero inactivado, SP = suero + PMNs, SiP =
suero inactivado + PMNS).
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SUERO

CONTROL PMN SUERO SUERO SUERO + PMN INACTIVADO
+

INACTIVADO PMN

(©) () () (Si) (SP) (SiP)
BASAL 0,72+ 1,10 0,69+0,73 1,25+ 0,61 1,93+ 0,68 1,08+0,71 1,76 £ 0,52
62 SEMANA 0,76 + 0,46 0,41 +0,39 -1,72 +1,10° 1,18+ 0,77 -1,33 £ 0,99° 1,14+ 0,73
6° MES 0,45 + 0,66 b 0,37 £0,74 -1,02 +1,63% 1,88 + 0,66b -1,04 + 1,68° 1,62 +0,82
12° MES 1,39 £ 0,52% 1,34 £ 0,42 -1,33 +£1,43° 1,33+ 0,66 -1,46 +1,39° 1,39+ 0,52

Tabla 12. Cambios en la viabilidad (media = D.S.) de N. meningitidis sometida a los diferentes tratamientos en cada visita (comparacion del

indculo inicial y a los 120 minutos).

% Existen diferencias significativas (p < 0,05) entre Cy S, SP.

® Existen diferencias significativas (p < 0,05) entre C y Si.
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SUERO

CONTROL PMNSs SUERO SUERO SUERO + PMNs
INACTIVADO INACTIVADO +
PMNs
6 SEMANA -860,85 -333,29 95,49 -5631,24 88,39 -4205,16
6 MES -158,72 211,85 79,95 -25578.91 85,78 -17072.62
12 MES -6079.94 -3084.62 82,56 -3822.54 95,39 442476

Tabla 13. Porcentaje de reduccion del indculo inicial (% RII) en cada visita, a los 120 minutos del ensayo. Excluidos los casos con RIl < 25%.
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Figura 22. Porcentaje de reduccion del indculo inicial (%RIl) de N. meningitidis en presencia de suero (S) y suero + PMNs (SP), a los 120

minutos del ensayo en cada visita. Excluidos los casos con RII < 25%.
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C BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL -0,14 0,35 -0,58
6 SEMANA 0,14 0,49 -0,43
6 MES -0,35 -0,49 -0,93*
12 MES 0,58 0,43 0,93*

Tabla 14a. Comparacion de la media de las curvas control a lo largo de las visitas.
Diferencia de Log;o UFC/ml entre el indculo inicial y a los 120 min.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.

P BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL -1,07 x 10 0,40 -0,55
6 SEMANA 1,07 x 10 0,41 -0,54
6 MES -0,40 -0,41 -0,96*
12 MES 0,55 0,54 0,96*

Tabla 14b. Comparacion del efecto de los PMNs (P) sobre la reduccion del Logio
UFC/ml a lo largo de las visitas.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.

S BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL 2,47* 2,36* 2,68*
6 SEMANA -2,47* -0,10 0,21
6 MES -2,36* 0,10 0,31
12 MES -2,68* -0,21 -0,31

Tabla 14c. Comparacion del efecto del suero (S) sobre la reduccion del Log;o UFC/ml a

lo largo de las visitas.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.
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Si BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL 0,40 0,13 0,69
6 SEMANA -0,40 -0,27 0,29
6 MES -0,13 0,27 0,56
12 MES -0,69 -0,29 -0,56

Tabla 14d. Comparacion del efecto del suero inactivado (Si) sobre la reduccion del

Logio UFC/ml a lo largo de las visitas.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.

SP BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL 2,20% 2.21% 2,64*
6 SEMANA -2,20* 1,20 x 10 0,44
6 MES -2,21* -1,20 x 10 0,43
12 MES -2,64* -0,44 -0,43

Tabla 14e. Comparacion del efecto del suero + PMNs (SP) sobre la reduccién del Logi

UFC/ml a lo largo de las visitas.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.

SiP BASAL 6 SEMANA 6 MES 12 MES
BASAL 0,39 0,18 0,45
6 SEMANA -0,39 -0,20 6,94 x 107
6 MES -0,18 0,20 0,27
12 MES -0,45 -6,94 x 102 -0,27

Tabla 14f. Comparacion del efecto del suero inactivado + PMNs (SiP) sobre la

reduccion del Logio UFC/ml a lo largo de las visitas.

* . La diferencia de medias es significativa. P < 0,05.
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Figura 23. Media de la concentracion de anticuerpos totales inducidos a lo largo de las visitas por todos los voluntarios incluidos en el estudio.
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Figura 24. Mediana del titulo de anticuerpos bactericidas inducido por todos los voluntarios incluidos en el estudio. En la visita basal el titulo de

anticuerpos bactericidas era inferior a 8.
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{Logi UFC/m ANTICUERPOS TOTALES

SUERO (S) No significativa®

SUERO + PMNs (SP) No significativa®

Tabla 15. Correlacion entre el nivel de anticuerpos totales y la disminucion de las
UFC/ml sometidas a la accion del suero en ausencia (S) o presencia de PMN (SP).
& . Coeficiente de correlacion de Pearson = 0,051.

b . Coeficiente de correlacion de Pearson = 0,179.
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Figura 25. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia del suero del voluntario n® 11
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Figura 26. Curvas de muerte de N. meningitidis en presencia del suero del voluntario n° 6
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Figura 27. Anticuerpos totales y bactericidas de los voluntarios 6 y 11.
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Figura 28. Porcentaje de respondedores a la vacunacion con la vacuna de polisacaridos A-C.
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VOLUNTARIO BASAL 6 SEM 6 MES 12 MES
Ac Ac IgA (%) | Ac bacter| Ac |IgA (%) | Ac bacter| Ac IgA (%) Ac Ac IgA (%)
bacter | totales totales totales bacter | totales
1 <8 0,9 0 4096 31,2 48 64 12,8 23 128 14,9 18
2 <8 1,9 - 2048 79,5 - 64 46,9 - 128 56,5 -
3 <8 1,7 - 4096 72,8 - 128 37,8 - 256 49,3 -
4 <8 1,4 1 8192 84,8 87 512 62,5 55 256 52,8 53
6* <8 1,6 6 1024 15,7 48 256 10,5 41 32 22,8 24
8 <8 1,2 0 4096 151,6 |100 512 200 71 256 146,3 |-
11* <8 0,4 1 8192 32,1 67 2048 27,9 32 1024 38,6 19
12 <8 1,1 - 2048 44,1 - 64 36,6 - 64 29,1 -
13 <8 0,6 - 8192 40,7 - 256 31,4 - - - -
14 <8 0,4 - 2048 45,7 - 256 39,8 - 256 34,1 -
16 <8 0,16 8192 74,5 53 1024 40,5 42 512 51,2 43
17 <8 0,71 16384 140,7 |89 1024 200 52 1024 166,4 |57

Tabla 16. Titulo de anticuerpos bactericidas, concentracion de anticuerpos totales (ug/ml) y porcentaje de IgA determinados por ELISA a lo

largo del estudio a partir del suero de cada voluntario.

- : No determinado.

* . voluntarios en cuyas curvas de muerte no se aprecia reduccion del inoculo inicial.
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DISCUSION
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1. ELECCION DE LA CEPA BACTERIANA Y ANTIMICROBIANOS

La meningitis bacteriana continta siendo una de las enfermedades infecciosas
con mas graves consecuencias. A pesar del desarrollo antibidtico y de disponer de una
antibioterapia eficaz, la mortalidad y las secuelas no han sufrido cambios notables (179,
180, 181). Por ello es importante contar con medios preventivos que atajen el desarrollo
de la enfermedad y calcular el efecto que pueden tener los diferentes antimicrobianos
sobre las bacterias responsables de la misma.

Por otro lado, la infeccién respiratoria es una de las causas mas frecuentes de
morbilidad en el dmbito de la Atencién Primaria. Los médicos, especialmente los
pediatras, ven diariamente resfriados, faringoamigdalitis, etc., muchas de las cuales son
viricas, pero una proporcion altamente significativa son infecciones bacterianas que,
aunque frecuentemente resultan autolimitadas, suelen requerir un tratamiento
antimicrobiano. En la practica diaria, dadas las dificultades de acceso a los estudios
microbioldgicos correspondientes, no se acostumbra a recurrir a la identificacion del o
de los patgenos causantes de estas infecciones, estableciéndose tratamientos empiricos
que suelen mostrar una buena eficacia en la desaparicion de la fiebre y los sintomas
especificos de cada enfermedad. Estos tratamientos empiricos deben apoyarse, entre
otras cosas, en la etiologia méas probable del cuadro. En muchas ocasiones un cuadro de
meningococemia aguda suele precederse de un episodio de infeccidn respiratoria alta,
los pacientes no siempre aparecen con sindrome toxico en los comienzos y la
diferenciacion con una infeccion autolimitada puede ser dificil (182).

Por ello consideramos importante conocer la actividad que farmacos utilizados
en el tratamiento de la infeccion respiratoria de la comunidad pueden tener sobre

Neisseria meningitidis, ya que el comienzo de la enfermedad meningocdcica, al ser sus
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sintomas muy inespecificos, puede confundirse con un proceso respiratorio banal.
Ademas debido a la rapida evolucion que en muchos casos puede tener la enfermedad,
es necesario contar con los medios adecuados para combatirla en el periodo de tiempo
mas corto posible. Y en el caso del tratamiento de una infeccion respiratoria ¢quién nos
dice que no estemos eliminando un portador del meningococo?.

Por otro lado, el uso de antimicrobianos en Atencion Primaria para el
tratamiento de faringitis leves y otros procesos respiratorios banales puede, entre otros
factores, controlar o limitar de algun modo la colonizacién del meningococo en la
nasofaringe, primer paso para el establecimiento de la infeccion. Si estos
antimicrobianos fueran capaces de eliminar el microorganismo de la nasofaringe se
podria justificar, en parte, el reducido nimero de casos de meningitis meningocdécica
declarados en los paises desarrollados frente al que presentan los paises
subdesarrollados, a los que no les es posible el acceso al tratamiento de esos procesos
respiratorios.

Por todo ello a la hora de la elecciéon de los antimicrobianos a utilizar en el
estudio tuvimos en cuenta estas premisas, y seleccionamos las penicilinas y los
macrélidos como antibi6ticos mas administrados de forma empirica en atencion
primaria (183, 184, 185). Ademas se ensayaron antimicrobianos utilizados en la
quimioprofilaxis de la meningitis meningocécica como son rifampicina 'y
ciprofloxacino, y se compar6 la actividad de esta Ultima con la de otra quinolona
(trovafloxacino), debido a las expectativas que se crearon en torno a la posibilidad de
utilizar este antimicrobiano en el tratamiento de infecciones respiratorias (186) y

meningitis (187, 188).
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En Espafa, segun la informacion suministrada por el Laboratorio de Referencia del
Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Ill, se ha observado un
cambio en el serogrupo del meningococo predominante, de tal modo que en los ultimos
afios se ha incrementado la incidencia de infeccion debida a meningococos del grupo C
(89). Asi, a finales de la década pasada, las cepas de serogrupo C representaron el
58,9% de todos los casos, mientras que las de serogrupo B el 39% (49). La presencia de
serogrupos diferentes a estos en nuestro pais es anecddtica.

Ante esta situacion, se eligio para la realizacion de este estudio una cepa de N.
meningitidis perteneciente al serogrupo C, y nos decantamos por la C-11, por ser la

recomendada para la determinacion de los anticuerpos bactericidas (189).

2. VALORACION DE LOS ANTIMICROBIANOS

Hasta hace poco tiempo se utilizaba el valor de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para describir la actividad que un farmaco presentaba frente a una
bacteria, pero hoy se cuestiona la validez de su uso para diseflar las pautas
antimicrobianas Optimas y se ha puesto de manifiesto la falta de prediccion de la CMI
tras 24 horas. Esta prueba clasica de sensibilidad antibidtica no tiene en cuenta
parametros farmacodindmicos iniciales con posible relevancia terapéutica (190), por
ello es necesario realizar, entre otros, estudios in vitro que incluyan curvas de letalidad
del antibidtico o su efecto postantibiotico (EPA).

Aunque es dificil predecir con seguridad la evolucion clinica de un tratamiento a
partir de los datos de su actividad in vitro, éste es un factor fundamental y se debe
conocer. Asi, los test in vitro son indicadores aproximados de la situacion real de un
proceso infeccioso, y los resultados que obtenemos son esenciales para comprender el

fendmeno a estudiar. Por ello, la seleccion del método méas apropiado nos beneficiara
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con la obtencion de unos resultados claros, fiables, y faciles de extrapolar a la situacion

in vivo.

2.1. CONCENTRACION MINIMA _ INHIBITORIA _(CMI) Y

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB).

En la mayor parte de los antimicrobianos ensayados no han sido definidos los
puntos de corte para N. meningitidis. Se han utilizado los establecidos para N.
gonorrhoeae, cuando ha sido posible (191).

Los valores de CMI hallados distan bastante de las concentraciones a partir de
las cuales puede hablarse de resistencia, y son similares a los que se han podido
encontrar en la literatura (192, 193), por lo que la cepa seleccionada para el estudio
resulté muy sensible a los antimicrobianos utilizados (tabla 1). Independientemente del
método usado, microdilucion 6 macrodilucion, los resultados proporcionados por ambas
determinaciones no se diferenciaron significativamente (tabla 1), presentando unas
concentraciones minimas inhibitorias muy bajas y que coincidian con las
concentraciones minimas bactericidas para todos los antibi6ticos, excepto en el caso de
claritromicina, donde la CMB result6 uno o dos rangos mayor que la CMI por
macrodilucién y microdilucidn, respectivamente (tabla 1).

La actividad del acido clavulanico parece, en principio, escasa. Este fendmeno
estaria en consonancia con lo obtenido por otros autores (194), ya que combinado con
amoxicilina no influyd en la actividad de esta Gltima y no se observaron variaciones
significativas en la CMI ni en la CMB.

Por todo ello, los niveles de sensibilidad a los antibidticos ensayados en la cepa
estudiada, demuestran que podrian eliminar al microorganismo, pero muchos

antibidticos a los que el meningococo es sensible en las pruebas de laboratorio no son
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capaces de erradicarlo en la nasofaringe (182). Esto es debido a que en las secreciones
nasofaringeas no se consigue una buena penetracion y no se alcanzan concentraciones
adecuadas para su eliminacion, dato a tener en cuenta a la hora de valorar la supresion

del estado de portador.

2.2. CURVAS DE LETALIDAD Y SUB-CMI.

La concentracion de antimicrobiano utilizada para la realizacion de estas curvas
de letalidad no es la misma, ya que como hemos visto, la cepa poseia diferente
sensibilidad a cada antimicrobiano, y siempre se utilizaron concentraciones de Y4, %2, 1,
4y 10 veces su CMI, con objeto de que la relacion dosis/CMI fuera constante y se

pudieran realizar comparaciones.

En la literatura no existen demasiadas referencias de estudios de sensibilidad in
vitro de los meningococos a diferentes antimicrobianos mediante la determinacion de su
CMI, pero ain es mas reducido el numero de publicaciones de este tipo que hagan
alusion a estudios de sensibilidad realizados mediante curvas de letalidad, por tanto, la
comparacion de nuestros resultados con los obtenidos por otros autores resulta muy

dificil.

El estudio de las curvas de letalidad muestra que a las 24 horas todos los
antimicrobianos ensayados presentaron actividad bactericida para las concentraciones
iguales o superiores a la CMI (1, 4 y 10 CMI), excepto rifampicina que no consiguid
efecto bactericida a las concentraciones de 1y 4 CMlI y el &cido clavulanico con 1 CMI

(tabla 9).
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Si lo que comparamos es la eficacia de los antimicrobianos ensayados (tablas 2-
8) y nos fijamos en lo que ocurre tras 8 horas de exposicion (tabla 1) comprobamos que
los betalactamicos son los més eficaces a bajas concentraciones (¥4, ¥2, 1 CMI), mientras
que las quinolonas resultan las méas efectivas a concentraciones mas elevadas (4 y 10

CMI), aunqgue con resultados similares a los obtenidos por los primeros.

CONCENTRACION | v, CMI % CMI 1 CMI 4 CMI 10 CMI

ANTIMICROBIANO A A/C A/C T CP

Tabla 1. Representacion de que antimicrobiano produce un mayor descenso de la

viabilidad bacteriana tras 8 horas de exposicion.

Hay que destacar los buenos resultados obtenidos por los betalactdmicos, que se
comportan como bactericidas incluso a bajas concentraciones (¥2 CMI). De hecho, el
estudio de la velocidad de actividad bactericida mostrd la existencia de diferencias en
cuanto a los distintos antimicrobianos ensayados, de tal manera que la asociacion
amoxicilina/clavulanico mejord la actividad de amoxicilina y presenté la mayor
velocidad de actividad bactericida de todos y para todas las concentraciones (Tabla 9), a
pesar de presentar una CMI (0,06 pg/ml) igual o mayor que la de la mayoria de los
antimicrobianos ensayados (tabla 1).

Estas diferencias encontradas en la velocidad de actividad bactericida de
amoxicilina/clavulanico en comparacion con amoxicilina indican la mayor eficacia in
vitro de la asociacion. El hecho adquiere relevancia ante la falta de prediccion de la
actividad bacteriostatica (CMI) tras 24 h, que es igual para ambos farmacos (tabla 1), lo

que corrobora lo cuestionado por otros autores sobre la validez del uso de la CMI para
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disefiar los regimenes antimicrobianos 6ptimos (195). Por ello, esta propiedad puede
tener importancia ante situaciones en que pueda ser necesaria la optimizacion de los
efectos bactericidas (196), ya que en algunas infecciones se considera globalmente que
una velocidad alta de muerte provocada se correlaciona bien con éxito terapeutico
(197).

Una posible explicacion a este hecho seria que el acido clavulanico aceleraria in
vitro la actividad bactericida de amoxicilina frente al meningococo. Este efecto podria
ser debido a la union selectiva del &cido clavulanico a alguna de las PBPs, causando
alteraciones en la pared de peptidoglicano y la lisis prematura del meningococo,
contribuyendo al efecto sinérgico de las penicilinas, a modo de lo que se ha observado

para otros microorganismos (198).

Por otro lado, cabria esperar que un aumento en la concentracion de
antimicrobiano se tradujera en un mayor efecto antibacteriano, pero nosotros
observamos que esto no siempre ocurria. Asi, con los betalactdmicos (amoxicilina y
amoxicilina/clavulanico) se logra una similar actividad bactericida con todas las
concentraciones ensayadas capaces de eliminar al microorganismo (figuras 2 y 3), lo
que demuestra su escasa concentracion-dependencia como se ha visto con anterioridad
(199). Por el contrario, en el caso de las quinolonas, claritromicina y rifampicina si se
aprecian estas diferencias, de tal manera que al ir aumentando la concentracién de
antimicrobiano el efecto antibacteriano es mayor (tabla 10), lo cual no implica que se
consiga antes la actividad bactericida, ya que claritromicina, independientemente de la
concentracion no consigue eliminar al 99,9% de los microorganismos hasta las 24 horas
del ensayo (tabla 9), momento en el cual, su actividad y resultados son comparables a

los obtenidos por los betalactamicos.
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Claritromicina es el Unico antimicrobiano ensayado en el que no existe coincidencia
entre la CMI y la CMB (tabla 1). En otros trabajos se ha comprobado que este
compuesto, considerado en principio como bacteriostatico, puede comportarse como
bactericida segun las caracteristicas del microorganismo, las concentraciones del
antibidtico y el tiempo de exposicion (146). A la vista de los resultados obtenidos en
nuestro estudio, claritromicina confirmaria este hecho, ya que se comportaria de los dos
modos. Asi, a las 8 horas del ensayo no habria alcanzado la actividad bactericida,
comportandose entonces como bacteriostatico. A las 24 horas ya habria eliminado el
99,9% de los microorganismos, comportandose entonces como bactericida (tabla 9). El
mismo resultado se observo en un estudio realizado con cocos gramnegativos, donde no
se obtuvo actividad bactericida a las 6 horas de incubacion, pero tras 24 horas se logré
una reduccién de mas del 99,9%, incluso con las concentraciones mas bajas (200), como
ocurre en nuestro ensayo.

Por otro lado, claritromicina muestra actividad bactericida a concentraciones que
se pueden alcanzar en humanos. Gracias a la excelente penetracién en tejidos y
secreciones de las vias respiratorias, donde consigue concentraciones de 5,8 + 0,9 mg/I
con dosis de 500 mg (201), y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en nuestro
estudio, este farmaco podria ser capaz de eliminar el meningococo de la nasofaringe,
tras su administracion empirica en situaciones de infeccion respiratoria. Y si ademas
tenemos en cuenta que su actividad parece sinérgica con la de su principal metabolito en
el hombre, la 14-hidroxiclaritromicina, podemos pensar que esta aun mejoraria in vivo,

como ocurre frente a otros microorganismos (156).
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Como han obtenido otros autores (202), la actividad de las quinolonas ensayadas es
elevada y comparable a la de los betalactamicos, con la ventaja de que las primeras no
solo son muy activas in vitro frente a N. meningitidis, incluso frente a cepas no sensibles
a las penicilinas (203, 204), sino que ademas conseguirian alcanzar, tanto ciprofloxacino
(134) como trovafloxacino concentraciones nasofaringeas por encima de su CMI. De
hecho, ciprofloxacino es antibiotico de eleccion en la quimioprofilaxis de la meningitis
meningocoécica. Y debido a las expectativas creadas en torno a la utilizacion de estas
modernas quinolonas en el tratamiento de las infecciones respiratorias (186), pensamos

que podrian ser capaces de eliminar posibles portadores del meningococo.

Mientras, segun los datos encontrados en la literatura, las penicilinas presentan
menores tasas de penetracion en secreciones (201), caracteristica importante para la
eliminacion de este microorganismo en su hébitat natural (182). No obstante, si
comparamos las concentraciones alcanzadas por amoxicilina tras dosis habituales en
secreciones de las vias respiratorias (3,2 + 1,6 mg/l) (201), con la CMI obtenida en
nuestro estudio (0,06 mg/l), comprobamos que esos valores superan con mucho el de la
CMlI, de modo que podrian alcanzarse en esas secreciones concentraciones capaces de
eliminar a los meningococos sensibles, a pesar de la baja penetracion que parecen

presentar las penicilinas.

En cuanto a rifampicina, comprobamos que a pesar de la gran sensibilidad que
presenta nuestra cepa a este antimicrobiano (tabla 1), el farmaco solo alcanza la
actividad bactericida tras 6 horas de incubacion y a altas concentraciones (10 CMI),
obteniéndose en este momento disminuciones del indculo muy similares a las obtenidas

por amoxicilina en las mismas condiciones (tablas 2 y 6). Sin embargo, gracias a su
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excelente penetracion (205), se alcanzan en nasofaringe niveles capaces de eliminar al
microorganismo (206). Asi, en la actualidad la rifampicina es el antibiotico de mas
amplio uso en la profilaxis antimeningococica (207). A pesar de ello, se han descrito
fracasos tras su administracion, debido a la aparicion de cepas de meningococo
rifampicin-resistentes (208), hecho que suele ocurrir tras un amplio uso del farmaco

(209).

De esta manera y de igual modo a lo que ocurre con los antibiéticos administrados
en la quimioprofilaxis, cabria preguntarse si el tratamiento de las infecciones
respiratorias con estos antimicrobianos puede afectar a la sensibilidad de los
meningococos que colonizan la nasofaringe. Ya que este hecho podria favorecer que en
bacterias como N. meningitidis, se seleccionaran cepas resistentes a dichos
antimicrobianos. Por ello consideramos importante hacer un seguimiento de los niveles
de sensibilidad a estos antibidticos debido a su uso en el tratamiento de infecciones

respiratorias.

2.3. EFECTO POSTANTIBIOTICO

En el estudio del efecto postantibidtico, para los betalactdmicos observamos
EPAs no significativos (menores de 0,5 horas) e incluso negativos en el caso del acido
clavulanico. Ademas para estos antimicrobianos, el aumento de la concentracion no
implicé un aumento del EPA (tabla 11), como ya se ha descrito previamente para estos
farmacos y los gramnegativos (210). Y por otro lado la combinacién de amoxicilina y
acido clavulanico no presentd ningun efecto sobre el EPA individual de los mismos

(tabla 11).
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No ha sido posible encontrar en la literatura estudios que hagan referencia al
EPA con N. meningitidis. La mayoria de los datos encontrados para los betalactamicos
seleccionados con bacterias gramnegativas indican que se producen EPAs pequefios 0
nulos e indiferentes al aumento de la concentracion del antimicrobiano. Nuestros
resultados estan en consonancia con lo ya observado por estos autores (173, 211, 212,
213, 214). Craig, obtuvo EPA nulo e incluso negativo tras la exposicién de cepas
estandar de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa a diferentes betalactamicos
(195). Pero en algunos trabajos se defiende la idea de que la ausencia de EPA de
algunas penicilinas frente a gramnegativos puede deberse a una exposiciéon al
antimicrobiano a concentraciones demasiado bajas y durante periodos de tiempo
demasiado cortos (215). De esta manera el EPA de los betalactamicos en los
gramnegativos se prolongaria con exposiciones al fArmaco mayores de 2 horas, hecho
que en nuestro estudio no se contempla, ya que la eliminacién del antimicrobiano se
realizo tras 1 hora de incubacién.

Asi mismo hemos comprobado en el estudio de las curvas de letalidad que el
acido clavuléanico ejerce un efecto complementario cuando se combina con amoxicilina,
de forma que esta combinacion resulta mas efectiva in vitro frente al meningococo que
cuando se ensayan ambos por separado. Pero ahora vemos que esta sinergia no existe en
el estudio del EPA, ya que la adicion de la sal potasica no influye de manera visible en
la actividad de amoxicilina, y no prolonga su efecto postantibiotico (tabla 11). Gould y
colaboradores han comprobado que para gramnegativos amoxicilina/clavulanico a
concentraciones de 10 CMI no prolonga el EPA con respecto al inducido por
amoxicilina. Pero a concentraciones elevadas (100 CMI) el clavulénico si parece
mostrar una sinergia con amoxicilina, pues se consigue la prolongacién de este efecto en

casi 2 horas (216). Las concentraciones que se ensayaron en nuestro estudio no nos
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permiten comprobar esto para el meningococo, pero obtenemos resultados similares con
10 CML.

Por otro lado, sobre las bacterias gramnegativas, los inhibidores de proteinas y
acidos nucleicos producen EPASs de varias horas de duracion (172), pero frente a nuestra
cepa, tanto claritromicina como rifampicina necesitan concentraciones de 10 CMI para
inducir EPAs apenas significativos (0,6 horas). No obstante se comprueba que el
aumento de la concentracién produce también un aumento del EPA, ya que a
concentraciones iguales a la CMI se obtienen EPAs nulos, que se traducen en positivos

a concentraciones superiores (tabla 11).

Los Unicos antimicrobianos capaces de inducir un EPA significativo (mayor de
0,5 horas) en la cepa ensayada son las quinolonas, que a concentraciones de 4 y 10
veces la CMI retardan el crecimiento en mas de 1 hora (tabla 11). Esto concuerda con
los resultados obtenidos hasta el momento sobre el estudio del efecto postantibidtico,
que destacan el hecho de que estos antimicrobianos presenten un EPA de larga duracion
frente a organismos gramnegativos (173, 217).

Por otro lado, tanto para ciprofloxacino como para trovafloxacino se observa una
relacion entre la concentracion de antimicrobiano y la duracion del EPA, siendo esta
mayor a medida que aumenta la concentracion del mismo. Se confirma de este modo
que el EPA y su duracion estan correlacionados con la concentracion ensayada de
antimicrobiano, lo cual estd de acuerdo con lo observado en otros estudios (173, 218,
219).

Como se ha sefialado anteriormente, no hemos podido encontrar en la literatura
estudios que hagan referencia al EPA con N. meningitidis, y es que esta bacteria no

figura entre los microorganismos que presentan efecto postantibiotico (172). No
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obstante, debemos tener en cuenta que existe una gran variedad de factores que pueden
alterar la presencia y/o duracion del mismo. Estos factores estan relacionados con el
microorganismo, el antimicrobiano, y con las condiciones experimentales. En general,
se puede decir que todos los factores que influyen en la actividad del antibidtico
influyen en la duracion del EPA. Se sabe que el suplemento de cationes en el medio
produce reduccion del EPA y un considerable aumento de la CMI y CMB (210). La
concentracion de Ca®* y Mg®* en cantidades facilmente superables en suero y liquidos
orgénicos, influye sobre el EPA de los antimicrobianos, de hecho, el Mg es el catién
mas importante en la reduccion del EPA y de la actividad bactericida de las quinolonas,
ya que puede provocar un incremento en la eficacia de la ADN-girasa bacteriana y por
lo tanto disminuir la eficacia de estos farmacos (220). Ambos cationes se incluian en el
medio de cultivo de nuestro microorganismo.

Por otro lado la presencia de albdmina, aunque poco estudiada, parece que
también incrementa la CMI y disminuye la duracién del EPA (221).

Pero ademas de estos factores, otros como son el medio de cultivo, el pH, la
concentracion del indculo inicial, la fase de crecimiento, la concentracion de
antimicrobiano, el tiempo de exposicién, el método de eliminacion del antimicrobiano,
y el método de cuantificacion también repercuten en el retraso del crecimiento.

A esto hay que afiadir que el EPA es siempre mas prolongado in vivo que in
vitro porque el tiempo de generacion bacteriano en los animales y en el hombre es méas
lento y, ademas, en los seres vivos se cuenta con la presencia de PMN y otros
mecanismos defensivos que ayudan al antibidtico en su accion.

Por otro lado, el mecanismo preciso por el que se establece el EPA aun no es del
todo conocido, pero parece ser que estan implicados diversos factores. Aunque el

término EPA fue definido para enfatizar el hecho de que la previa exposicion al farmaco
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es la causante del fendmeno, otras teorias se inclinan a destacar el papel de las
concentraciones subinhibitorias del antibidtico, al que estan expuestas las bacterias tras
su eliminacion del medio, y proponen que los estudios sobre el EPA se hagan a
concentraciones inferiores a la CMI (218).

Se considera un fendmeno que se desarrolla fundamentalmente dependiendo de
la combinacién antimicrobiano-microorganismo y, en muchos casos, es multifactorial.
Se asume que el EPA es el resultado de la inhibicion del crecimiento bacteriano como
consecuencia de una prolongacién del tiempo de latencia. Sin embargo, podria deberse a
un aumento en el tiempo de generacion o, incluso, una combinacién de ambos. El
segmento de la fase de crecimiento que estd afectada puede calcularse tomando
muestras a intervalos muy cortos. Esto ha revelado que en la mayoria de los casos
sucede realmente una prolongacion de la fase de latencia, excepto para determinados
antibicrobianos, como ciprofloxacino, que parece que induce una prolongacion en el
tiempo de generacion (222).

Las bases que explican el EPA, como se ha mencionado, alin no se conocen con
precision, pero existen varias teorias que tratan de explicar este fendmeno.

La duracion del efecto postantibidtico podria estar relacionada con la
persistencia del farmaco en la diana de accion. En este sentido varios autores sugieren
que el tiempo necesario para la liberacion del antibidtico de sus receptores seria el
tiempo de recuperacion del crecimiento bacteriano (217). Esta explicacion se ha
propuesto para el caso de las quinolonas, y se ha sugerido que el EPA estaria
condicionado por el tiempo que estas tardan en disociarse de sus receptores y difundir
fuera de la bacteria (223).

La reparacion del dafio no letal de las estructuras bacterianas, tiempo de

resintesis de las proteinas y enzimas afectados por la accién del farmaco, es otra de las
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teorias que se apuntan (224). En esta linea podrian encuadrarse los betalactdmicos
(225). Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que esos antimicrobianos
producian un EPA sobre los grampositivos, pero no sobre los gramnegativos. Sin
embargo, algunas penicilinas a elevadas concentraciones (215, 226) y los carbapenemes
si parecen inducir un EPA sobre ambas clases de microorganismos.

Los betalactdmicos se fijan a varias PBPs presentes en la membrana
citoplasmica (la PBP, en el caso del meningococo), e inducen la formacion de
esferoplastos. EI EPA podria en estos casos reflejar el tiempo requerido por los
esferoplastos para resintetizar su pared (211), ya que antes no pueden dividirse. Otra
alternativa seria que el EPA representara el periodo en el que la bacteria resintetiza
nuevas PBPs o el efecto del antimicrobiano que persiste, el cual continda inhibiendo la
actividad de las enzimas recién sintetizadas (227). Pero cabe también que el EPA sea el
periodo en el que la célula regenera la actividad enzimatica después de que el
antibiotico se haya liberado desde las dianas. El rango de sintesis de las nuevas enzimas
variard segun el tipo de bacterias y dentro de cada bacteria, lo que explicaria las

diferencias entre unos organismos y otros en sus tiempos de EPA (228).

Por consiguiente, creemos que se debe tender a interrelacionar una serie de datos
y conocimientos como son la dosis, farmacodinamia, CMI de la bacteria, EPA y su
relacion con el &rea bajo la curva (AUC), y las enfermedades de base del enfermo junto
con sus factores de riesgo a la adquisicion de las mismas, para asi conseguir un mejor

uso de los antibidticos.
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3. VALORACION DE LA INMUNIZACION

Desde la década de los sesenta se demostrd la eficacia de la vacuna con
polisacaridos del serogrupo C para prevenir los frecuentes brotes de enfermedad
meningocdcica que se producian en los reclutas americanos (68). Trabajos mas recientes
han confirmado el mantenimiento de la eficacia de este tipo de vacunas para
determinados grupos de edad (78, 79). Pero a pesar de demostrarse su eficacia en el
control de epidemias, la vacunacién frente al meningococo grupo C parece no inducir
una respuesta de anticuerpos anticapsulares suficiente, no existiendo datos que
demuestren qué nivel de anticuerpos resulta protector (65). Esto refleja en parte, un
conocimiento incompleto de la respuesta inmunoldgica frente al meningococo.

Por otro lado, la falta de estudios en sujetos sanos hace que no se conozca con
claridad cual es el mejor predictor de proteccién: la muerte por fagocitosis o la inducida
por los anticuerpos bactericidas, que en ultimo caso, dependera de los epitopos
antigénicos a los que van dirigidos (229).

Nuestro estudio incluye el seguimiento de sujetos sanos vacunados, midiendo a
lo largo del tiempo post-vacunacion los titulos de anticuerpos y la muerte ex vivo por
fagocitosis (en presencia de suero normal y suero inactivado) de N. meningitidis

serogrupo C11, para intentar aclarar el peso especifico de cada factor protector.

En la visita basal (figura 18) el estudio de las curvas de muerte de N.
meningitidis nos permite observar que los distintos tratamientos no provocaron una
disminucion en las UFC/ml, como era de esperar, debido a la ausencia de anticuerpos
frente al microorganismo en este momento. Por el contrario se aprecié un aumento de

las mismas favorecido por la presencia de suero. La existencia en él de nutrientes
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esenciales tales como el hierro, fomentaria el desarrollo y multiplicacion del
meningococo, que es capaz de captar este metal mediante las proteinas IROMP a partir
de la transferrina (230) y lactoferrina (321) humanas. Ademas, la presencia de proteinas
séricas como la albumina, evitarian la accion inhibidora de los acidos grasos contenidos

en el medio de cultivo (232), promoviendo tambiéen el desarrollo de la bacteria.

Tras la vacunacion se observa una reduccion del inéculo inicial considerable. De
este modo podemos afirmar que la administracion de la vacuna divalente ha inducido
una mejora significativa en las curvas de muerte bacteriana (tablas 14a-14f), de forma
que el meningococo del grupo C fue eliminado del medio, disminuyendo su
concentracion en mas del 80% en los ensayos realizados (figura 22). Estos datos
coinciden con otros estudios llevados a cabo en muestras de poblacién similares a la
nuestra, donde la administracion de la vacuna de polisacaridos supuso unos resultados
parecidos (92), incluso para sujetos deficientes en algun factor del sistema de

complemento (65).

Al detenernos en dichas curvas observamos, que no todos los tratamientos son
capaces de reducir las UFC/ml (figuras 19-21). La contribucion a la eliminacion del
meningococo de opsoninas termo-labiles (presumiblemente el complemento) se
examind en los tratamientos con suero inactivado. Bajo las condiciones de dicho
tratamiento no se induce esa reduccion. Solamente cuando sometemos a N. meningitidis
al tratamiento con suero normal, bien sea en presencia (SP) o ausencia de PMNs (S) se
aprecia el descenso.

Ademas, a la vista de nuestros resultados, la existencia de PMNs no parece

influir en la eliminacion del meningococo del medio (tabla 12), de modo que la
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disminucion en las curvas de muerte puede atribuirse a la actividad bactericida del suero
méas que a la fagocitosis realizada por los PMNs, ya que no obtuvimos diferencias
significativas (p > 0,05) en ninguna de las visitas entre las curvas S y SP (tabla 12),
obteniéndose reducciones similares para ambas (tabla 13).

Estos resultados difieren de los observados por Roberts (233), quien en
presencia de suero (10%) de voluntarios sanos inmunizados, obtuvo un incremento en la
eliminacién del meningococo debido a la actividad granulocitica, mientras que el
microorganismo se vi6 poco afectado por la actividad bactericida del suero.

No obstante, parece que la fagocitosis llevada a cabo por los neutréfilos en el
suero de adultos sanos varia con el serogrupo de la bacteria. De este modo Ross
comprob6 que la fagocitosis jugaba un papel relativamente importante en la eliminacion
de los serogrupos B y 29E, pero no fue tan importante en la eliminacion de otros como
el serogrupo C (234). Y es mas, parece que meningococos pertenecientes al mismo
serogrupo no son fagocitados de la misma forma por los PMNs, lo que sugiere la
existencia de otros elementos que medien en el proceso. De este modo factores como la
cantidad de polisacérido capsular, la concentracion de anticuerpos, la especificidad, el
isotipo, la union de C3, o la existencia de anticuerpos dirigidos a antigenos no
capsulares podrian influir en la fagocitosis y contribuir a marcar las diferencias en
cuanto a la susceptibilidad de un serogrupo determinado a dicho proceso.

En este sentido estudios recientes (235) apuntan la posibilidad de que exista una
relacion entre la fagocitosis y el fendmeno de sializacién del LOS y de la capsula. Ya
que se ha encontrado que varias cepas pertenecientes al mismo serogrupo, el serogrupo
C concretamente, no resultaron uniformemente resistentes a la fagocitosis. En este
estudio la supervivencia de las resistentes se correlacionaba directamente con la

cantidad de &cido siélico presente en el LOS y en la capsula.
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Por otro lado, parece que la expresion de ciertas proteinas de la membrana
externa denominadas Opa (Opacity-associated proteins), identificadas también en N.
gonorrhoeae (236, 237, 238), influyen de manera decisiva en la fagocitosis del
meningococo, favoreciéndola hasta tal punto que el proceso puede ocurrir incluso en

ausencia de anticuerpos y complemento (239).

La cépsula de polisacéridos tiene, posiblemente, un importante papel
antifagocitico, confiriendo a la bacteria una mayor resistencia. Por otro lado, y de
acuerdo con lo anteriormente expuesto, nuestra cepa por pertenecer al serogrupo C
resultaria méas resistente que otros serogrupos a la muerte por fagocitosis, y ademas,
presuponemos que podria contar con una cantidad de &cido sialico tal, en el LOS y en la
capsula, que le proporcionaria mayor resistencia a la fagocitosis, constituyendo de este

modo un mecanismo de evasion frente a los PMNSs, y justificando asi nuestro resultados.

Por otro lado, Schlesinger obtuvo que tras la inmunizacién con la vacuna de
polisacaridos la actividad fagocitica en presencia de suero era mucho mas eficiente que
en presencia de suero inactivado (65), sugiriendo esto la posible contribucion de C3b al

proceso de muerte del microorganismo.

En nuestro caso, como ya se ha sefialado, lo que promueve la destruccion de la
bacteria tras la vacunacién, es la presencia de suero normal, donde el sistema de
complemento estaria intacto. Por lo que el mecanismo de esta eliminacién podemos
atribuirlo a la presencia de anticuerpos que activarian, por la via clasica
mayoritariamente, la cascada del complemento y la lisis del microorganismo mediante

el complejo de ataque a membrana (figura Il). La presencia de la bacteria a través del
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LPS también seria capaz de inducir la activacion de la via alternativa, lo que podria

estar facilitado por 1gG (234).

Complejo de ataque ivi
IgG —» Via clasica ; tJ) | povidad
a membrana —p bactericida del
C1,C4,C2 C5, C6, C7,C8, C9 suero
IgM—»
Lps —¥» . -
Via alternativa itosi
P D B C3b Neutrofilos —% Fagocitosis
1gG?2—»
19G

Figura Il. Modelo de interaccion del meningococo con los mecanismos de
defensa del hospedador (234).

Este fendmeno no se observd antes de la vacunacion donde, como ya se ha
sefialado, el suero de los voluntarios fue incapaz de eliminar al meningococo (figura
18), contando con una concentracion de anticuerpos totales determinados por ELISA de
1,01 ug/ml y un titulo de anticuerpos bactericidas inferior a 8. Este nivel de anticuerpos
totales pre-vacunacion resultd méas bajo que el obtenido por otros autores (2,5-2,9
ug/ml) en estudios anteriores (76, 240).

De igual modo, la disminucion que experimentan las UFC/ml en presencia de
suero normal tras la inmunizacién, va acompariada de un incremento significativo en la

concentracion de anticuerpos totales y en el titulo de anticuerpos bactericidas, ya que se
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alcanzan, a las 6 semanas de la vacunacion, concentraciones de anticuerpos totales de
67,78 ug/ml y un titulo de anticuerpos bactericidas de 4096 (Figuras 23y 24).

Aunque la duracién de la respuesta de anticuerpos frente al meningococo tras la
vacunacion en adultos es desconocida, en varios estudios se han encontrado niveles
persistentes por encima del nivel pre-vacunacion a los 18 meses (241), a los 5 afios
(242), y més recientemente, Zangwill comprobé que tras 10 afios los niveles de
anticuerpos anticapsulares totales frente al serogrupo C se mantenian por encima del
nivel inicial pre-vacunacion (243).

En nuestro estudio, a los 12 meses se mantiene la concentracion de anticuerpos
(60,18 pg/ml) muy por encima del valor inicial, y del valor obtenido por otros autores
en estudios equivalentes (243). No obstante, se observa un ligero descenso, no
significativo, con respecto al pico maximo que se alcanzé a las 6 semanas de la
vacunacion (figura 23).

El titulo de anticuerpos bactericidas también se mantiene sobre el nivel pre-
vacunacion con un valor de 256. Después de un afio del comienzo del estudio, y con el
nivel de anticuerpos sefialado, el microorganismo sigue siendo eliminado del medio en
las curvas de muerte bacteriana, alcanzandose reducciones de mas del 80%, como queda
reflejado en los resultados (figura 22), y haciendo que los individuos vacunados

continden protegidos.

Resulta problematico establecer el nivel de anticuerpos totales que confieren
proteccion frente a la enfermedad meningococica. Algunos autores han considerado un
nivel de anticuerpos anticapsulares > 2 ug/ml protector frente al desarrollo de
enfermedad invasiva (76). Este nivel deriva de ensayos clinicos en los que la

concentracion de anticuerpos se determind por RIA y esta basado en la extrapolacion de
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muestras de poblacion en estudios realizados para el serogrupo A. Hasta el momento
estos datos no se han confirmado para el serogrupo C, puesto que las generalizaciones
son arriesgadas al existir diferencias de inmunogenicidad entre los diferentes
polisacaridos capsulares, y al realizarse los distintos estudios bajo diferentes premisas y
metodologias, ya que no se conoce la correlacion entre las determinaciones por ELISA,
metodo adoptado por el CDC como estandar (189, 244), y por RIA.

De este modo el nivel de anticuerpos que confiere proteccién frente al serogrupo
C es todavia desconocido, pero hoy se sabe que ademas de los anticuerpos
anticapsulares, responsables en gran medida de la defensa del huésped frente al
meningococo a través de la actividad bactericida (245), otros anticuerpos como los
relacionados con la opsonizacion (246), los dirigidos frente a antigenos no capsulares
(247), o anticuerpos no bactericidas, pueden estar relacionados con esa defensa. De
hecho, se ha comprobado que anticuerpos dirigidos hacia antigenos no capsulares son
mas importantes para la fagocitosis del serogrupo B que los dirigidos frente a antigenos
capsulares (248).

Por otro lado es de gran importancia tratar de determinar en qué medida la
respuesta inmune provocada por la vacuna se correlaciona con el nivel de proteccion y
la duracion de la inmunidad. Algunos autores apuntan a la fagocitosis como medida
para determinar la proteccion frente al meningococo (65), pero otros prefieren la medida
del estallido respiratorio (249), ya que este evento esta, probablemente, mas relacionado
con la muerte bacteriana que la mera ingestion de la fagocitosis, y defienden que es mas
relevante para comprobar la respuesta a la inmunizacion.

Nosotros, a la vista de los resultados obtenidos, no podemos asegurar que la
muerte por fagocitosis sea predictora de proteccién frente a N. meningitidis C11, puesto

que en el ensayo, el microorganismo es eliminado mediante la lisis del complemento
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dirigida por los anticuerpos. No en vano los anticuerpos y el sistema de complemento
constituyen elementos de crucial importancia con los que cuenta el hospedador para
defenderse de las infecciones ocasionadas por el meningococo (245, 250).

De este modo, lo que si parece claro es la importancia de la actividad bactericida
del suero en la eliminacion de la bacteria. De hecho, como ha quedado demostrado en
diversos estudios (245, 251), la actividad bactericida del suero se correlaciona con
proteccion frente al microorganismo. Concretamente algunos autores sefialan que el
grado de proteccion parece tener mayor relacion con la actividad bactericida sérica que
con los niveles globales de anticuerpos alcanzados (88, 252, 253). Y es que, a pesar de
que los anticuerpos funcionales responsables de la defensa frente al meningococo
constituyen una parte del total de los anticuerpos determinados por ELISA (243), estos
pueden reflejar otros no especificos o no funcionales (254). Ademas, otras variables
como las diferentes subclases de inmunoglobulinas y la afinidad de los anticuerpos por
los antigenos son importantes y pueden dificultar el establecimiento del umbral de
proteccion de los anticuerpos a los polisacaridos capsulares (247).

Ya que la relevancia de los anticuerpos puede depender, como hemos visto, de
factores como los epitopos antigénicos hacia los que van dirigidos o su afinidad, y
teniendo en cuenta nuestros resultados, nos parece mas adecuado utilizar como medida
de proteccién la actividad bactericida del suero. Pero creemos que recurrir a ensayos
que combinen actividad bactericida, fagocitosis y determinacion de anticuerpos seria lo
mas correcto para comprobar el estado inmune de los vacunados.

Todas estas consideraciones deberan ser mejor examinadas en futuros trabajos

que aporten mas datos sobre la respuesta inmunoldgica frente al meningococo.
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Por otro lado, no se encontré correlacion significativa entre la concentracion de
anticuerpos totales y la actividad bactericida obtenida en las curvas de letalidad en las
que se realizé el tratamiento con suero normal de los voluntarios (S y SP) (tabla 15). Asi
que no hemos podido establecer una relacion estadistica entre la reduccion del Logio de
las UFC/ml y el nivel de anticuerpos anticapsulares inducido a lo largo del ensayo. Esta
falta de significacion estadistica puede haberse debido al pequefio tamafio de la muestra,
pero el mismo resultado se obtuvo en un estudio realizado para H. influenzae al
comparar la concentracion de anticuerpos alcanzada tras la vacunacion con la reduccion

del Logio UFC/mI (255).

Ya sabemos que los anticuerpos desempefian un papel importante en la
opsonizacion del meningococo y en la activacion de la via clasica del complemento,
pero su presencia no confiere inmunidad absoluta frente al microorganismo.

Los anticuerpos frente a N. meningitidis pertenecen a diferentes clases (isotipos)
de inmunoglobulinas, de modo que la proteccion se debe, principalmente, a la sintesis
de anticuerpos bactericidas especificos IgG e IgM frente a los polisacaridos de la
capsula, que promueven la lisis de las bacterias en presencia de complemento. El
potencial con el que cuentan los anticuerpos para unirse a los receptores FcR de la
superficie de los PMNs o activar el complemento, depende del isotipo al que
pertenezcan.

Los anticuerpos que fijan el complemento con més eficacia en los seres humanos
son IgG1, IgG3 e IgM. Las clases de inmunoglobulinas que presentan mayor afinidad
por los receptores de Fc son IgG1 e 1gG3 (66).

Las IgM parecen ser mas bactericidas que las IgG, y son inductoras méas potentes

de la cascada del complemento (249). Slo una molécula de IgM es capaz de activar el
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factor C1q del complemento, mientras que son necesarias dos moléculas de IgG para
conseguir el mismo efecto (256). Por otro lado parece ser que las IgM son poco
efectivas en la induccion de la fagocitosis, y esto probablemente sea debido a que en la
superficie de los PMN existen muy pocos receptores Fcu (249), a los que estos
anticuerpos se unen.

En el suero de nuestros voluntarios no se detectaron anticuerpos antipolisacarido
IgG1 e 1gG2, pero no se realizd la comprobacion para el isotipo IgM. Al estar ausentes
las 1gG, podria ocurrir que los anticuerpos que predominaran pertenecieran a IgM, lo
que explicaria la ausencia de fagocitosis en el ensayo. Estos anticuerpos serian
incapaces de inducir la fagocitosis pero podrian activar el complemento y la lisis
bacteriana, justificando asi nuestros resultados.

En el suero de los sujetos inmunizados de nuestro estudio si se detectaron
anticuerpos anti-polisacarido del isotipo IgA (tabla 16). Parece ser que IgA juega un
papel mas importante en la proteccion a largo plazo (243). De hecho en nuestras
muestras sericas se encontraron niveles de hasta el 57% con respecto a la maxima
concentracion detectada, a los 12 meses de la vacunacion.

La determinacién de la distribucién de isotipos no era uno de los objetivos
fijados en nuestro trabajo, no obstante se necesitan mas estudios para aclarar el peso que
las subclases de los anticuerpos totales y de los anticuerpos bactericidas tienen en la

respuesta a la vacunacion meningocécica.

La reduccion postvacunacion en las UFC/ml no se observo en 2 de los 12
voluntarios participantes (voluntarios n°® 6 y n® 11) como se refleja en los resultados
(figuras 25 y 26). En ellos ninguno de los tratamientos fue capaz de eliminar al

meningococo en ninguna de las visitas realizadas tras la administraciéon de la vacuna,
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obteniéndose un crecimiento similar al experimentado por las curvas control en todas
ellas. Pero el suero de estos individuos indujo niveles de anticuerpos totales y
bactericidas significativamente mas elevados que los niveles pre-vacunacion (figura 27),
y aungue ligeramente mas bajos, no se diferenciaban de los inducidos por el resto de los
sujetos (tabla 16).

Resultados parecidos a estos se han observado en trabajos anteriores realizados
con H. influenzae y la vacuna conjugada para este microorganismo, donde a pesar de
inducir esta una concentracion de anticuerpos anti-poliribosilribitol de 4,9 ug/ml,
considerados como protectores, el suero de algunos individuos no presenté actividad
bactericida (257). Incluso con valores mayores de 8,6 ug/ml, y a pesar de presentar
concentraciones de inmunoglobulinas 1gG que no se diferenciaban de las de los sueros
con actividad bactericida, estos otros no fueron capaces de eliminar a la bacteria (258).

Todo ello puede ser debido a la afinidad de los anticuerpos inducidos tras la
vacunacion, ya que esta puede variar en cada persona, como el titulo. De este modo,
Hetherington en un estudio sobre la correlacion entre la afinidad de los anticuerpos y la
actividad bactericida del suero obtuvo 9 muestras séricas cuyos anticuerpos mostraron
poca afinidad, de tal manera que ninguna de ellas produjo incremento en la actividad
bactericida sobre los niveles pre-inmunizacion, a diferencia de las que mostraban unos
anticuerpos con afinidad elevada (255). Este autor sefiala que la variacion en la afinidad
podria explicar por qué el suero de algunos individuos inmunizados con la vacuna
conjugada frente a H. influenzae no presenta actividad bactericida, aunque cuentan con
una aparente concentracion de anticuerpos adecuada (>1pg/ml), y la misma distribucién
de isotipos y subclases de inmunoglobulinas que otros individuos.

El que la baja afinidad de los anticuerpos esté relacionada con la ausencia de

actividad bactericida podria justificar los resultados obtenidos por nosotros para los
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voluntarios 6 y 11, ya que el suero de estas muestras podria ser funcionalmente
deficiente debido a la presencia en ellas de este tipo de anticuerpos.

Por otro lado ignoramos el estado del sistema de complemento en estos dos
individuos, ya que no se llevo a cabo un estudio pormenorizado del mismo. Ambos
podrian sufrir una deficiencia en alguno de los factores que participan en la cascada,
impidiéndose la formacion del complejo de ataque a membrana y la lisis de la bacteria.

No obstante, la descripcion de este fendmeno escapa a la investigacion realizada
en este estudio, pero estamos seguros que futuros trabajos de nuestro Departamento

podréan aportar mas datos a las explicaciones que nosotros hemos desarrollado aqui.
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Del andlisis de la metodologia utilizada y de los resultados obtenidos en el ensayo

de los antimicrobianos estudiados, podemos extraer las siguientes conclusiones:

e Los antimicrobianos ensayados en el estudio son capaces de eliminar empiricamente

a Neisseria meningitidis en la nasofaringe.

e Aunque los betalactamicos muestran pequefias tasas de penetracion en secreciones,
en nuestro estudio demostramos que incluso a bajas concentraciones estos

antimicrobianos se comportan como bactericidas frente a N. meningitidis.

e A lavista de nuestros resultados la actividad de trovafloxacino resulta similar a la de

ciprofloxacino frente a la cepa de meningococo estudiada.

e Claritromicina es bactericida a concentraciones que se alcanzan en mucosa faringea.
Es por tanto una opcion tedrica frente a rifampicina en la profilaxis de la infeccion

meningocacica.

e Los Unicos antimicrobianos capaces de inducir un EPA significativo en la cepa

ensayada fueron las quinolonas, que retardan el crecimiento del microorganismo en

mas de 1 hora.
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En cuanto al estudio de la inmunizacion de voluntarios sanos con la vacuna de

polisacaridos A-C podemos concluir que:

e La administracion de la vacuna se traduce en una respuesta de anticuerpos totales y

bactericidas en los individuos participantes en el estudio.

e Los sueros de los sujetos que fueron vacunados inducen una reduccion significativa
de las UFC/mI en las curvas de muerte bacteriana. Atribuimos esta reduccion a la
actividad bactericida del suero méas que a la fagocitosis realizada por los leucocitos

polimorfonucleares.

e Segln nuestros resultados el grado de proteccion se correlaciona mejor con la

actividad bactericida del suero, por lo que debe ser cuestionada la muerte por

fagocitosis como predictor de proteccion.

e La proteccién inducida por la vacuna se mantuvo, al menos, un afio después de la

inmunizacion de los voluntarios participantes en el estudio.
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