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.... “los dolores que sufren los enfermos, las privaciones
que experimentan, la impotencia y languidez que los
postra, las angustias y congojas que atormentan su
espiritu; todo exige impetuosamente la mas constante
y eficaz asistencia, una compasion sin limites, una
afabilidad inalterable y todos los auxilios y todos los
consuelos que puede dispensar la ciencia mas benéfica
y la sensibilidad mas oficiosa. Si, lo merecen todos los
enfermos, porque todos son hombres y pertenecen a
nuestra especie.”
Dr. Toméas Romay
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SINTESIS

Con € abjetivo de profundizar en los aspectos microbiol dgicos y epidemiol 6gicos relacionados con
las cepas de Neisseria meningitidis aisladas en Cuba durante 20 afios (19822002), se rediz6 este
trabgjo. Se abtuvo un medio de cultivo Util para € transporte-conservacion de cepas aidadas en

Cubay otros paises. El Medio TC con liquido ascitico, mostré porcentajes de viabilidad aceptables
durante un periodo de 6 meses 'y después de 12 afios de dmacenamiento a la temperatura de 20-
25°C, se recuperd e 14,1% de las cepas conservadas en d. Se identificaron los marcadores
epidemioldgicos (serogrupos, serotipos, subtipos e inmunotipos) de 728 cepas de enfermos y
portadores, correspondientes a dos etapas. 1982-1992 (etapa epidémica) y 1993-2002 (etapa post-
epidémica). En los aidamientos de la etapa epidémica, tanto en las cepas de enfermos (96,77%)

como en las de los portadores (67,30%), predomind € serogrupo B, mientras que € C, sblo se
identificd en un nimero reducido de casos clinicos (1,43%). En esta etapa, prevalecié € fenotipo
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (60,84%); € 65,60% correspondio a cepas invasivasy € 48,08% a portadores;
€l resto de las asociaciones fenotipicas fueron diversas. En la etapa post-epidémica, e 100% de las
cepas de enfermos resultaron B. Sin embargo, entre los portadores de esta misma etapa,
prevaecieron las no agrupables (70,77%). El fenotipo B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (74,34%) sobresaio

nuevamente entre los aidamientos de enfermos de la etapa post-epidémica, no asi entre los
portadores, grupo donde predomind la asociacion NA:NT:P1L:NST: L3,7,9 (18,46%). Ademés, en
enfermos y portadores, existié una mayor diversidad de agrupaciones fenotipicas. Se demostré e

predominio del complgjo ET-5 (67%), entre las 91 cepas de enfermos de la epidemia, vinculado
principalmente a fenotipo B:4:P1.15 (62,6%). Se determind la sensibilidad antimicrobiana frente a
la penicilina de 283 cepas de enfermos y portadores aisladas en ambos periodos. Predominaron las
cepas sensibles (87,27%) y no hubo aidamientos resistentes, aunque el 12,73% mostré sensibilidad
disminuida. Los resultados obtenidos aportan datos de valor a estudio, prevenciony control exitoso
de la enfermedad meningocdécica en Cuba durante e periodo investigado, asi como a desarrollo y

evaluacion de la vacuna cubana contraN. meningitidis B y C (VA-MENGOG BCC’).
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1. INTRODUCCION Después de transcurrir casi 200 afios de investigacion sobre €

comportamiento de la enfermedad meningococica (EM), esta entidad clinica aln constituye
un problema de salud para muchos paises y provoca gran interés entre los profesionales de
lasalud y en la poblacion generd, por afectar fundamentalmente a la poblacion infantil, por
la gravedad de su cuadro clinico, evolucion severa, elevado nimero de muertes y secuelas
invalidantes (Vazquez, 2002; Daley, 2003).

Su agente etioldgico, Neisseria meningitidis, habita de forma natural las membranas mucosas de la
nasofaringe humana, sin provocar, en lamayoria de los casos, signos clinicos evidentes de infeccion
(Vézquez, 2000). En periodos no epidémicos, del 5-10% de la poblacion puede ser portadora
asintomaticay constituir un elemento crucial en su diseminacion (Aceitero, 2000). Una minoria de
la poblacion colonizada puede desarrollar alguna de las dos principales manifestaciones clinicas: la
meningoencefalitis meningococica (MM) y la meningococemia (MC) (Schoeller y Schmutzhard.,
2001; Dukey cols; 2003). La elevada morbi-mortalidad y temibles secuelas obliga a tomar medidas
coordinadas para evitar y controlar la diseminacién de brotes y epidemias. Para cumplimentar este
objetivo es importante disponer, en primer lugar, de una rapiday certera capacidad de diagnostico
sobre la base de una identificacion primaria del agente causd, 1o que permite tomar acciones

inmediatas y en segundo lugar, y con la misma prioridad, la caracterizacién de las cepas sobre la
base de sus marcadores epidemiol dgicos resulta imprescindible para trazar una politica adecuada de
prevencién, donde la vacunacion ocupa un lugar inaplazable (Pollard y Frasch., 2001; Véazquez,

2002).

La caracterizacion fenotipica sobre la base de sus marcadores epidemiol gicos resulta un objetivo
fundamenta en las investigaciones dirigidas a estudio de las cepas de N. meningitidis circulantes
(Tonddlla y cols., 2000; Tzanakaki y cols., 2001). Entre éstos tenemos a serogrupo, Serotipo,

subtipo e inmunctipo. Inicialmente, la identificacion del polisacarido capsular (PC) permitié la
clasificacion de N. meningitidis en serogrupos; posteriormente, € estudio de sus proteinas de

membrana externa (PME) y diferencias estructurales de sus lipooligosacé&ridos (LOS), posibilitaron
la caracterizacion de los sero/subtipos e inmunotipos respectivamente (Frasch y cols, 1985).

El desarrollo actua de la epidemiologia molecular congtituye un arma poderosa para € estudio de
brotes y epidemias. La aplicacion de estos nuevos métodos posibilita detectar diferencias genéticas
entre las cepas aidadas y d mismo tiempo, incrementan la informacion que ofrecen los métodos
fenotipicos (Caugant, 1998; Tzanakaki y cols., 2001; Vazquez y Berrdn, 2004). Entre los métodos
moleculares, los estudios de polimorfismo enziméatico brindan una valiosa informacion sobre la
base de una matriz completa de relaciones entre la diferente movilidad electroforética de un grupo
de enzimas citoplasmaticas que se relacionan de manera directa con la variacion de sus respectivos
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genes estructurales (Caugant, 1998). Recientemente, basado en la secuenciacién de genes
estructurales y virulentos, se propone un nuevo esquema de identificacién bacteriana conocido con
las siglas MLST dd inglés “multilocus sequence typing”, que establece las relaciones genéticas

entre las cepas e identifica miembros de lingjes hipervirulentos. Ademés de proporcionar un valioso
sistema de caracterizacion e identificacion entre clones bacterianos, posee como ventgjas
adicionales, la posibilidad de trabagjar con material no infeccioso distribuido por correo y comparar
por Internet los resultados entre diferentes laboratorios (Maiden y cols., 1998; Vézquez y Berrdn,

2004).

S importantes son los esfuerzos destinados a disminuir la incidencia de la EM e identificar las
cepas circulantes, relevantes y necesarios son también los que se dirigen hacia la vigilancia del

comportamiento de N. meningitidis frente a los antimicrobianos utilizados para € tratamiento y la
profilaxis de esta enfermedad (Arreaza y cols., 2000°). Entre los marcadores epidemiol dgicos se
sefialan también laresistencia a la sulfadiacina sddica y sensibilidad disminuida (SD) a la penicilina
(Oppenheim, 1997; Saez-Nieto 'y Vazquez, 1997; Vazquez, 2001).

Aunque la resistencia a la sulfadiacina se detect6 desde los afios 50, la primera evidencia de fallo
clinico ocurrié en 1963 (Millar y cols., 1963). A partir de ese momento, aumentd en todo € mundo,
e aidamiento de cepas resistentes vinculadas a brotes y epidemias (Oppenheim, 1997). A esta
problematica, se afiadio en 1985 la emergencia de cepas con SD a la penicilina, antimicrobiano de
eleccion en la terapéutica de la EM. La prevalencia de cepas con estas caracteristicas varia en

diferentes regiones del mundo, pero hasta la fecha, Espafia reporta los porcentgjes més altos de
aislamiento (SéezNieto y Vézquez, 1997; Arreazay cols., 2000%. Se describen también cepas de
N. meningitidis resistentes a la tetracicling, rifampicina y recientemente notifican en Vietnam y

Francia, aidamientos resistentes a cloranfenicol (Oppenheim, 1997; Galimand y cols., 1998; Shultz
y cols., 2003).

El desarrollo de la epidemia de EM en Cuba, constituy6 el principal problema de salud en la década
dd 80 y condujo ainvestigaciones encaminadas a obtener una vacuna eficaz paralaprevenciony €

control de esta entidad clinica. Entre las medidas tomadas, la creacion del nuevo Laboratorio

Naciona de Referencia de Meningococo (LNRM) en 1983 (Valcarcel y cols, 1991), permitié

iniciar las investigaciones microbiol 6gicas necesarias para seleccionar la cepa representativa de la
epidemia cubana. Ademés, por laimportancia de la conservacion de las cepas de N. meningitidisy
como parte de la vigilancia epidemioldgica, se trabgjo también en la abtencién de un medio de
trangporte-conservacion que posibilitara @ envio sistemético de la mayoria de las cepas aidadas en
€l pais. La sdleccion de la cepa vacunal resultd un elemento crucial en € desarrollo y obtencién de
VA-MENGOC-BCO(Sierray cols., 1991; Pérez y cols, 2003). Gracias al conjunto de estas medidas
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y especificamente al empleo masivo y programado de esta vacuna, la EM no congtituye actualmente
un problema de salud en Cuba, sdlo se presenta en casos aislados.
El diagnéstico y la caracterizacion de cepas de N. meningitidis aidladas de enfermos y portadores,
junto a los estudios de resistencia antimicrobiana, aportan una valiosa informacién a conocimiento
de la dindmica de la EM en todo € mundo. Ademas, disponer de un mejor diagndstico e
identificacion, proporciona datos importantes para € enfoque de nuevas estrategias de produccidn
y & mejoramiento de preparados vacunales contra este microorganismo. Se obtiene asi, un mejor
conocimiento de la dinamica epidemioldgica de las cepas circulantes, para en caso hecesario,
vaorar dternativas en laincorporacion de nuevos antigenos que respondan a las cepas prevalentes
(Vézquez, 2002).
Existen aln problemas en e mundo acerca del conocimiento, diagndstico, prevencion, control y
tratamiento de la EM. Entre éstos se encuentran: la sensibilidad de algunas poblaciones aenfermar,
su naturaleza epidémica esporadica, 10s mecanismos responsables de la erradicacion del portador,
las razones para la naturaleza fulminante de la EM y los problemas relacionados con la capacidad
de las vacunas disponibles para € control de brotes y epidemias. Hasta que se respondan éstas y
muchas otras interrogantes, la EM constituira un flagelo entre las poblaciones humanas. Sobre la
base de |0s antecedentes y problemética descrita anteriormente se postula la siguiente HIPOTESI S
La caracterizacion de las cepas de Neisseria meningitidisaisladas de enfermos 'y portadores,
brindar& datos valiosos para e conocimiento y control de la enfermedad meningocécica tanto
en la etapa epidémica como postepidémica. La obtencion de un novedoso medio de
conservacion y transporte, permitira una elevada recuperacion de estas cepas y hara posible
dichacaracterizacién
Para confirmar esta hipétesis, 10s objetivos trazados fueron |os siguientes:
OBJETIVO GENERAL: Contribuir al mejor conocimiento y caracterizacion de cepas de N.
meningitidisaidadas en Cuba durante un periodo de veinte afios (1982-2002).
OBJETIVOSESPECIFICOS
» Obtener un medio de transporte y conservacién (TC) que permita una mayor viabilidad,
recuperacion y caracterizacion de cepas de N. meningitidis remitidas por los Laboratorios de
Microbiologia de Cubay de otros paises.
» Identificar los marcadores epidemiol 6gicos (serogrupo, serotipo, subtipo, inmunotipo), en cepas
de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante un periodo de 20 afios.
> Determinar € tipo electroforético (ET) mediante electroforesis de enzimas multilocus (EEM) y
su asociacién con otros marcadores epidemiolégicos en cepas de N. meningitidis aidadas
durante la epidemia.
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> Identificar los patrones de sensibilidad frente a la penicilina de cepas de N. meningitidis aidadas
de enfermos y portadores en la etapa epidémicay post-epidémica.

El presente trabajo contiene |os siguientes aspectos que constituyen NOVEDAD CIENTIFICA:

» Se abtuvo por primeravez en Cubay se patentd, un medio de cultivo que permiti6 € transporte
y la conservacion de N. meningitidis. Su disponibilidad permite @ intercambio de cepas y la
colaboracién de Cuba con otros paises.

» Lacaracterizacion fenotipica de cepas aidadas de enfermos y portadores en la etapa epidémica
y post-epidémica, posibilitd identificar los marcadores epidemioldgicos de N. meningitidis
durante 20 afios. Estos resultados aportan datos de extraordinario valor epidemiolégico y
permiten establecer la historia microbiol 6gica de las cepas circulantes en Cuba en este periodo.

» El presente trabgjo, en la etapa correspondiente, contribuyd a sentar las bases para la seleccion
de la cepa vacund (cepacon lacua se dabord lavacunaVA-MEN GOC—BCO).

> En la etapa pst-epidémica, congtituye uno de los elementos fundamental es para la evaluacion
dd impacto de la vacuna cubana antimeningocécica BC (VA-MEN GOC-BCO).

» Se aplico por primera vez en Cuba, en aisamientos de N. meningitidis B correspondientes ala
etapa epidémica, la técnica de EEM. Su empleo permitié demostrar € carécter clonal de estas
cepas. Se identificd € predominio del complgjo ET-5 y la presencia del cluster A-4, ambos
involucrados en brotes y epidemias en diversas regiones del mundo.

» Seidentificaron los patrones de sensibilidad in vitro alapenicilina por e método de dilucién en
agar, de cepas aidadas de enfermos y portadores durante |a etapa epidémica 'y post-epidémica,
lo cud permiti6é conocer e comportamiento de N. meningitidisfrente a este antimicrobiano.

VALOR TEORICO: El presente documento contiene los resultados obtenidos con € disefio y

empleo de un medio de cultivo para la conservacion y transportacién de cepas de N. meningitidis

aidadas en Cubayy otros paises. Ademas, resulta la investigacion més completa realizada en nuestro
pais en cuanto a la identificacion de los principales marcadores epidemiol égicos y microbiol égicos
de cepas circulantes en la etapa epidémicay post-epidémica. Parte de |os resultados de este trabajo
recibieron reconocimientos como: Premio de la ANIR (1986); Destacado en €l Primer Taller sobre

Colecciones de Cultivo de Cuba (1996); Resultados Relevantes IPK (1991, 1992, 1993, 1995, 1997,

2001); Premios en € Forum de Base ddl Ingtituto Finlay (1996, 1997, 1998, 1999, 2001, 2003,

2004); Logro Anua de la Academia de Ciencias de Cuba (1991, 1992, 1993, 1995, 1997, 2000,

2001, 2003); Mencién Especial del Forum Provincia de Ciencia'y Técnica (1995, 2001, 2002);

Mencién Especial dd Forum Naciona de Ciencia y Técnica (1995, 2002, 2003). Parte de la

tematica de este trabajo se ha publicado en 39 articul os cientificos de éstos, 20 aparecen en revistas

nacionales y 19 en revistas extranjeras. Ha formado parte también de 3 folletos editados por €



INTRODUCCION 5

MINSAP, de 2 Premios Anuales de la Salud (2001, 2002) y del capitulo Neisseriay Moraxdla
catarrhalis dd libro Microbiologia y Parasitologia Médicas (Premio de la Critica Cientifico
Técnica 2001, Premio Anual de la Salud 2002 y Ponencia Destacada en € X1V Forum Nacional de
Cienciay Técnica 2003). Han constituido temas de Proyectos de Grado (1), Trabgjos de Diploma de
la Licenciatura de Microbiologia (3), Trabgjos de Terminacion de la Residencia en Microbiologia
(7) y Tesis de Maestria en Microbiologia (6), defendidos en € periodo 1990-2004.

VALOR PRACTICO Y VALOR SOCIAL: Con la creacion, evaluacion y disponibilidad del
medio de transporte-conservacion, se realizd una enorme contribucion cientifico-précticaa hacerse
redlizable le recuperacion efectiva de cepas de N. meningitidis desde los lugares mas recénditos y
menos equipados, incluso de otros paises, haciendo posible & estudio y la comparacion smultanea
de cepas recuperadas de enfermos y portadores, solo factible, en lugares con acceso rapido a la
liofilizacion, actividad realmente limitada en el mundo. Por otra parte, caracterizar |os aislamientos
invasivos de los afios 80, sentd las bases para la seleccion de la cepa sobre la que se elabord VA-
MENGOC-BC?, con la seguridad de estar seleccionando una cepa representativa de la epidemiade
Cubay la continuidad ddl estudio, ha consolidado la orientacion de la seleccion. Los resultados de
la sensibilidad a la penicilina han demostrado que este antimicrobiano sigue siendo Util en €
tratamiento de la EM en Cuba. Actualmente, este trabgjo constituye € principal y méas completo
estudio realizado con cepas aidadas en Cuba durante la etapa epidémicay post-epidémica. Ademas,
es consulta obligada tanto para futuros estudios de este tipo, como para su correlacion con los
basados en métodos de biologia molecular y es fundamental en los trabajos de evaluacion de VA-
MENGOC-BC® y en investigaciones para nuevas generaciones vacunaes. Conjuntamente, la
elaboracion de tesis y folletos editados por d MINSAP, sobre los aspectos tedrico-practicos del
diagnéstico, clasificacion y valoracién de la respuestainmune de N. meningitidis, sirven de valiosa
informacién para € diagnostico microbiologico y € estudio de sus principales marcadores
epidemioldgicos. Parte de | os resultados abtenidos con este trabajo resultan imprescindibles para
estudio integral de la EM en Cuba y aportan datos de gran valor préactico y metodoldgico para
abordar esta temética.
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2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia dela enfermedad meningocécica (EM)

Tomas Willis en 1661, fue @ primero en sefidar una epidemia de EM, pero no es hasta 1805, en que
Vieusseux describié de forma clara 'y precisa un brote ocurrido en Ginebra, Suiza. Posteriormente,
se confirmd su naturaleza epidémicay tendencia por presentarse en nifios y campamentos militares.
En 1884, Marchiafavay Célli identificaron, pero sin lograr cultivarlo, un micrococo ova dentro del
citoplasma de los leucocitos. En 1887, Weichselbaum lo aid6 del liquido cefalorraquideo (LCR)y
estableci6 la relacion epidemiol gica existente entre N. meningitidis y la meningitis cerebroespinal
epidémica. Kiefer en 1896, asi como Albrecht y Ghon en 1901, sefidaron la importancia de los
portadores entre las personas sanas 'y también en esa etapa, se iniciaron los estudios de clasificacion.
En 1909, Dopter reconoci6 los serotipos, hecho que permitié a Flexner en 1913, demostrar € valor
de la inmunoterapia. En las primeras décadas del Siglo XX, Glover observd que los portadores
aumentaban entre reclutas militares durante las etapas de hacinamiento y asocié este hecho con €l
incremento de casos clinicos. Durante la | Guerra Mundia se reportaron casos de EM en: Canada,
Inglaterra, Austrdia, Nueva Zelanda, Alemania y Estados Unidos, los casos se producian
fundamentalmente entre |os reclutas de nuevo ingreso y disminuian al concluir los entrenamientos,
situacion que obligé a tomar medidas preventivas para reducir € estado de portador. En 1915,
Gordon y Murray publicaron € primer sistema de clasificacion, € mismo que se utilizo hasta 1950,
fecha en que la Asociacion Internacional de Microbiologia adoptd la nomenclatura vigente. Al
finaizar los afios 30 e iniciarse la década ddl 40, € tratamiento con sulfadiacina sodica disminuyo
lamortalidad; los médicos se sintieron seguros con este antibacteriano, pero en 1963 se observo que
la EM persistia entre los militares de Estados Unidos. La sulfadiacina erradico los brotes de la |1
Guerra Mundia, momento en & que se vieron afectados los reclutas de nuevo ingreso y poblacion
civil de Alemania, Noruega, Francia, Bégica, Austria, Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos
(Cartwright, 1995°).

El aumento de laresistencia a la sulfadiacina y la ausencia de una quimioprofilaxis eficaz, llevo a
inicio de investigaciones sobre lainmunoprofilaxisy a desarrollo de vacunas contra N. meningitidis
Ay C (Gotschlich y cols., 1969). El descubrimiento de la penicilinaen 1929 y su generalizacion 20
afos después, la convirtieron en el antimicrobiano de eleccion para € tratamiento delaEM y por su
escasa toxicidad, sustituyd a la sulfadiacina. Sin embargo, 35 afios después se reportd en Espania
una subpoblacién de cepas con SD a la penicilina (Sdez-Nieto y Véazquez, 1997), situacion que
posteriormente se reconocid como un fendmeno emergente, de amplia distribucion geogréficay de
unagran variabilidad poblacional (Campos, 1997).
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Yasea por la aplicacion de lainmunoprofilaxis en reclutas de Estados Unidaos, 0 por razones menos
obvias, la EM disminuyd entre los militares después de la Il Guerra Mundia, pero nuevamente
result6 un problema de salud para las tropas americanas de Vietnam. Las epidemias prosiguieron y
aunque las tasas més elevadas se notifican en Africa, éstas se presentan en cualquier parte del

mundo. En los dltimos 30 afios ocurrieron epidemias en: China, Vietham, Mongolia, Arabia
Saudita, Yemen, € Continente Europeo y Americano (Cartwright, 19955 WHO, 1998).

En Cuba, aunque los datos historicos datan desde 1916, fue en 1938 cuando Martinez Cruz publico
los primeros casos de EM y el aislamiento de 5 cepas de N. meningitidis, la mayoria del serogrupo
C. En esamisma etapa, Aballi sefial 6 casos sospechosos de EM vy los relaciond con la movilizacion
de tropas norteamericanas a Cuba (Vacarcd y cols, 1991). Entre 1916-76, ocurrieron casos
esporadicos y pequefios brotes, pero € brote intra-domiciliario de mayo de 1976 marcd € comienzo
de la epidemia de nuestro pais (Suarez, 1984). En 1975, controlada la epidemia de Brasil por N.
meningitidis A y C, la natificaciéon de brotes en Ciudad de La Habana, intensifico la vigilancia
epidemiol 6gica de esta enfermedad. En 1979, la incidencia ascendi6 a 5,6/100 000 habitantes, cifra
tres veces superior ala de 1978. Los serogrupos predominantes fueron € C (50%) y € B (34,3%).
Los nifios de 10-14 afios, seguidos por los menores de 1 afio, constituyeron los grupos mas
afectados (Valcarcd y cals., 1991).

En 1979, se administrd lavacuna A-C (bioMérieux) ala poblacion entre 3 mesesy 19 afios de edad,

se alcanz6 una cobertura del 8%, y a pesar dd esfuerzo desarrollado, la incidencia continud en

ascenso a expensas del serogrupo B (78,4%) (Valcarcd y cols,, 1991). En 1980, laEM se convirtié
en € principal problema de salud para Cuba por su elevada tasa de incidencia (5,9/100 000

habitantes); en ese momento, & serogrupo B resultaba € maximo responsable de la epidemia. El

mayor nimero de casos se notificd en 1983, con una tasa de incidencia general de 14,4/100 000

habitantes, aunque en los menores de 1 afio fue més elevada (120/100 000 habitantes) (Valcarce y

cols,, 1991; Pérez y cals., 1999).

Ante lamagnitud de la epidemia, se fortalecié e Programa de Vigilancia Epidemiol 6gica de Cuba,

Sse comenzaron estudios de portadores y en 1982, se iniciaron los trabajos encaminados a obtener
una vacuna efectiva contra € serogrupo B. En apenas 5 afios y tras arduas investigaciones bésicas,

estudios farmacol dgicos, preclinicosy clinicos, junto a la intensificacion de las etapas de desarrollo
y el escalado productivo, se logré VA-MENGOC-BC®, vacuna antimeningocécica cubana contra
los serogrupos de N. meningitidis By C(Sierray cols; 1991; Sotolongo y cols., 1999).

Una vez cumplimentadas |as investigaciones preclinicas y clinicas, se le otorgd e Registro Médico
Sanitario por la autoridad reguladora de Cuba. Entre 1989-90, se realiz6 lainmunizacién masiva a

la poblacion de 3 meses-24 afios de edad y se alcanzd una cobertura general del 95%, medida que
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provocd un descenso de laincidencia general. A partir de 1991, VA-MENGOC-BC®se incorpord a
Programa Nacional de Inmunizaciones del Ministerio de Salud Piblica (MINSAP); la eficacia
clinica fue del 83% entre la poblacion inmunizada de 10-16 afios y se demostré también el impacto
en los menores de 5 afios. Ademés, en éste y otros grupos, disminuyé b morbi-mortalidad por EM
(Seray cols, 1991; Pérez y cals., 1999., Sotolongo y cols., 1999).

2.2 Taxonomia y consideraciones micrabiol6gicas de N. meningitidis.

N. meningitidis pertenece a Reino Procarionte; Division | Protophyta; Seccion |V: Bastonesy
cocos Gram negativos aerobios/microaerdfilos; Familia VIII: Neisseriaceae; Género | Neisseria;
Especie tipo. Neisseria gonorrhoeae (Joklik y cols., 1998).

La Familia Neisseriaceae, compuesta por cocos 0 cocobacilos Gram negativos aerobios con
tendencia a agruparse en pargjas, esta formada por los géneros: Neisseria, Acinetobacter, Kingellay
Moraxella. El género Neisseria comprende al menos 20 especies aisladas del hombre y los animales
(Bacterid nomenclature Upto-date. http://www.dsmz.de/bactom/nam2092.htm), entre las especies

aidadas del hombre tenemos a N. meningitidis, N. gonorrhoeae, Neisseria polysaccharea,
Neisseria lactamica, Neisseria subflava, Neisseria flavenscens, Neisseria mucosa, Neisseria
cinerea, Neisseria elongata, Neisseria sicca, Neisseria wearieri; € resto, se detecta en animales

(curidles, perros, gatos, lagartos, monos) (http://www.ridom.de/).

N. meningitidis tiene forma esférica (coco), es Gram negativay en ocasiones resultarefractariaala
decoloracion. Se presenta aislada o en pargjas (diplococos), con los lados adyacentes planos y la
apariencia de granos de café. Como puede sufrir autolisis con facilidad, las tinciones de los cultivos
envelecidos varian en cuanto a su formay tamafio. La observacion microscopica directa a partir de
muestras clinicas, expone su localizacion dentro o fuera de los leucocitos polimorfonucleares. En

dependencia de la especie, fuente de aidamiento y edaddel cultivo, presentan didametros entre 0,6 a
1,5 mm. Poseen capsulay pili, son no esporulados e inméviles (Joklik y cols., 1998).

N. meningitidis es exigente en sus requerimientos nutricionales, se cultiva en medios enriquecidosy
dentro de limites estrechos de temperatura (35-37 °C) y pH (7,2-7,4). Es sensible a la desecacion,

antisépticos, desinfectantes y cambios de temperatura; precisa de una humedad elevaday atmosfera
con 510% de CG. Su crecimiento se inhibe por la accion de los acidos grasos, 0 sales, situacion
gue puede contrarrestarse mediante la adicion a los medios de cultivo de suero, alblmina, carbdn,

entre otros, compuestos capaces de adsorber |os productos téxicos liberados a medio (Ajelloy cal.,
1984; Abdainy cols., 1985; Guibourdenchey Riou, 1997).

N. meningitidis es quimiorganotrofico y patdgeno primario para € hombre. Tiene un ato grado de
relacion genética con N. gonorrhoeae (80% de similitud en su secuenciacion nucleotidica),
diferenciandose entre si por pruebas de |aboratorio, caracteristicas especificas y las manifestaciones
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clinicas que producen (Guibourdenche y Riou, 1997). Su identificacién y diferenciacién con el resto
de las especies dd género Neisseria, seredliza por pruebas bioquimicas y enziméticas. Los patrones
de fermentacion que producen, constituyen uno de los principales méodos para su diferenciacion.
N. meningitidis degrada la glucosa y la matosa con la producciéon de acido, pero no de gas. No

degrada la sacarosa, fructosa, lactosa ni manitol. Sin embargo, esén descritas cepas atipicas, éstas
se denominan “cepas deficientes’” y originan cuadros clinicos diversos (Saez-Nieto y cols., 1986;
Otero y cols., 2002). Entre las pruebas claves para su identificacion se destacan: la produccion de
oxidasay catalasa, la actividad g-Glutamil-aminopectidasa positivay € no poseer b-Galactosidasa,
lipasas ni DNasa (Guibourdenche y Riou, 1997; Zhu y cols., 2003). Recientemente, notificaron en
Japén una cepa gGlutamil-aminopectidasa negativa por mutacion del gen ggt (Takahashi y cols,,
2002). La importancia del hierro en su supervivencia, estimula € interés por conocer laos
mecanismos gque N. meningitidis emplea para su adquisicion (Perkins-Balding y cals., 2004).

2.3 Estructura antigénica y mar cador es epidemiol égicos

Las cepas de N. meningitidis varian en su virulencia (Jensen y cols,, 2003; Meyers y cols., 2003).
Su heterogeneidad es una caracteristica propia, pudiendo variar en su especificidad antigénica,

capacidad para invadir € cuerpo humano y en su poder para provocar infecciones. Pueden evadir
los mecanismos de defensa del organismo debido a sus componentes superficides y a la secrecion
de moléculas y vesiculas complegjas (“blebs”) que modulan o desvian € sistema inmune. También
pueden utilizar factores del hospedero para su proteccidn y crecimiento (Meyersy cols., 2003). En
anexo 1, se presenta una figura de la estructura antigénica de N. meningitidis.

Entre sus principal es factores de virulencia se encuentran:

Secrecion de proteasa IgA: LalgA secretoria es la mayor fraccion de anticuerpos (Ac) presente en
la superficie mucosal y parece ser € principad mecanismo de proteccion de las mucosas del
hospedero (Ochoa y Leiva., 2001). Esta inmunoglobulina blogquea la colonizacion e invasion de la
mucosa nasofaringea por bacterias patégenas. N. meningitidis segrega una proteasa (IgA proteasa)

(Lin y cols., 1997). Esta se secreta como precursor, se transporta a través de la membrana
citoplasméticay sale d exterior através de un poro. La actividad proteasa muestra especific idad por
lasubclase 1 de IgA y no tiene efecto sobre la subclase 2 (Abraham y cols., 1999). El sitio de corte
de lalgA 1 seidentifica en la region bisagra 'y da lugar a dos fragmentos. Fab y Fc. La ruptura
inactiva a lainmunoglobulina ya que como se conoce, la porcién Fc media las funciones biolégicas
y la porcion Fab tiene funcion de reconocimiento. La IgA proteasa se secreta por: N. meningitidis,
N. gonorrhoeae, Sreptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae (Abraham y cols,, 1999) y

muestra una ata homologia de secuencia, 1o cua sugiere una elevada asociacion con la virulencia

de estos tres microorgani smos.
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Estructuras vesiculares (“blebs”): N. meningitidis produce estructuras vesiculares complejas
formadas por PME y LOS, ambas representan un papel importante en la patogenia de la EM, son
responsables de la variacién de fase y de lamimica antigénica, se enlazan alos Ac eintervienen en
lainduccién de la endotoxina mediadora del shock séptico (Poolman'y coals., 1995).

Pili: Los pili, son filamentos proteicos ubicados en la superficie celular, estan compuestos por

unidades repetitivas de pilinay su funcion es facilitar la adhesion ala mucosa bucal o faringeay a

endotelio vascular. La adherencia a la superficie de la mucosa resulta esencia para la colonizacion
de la nasofaringe; la presencia del meningococo a este nivel, constituye una fuente de transmision
haciaindividuos susceptibles y € punto de invasion parala EM (Poolman y cols., 1995).

La importancia del pili en la adherencia de N. meningitidis a las células epiteliales aumenta la
posibilidad de que Ac anti-pili interfieran e inicio del proceso de la EM (Poolman y cols., 1995).
Experimentos con cultivos de tgjido nasofaringeo demuestran que N. meningitidis se adhiere de
forma selectiva a receptores especificos paralos pili, presentes en las células columnares no ciliadas
de la nasofaringe. Las bacterias sin pili presentan una menor capacidad de unién. Hay dos tipos de
pili (clase 1, clase 2), lamayoria de las cepas expresan los de clase 1, antigénicay estructuralmente
similares alos de N. gonorrhoeaey los de clase 2 son diferentes. Cualquier tipo de pili presenteen
N. meningitidis, dafiapor igud € epitelio de la nasofaringe (Virji y cols., 1992).

Polisacarido capsular (PC): Se considera un factor de virulencia por inactivar al complemento e
interferir la opsonizacion, evitando la fagocitosis y la lisis mediada por € complemento. Debido a
sus diferencias estructurales se reconocen 13 serogrupos (A, B, C, D, 29E, Wiss, X, Y, Z, H, 1, K,y
L). Estos se denominan con letra maylsculay se identifican por las reacciones de aglutinacién con
antisueros grupo-especificos. Algunos, no aceptan a serogrupo D por haber perdido su cdpsula,

hecho que lo convierte en una cepa no agrupable (NA) (Joklik, 1998). Los serogrupos B y C, se
asocian frecuentemente a procesos invasivos y poseen é&cido sidlico en su PC, propiedad que les
confiere resistencia contra |os mecanismos inmunol égicos mediados por el complemento (Vogel y
cols., 1996). El PC delos serogrupos A y C induce la formacion de Ac especificos, mientras que €
PC del B, es pobre desde e punto de vistainmunogénico por su sensibilidad a las neuraminidasas y
la inmunotolerancia, debido a su similitud con estructuras de &cido sidlico presentes en los tgjidos
humanos (Vazquez, 2002). La estructura de PC ddl serogrupo B es homdloga con las cadenas
cortas de &cido neuraminico del enlace a(2-8), presentes en los gangliésidos humanos y en las
glicoproteinas fetales. De esta forma, Ac generados contrael PC del serogrupo B pudieran crear una
respuesta autoinmune (Frasch, 1995).
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De la nasofaringe se aidlan cepas sin PC, aungue los aidamientos de casos invasivos son cas
siempre capsulados y sugieren el papel de esta estructura como atributo de patogenicidad (Vazquez,
2002).

La expresién de la capsula no es una caracteristica estable, ya que al ser N. meningitidis una
bacteria naturalmente transformable, los procesos de intercambio genético pueden provocar
modificaciones en € tipo de capsula que expresan (Alcaa y cols., 2003), con la consiguiente
aparicién de variantes genéticas de cepas serogrupo C, que expresan capsula del B (o viceversa).
Este proceso puede evadir la respuesta inmunoldgica generada por la vacunacion y se sefida que
aungue su mecanismo no es producto de la aplicacion de campafias masivas de vacunacién, a
menos tedricamente, las cepas podrian ser seleccionadas de forma positiva por este tipo de
intervencion. La posibilidad de que esta eventualidad suceda, puede convertirse en un importante
mecanismo de virulencia, debido a que las nuevas cepas circulantes parecen mantener e potencia
epidémico de las cepas precursoras (Rosenstein y cols., 2001; Alcalay cals., 2003).

Proteinas de membrana externa (PME): Son componentes estructurales de la membrana externa
con importantes funciones para mantener la vida de N. meningitidis. Segiin su peso molecular se
identifican 5 clases de proteinas mayoritarias (1-5). Ademas, las PME permiten la clasificacion de
N. meningitidis en sero/subtipas, forman parte de los marcadores epidemiol égicos y resultan buenos
inmunégenos (Bethell y Pollard, 2002; Arigita y cols., 2003). Las PorA (PME clase 1) y PorB
(PME clase 2/3), son porinas que permiten € paso de iones a través de la membrana celular
(Massari y cols., 2003). Las PorA son cuantitativamente variables y algunas cepas no las expresan.
Sin embargo, todas las cepas de N. meningitidis poseen PME clase 2 y 3, mutuamente excluyentes
entre si, cuantitativamente las principales y posibilitan la clasificacion de este microorganismo en
serotipos (Frasch y cols., 1985; Poolman y cals., 1995).

Las PorA permiten la clasificacion de N. meningitidis en subtipos y las mutaciones en € gen porA
pueden ocasionar variabilidad dentro de una misma cepa. A partir de la informacién que brinda su
secuenciacion genética, se obtuvo un modelo sobre la organizacion de la proteina dentro de la
membrana externa, ello predijo que PorA, presenta una serie de plegamientos b-anfipéticos que
atraviesan la membrana externa y generan 8 lazos hidrofilicos expuestos en la superficie bacteriana.
Las PorA abergan tres regiones variables (RV): RV1-RV3. Estas se ubican en los lazos
superficides | y 1V de la estructura propuesta para las PorA (Poolman y cols., 1995; Peetersy cols.,
1999). Cada RV determina un subtipo, definidos por reacciones particulares con anticuerpos
monoclonaes (AcM) y se designan con nimero ardbigo, precedido por € prefijo P1. Este sistema

se introduce sin tener en cuenta e beneficio que reporta € conocimiento detalado de la estructura
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antigénica de PorA y origina un esquema con tres formas de identificacion (Poolman y cols., 1995;
Feaversy cals., 1996; Ihley cols., 2003).

Las variaciones antigénicas de PorB y PorA crean las bases de la serotipificacion y subtipificacion
respectivamente. Los serotipos se designan también por niimeros ardbigos. Los sero/subtipos se
identifican por ELISA de células enteras con AcM y aquellas cepas que ho reaccionan con los AcM

disponibles hasta la fecha, se les denominan como “no tipable” (NT), o “no subtipable” (NST),

respectivamente (Abdillahi y Poolman, 1987). Hasta la fecha se definen 22 serotipos, algunos (2, 4
y 15), se vinculan con brotes y epidemias (Caugant, 1998; Popovic y cols., 2000; Sacchi y cols.,

2001; Pirez y cols,, 2002; Zerouali y cols., 2002; Jensen y cols., 2003). En 1995, describieron a

serotipo 22 entre cepas B, Cy NT de Europa Central (Krizovay cols., 1996; Skoczynskay cols.,

2000).

Las PME clase 4 (Rmp) estan altamente conservadas en N. meningitidis y muestran homologia con
laproteina Pl de N. gonorrhoeag y la OmpA de E. Coali. Algunos AcM (no bactericidas) dirigidos
contra ella, bloguean los efectos bactericidas de otros Ac dirigidos contra los antigenos (Ag) de
superficie, cuando se utilizan en atas concentraciones (Munkley y cols., 1991). No obstante, este
efecto no se observa cuando experimentos similares in vitro se redizan con inmunoglobulinas
especificas contra este Ag, purificados a partir del suero de personas inmunizadas con preparados
de PME. Lafuncién de la PME clase 4 o su importanciain vivo en la patogénesis de laEM no esta
bien dilucidada (Poolman, 1995).

Las proteinas clase 5 (Opa, Opc) estan expuestas en lamembranay se les consideran Ag vacunales
(Sacchi y cols., 1995). Poseen una estructura triméricay se han subdividido en Opa, expresadas por
N. meningitidisy N. gonorrhoeaey Opc (5C). Su grado de expresion es variable, y tanto Opa como
Opc, muestran un alto grado de variaciéon de fase (Meyer y van Putten., 1989). Las proteinas dase
5, juegan una importante funcion en la adhesion e invasion bacteriana a las células del huésped

(Pujol y cals., 2000). Algunas Opa, pueden mediar la adhesion de N. meningitidisa las céulas del

epitelio humano en los estadios iniciales de la enfermedad y Opc, puede intervenir en la adhesiéon a
las células del epitdio y del endotelio humano (Virji y cals., 1992; Hardy y cals., 2000). Las Opa
son denominadas también termol abiles y muestran pesos moleculares diferentes. Pueden producirse
gran cantidad de proteinas Opa diferentes, éstas contribuyen a la evasion del sistema inmune y

resultan similares a las PME de enterobacterias (Virji y cols, 1992). El estudio de las bases
genéticas parala expresion variable de las Opa plantea que una simple cadena contiene varios loci,

y los cambios en una secuencia respectiva localizada en la region que codifica para € péptido sefial,

dan lugar a diferentes tipos de Opa para una misma bacteria. La Opc tiene poca homologia con Opa
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al nivel de los aminoéacidos, de igual forma, es bioguimica, genética e inmunol dgicamente distinta a
otras proteinas clase 5. A diferencia de éstas, Opc es altamente conservada (de Vriesy cals., 1998).

Proteinas reguladas por hierro: La habilidad de las bacterias patégenas para adquirir hierro en e
hospedero congtituye un elemento clave en la patogénesis (Rohde y Dyer., 2003). La disponibilidad
dd hierro en los fluidos tisulares de los mamiferos es bgja. Estos fluidos, incluyendo las secreciones
mucosales, contienen glicoproteinas de ata afinidad por € hierro, entre elas, transferrina (Tf) y

lactoferrina (Lf). Estas proteinas unen hierro de formatal, que no queda hierro libre disponible para
ser utilizado por las bacterias invasivas (Perkins-Balding y cols., 2004). Cuando existen altos
niveles de hierro, las bacterias utilizan los sistemas de bagja afinidad para tomarlo de forma pasiva.
El primero y més estudiado involucra la sintesis de agentes quelantes del hierro (sideréforos),

capaces de remover € hierro de la Tf y Lf. Algunos, pueden unir sideréforos producidos por otros
organismos (sideréforos exégenos) (West y cols., 2001). N. meningitidis no produce sideréforos y
desarrolla un mecanismo de adquisicion mediado por receptores de la membrana externa, que
interactdan directamente con la Tf o la Lf (Perkins-Balding y cols., 2004) o con la hemoglobina
unida a la proteina sérica haptoglobulina (Lewis y cols., 1997). Dicho mecanismo involucra la
expresion de proteinas importantes en € curso de la EM, que median la utilizacién del minerd. El

conjunto de ellas se conoce como proteinas reguladas por hierro, e incluye al menos un receptor de
Lf (Lbp), dos proteinas receptoras de Tf (Thp), una proteina que se une a hierro (Fbp) y un receptor
de hemoglobina (Hpu) (Lewis y cols., 1997). Durante d crecimiento en medios sin hierro, N.
meningitidis expresa dos proteinas (TbpA, TbpB) de unién a la Tf. Estas se disponen de forma
heterogénea in vitroe in vivo en la membrana externa del meningococo (Perkins-Balding y cols,,
2004). ThpB es de naturaleza lipoproteica, y en ela se distinguen dos familias que difieren en

cuanto propiedades antigénicas y peso molecular (Legrain y cols., 1993). Por la funcion definida
gue tienen ThpA y ThpB en la patogenia, su expresion en la superficie de la bacteria in vivo, su
inmunogenicidad y porque los Ac que inducen muestran reactividad cruzada, actividad bactericida,
y capacidad blogueadora de la unién entre la Tf y e microorganismo, se consideran candidatos
potenciales para preparados vacunales (Legrain y cals., 1993; West y cols. 2001; Perkins-Bading y
cols., 2004).

Lipooligosacaridos (LOS): Segun se ha podido determinar con AcM, estos Ag presentan un grupo
de epitopos conservados (con reactividad cruzada) y variables (inmunotipo especifico) (Poolman y
cols., 1995). En dependencia de las condiciones del cultivo, la expresiéon cudlitativa y cuantitativa
de estos epitopos puede variar, no sdlo entre cepas, sino también entre diferentes bacterias de un
mismo cultivo y en la misma cepa (Poolman y cols., 1995; Berrington y cols., 2002). No esta bien
definido s estas diferencias influyen en la capacidad invasiva de N. meningitidis de forma
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individua. Algunos inmunotipos (L1,8,10), parecen expresarse en portadores, mientras que L3,7,9
se detectan principamente en cepas de enfermos (Jenning y cols., 1999). Los LOS son la causa

principal del “shock” séptico; existe una relacion directa entre los niveles de LOS (endotoxinas),

severidad de la EM, y la posibilidad de sobrevida de los pacientes. Los LOS de N. meningitidis
inducen una cascada de citocinas que incluye € factor de necrosis tumoral alfaeinterleucinaly 6.
Estos activan € complemento y amplifican los niveles inhibitorios del activador del plasmindgeno
(van Deuren y cols., 2000). La funcion de los Ac anti-LOS en la proteccion humana no esta bien

dilucidada. Sin embargo, epitopos bactericidas parecen estar presentes en estos Ag. Los Ac contra
LOS son bactericidas, capaces de causar lisis celular (Estabrook y cols, 1993) y muestran
proteccidn en las ratas durante modelos experimentales de infeccion (Saukkonen y cols., 1989). De
igual forma, se reportan Ac funcionales (bactericidas) anti-LOS en € suero de nifios enfermaos con

MM. No obstante, a que preparados vacunales con LOS puros no son factibles por latoxicidad del

lipido A (Verheul y cols.,, 1993), se investiga en ratones, la capacidad protectora de una vacuna
compuesta por vesiculas de PME y LOS detoxificados contra N. meningitidis serogrupo B y por los
resultados alcanzados, pudiera ser considerada para una posterior evaluacién clinica (Jessouroun y
cols., 2004).

Sobre la base de una combinacion de modelos de SDS-PAGE, uso de antisueros especificos de
congjo y AcM especificos, se describen 13 inmunatipos diferentes. A menudo, la mayoria de las
cepas expresan més de un epitope inmunotipo especifico en sus LOS. La diferencia entre los 13

determinantes de inmunctipos radica en la parte oligosacaridica de la molécula. La glicosilacién

endogena del PC le confiere a N. meningitidis resistenciaa efecto bactericida del suero (Verheul y
cols., 1993). Los inmunotipos detectados en cepas de portadores muestran mayor heterogeneidad
(Jennins y cols., 1999).

IgA séricas Varios investigadores sefidlan que la IgA s&ica bloquea la lisis mediada por €
complemento iniciada por lalgG e IgM, de forma serogrupo especifica. Se plantea que este bloqueo
es unafuncién de larelacion IgA:1gG (Camaraza, 2002).

2.3.1 Marcador es epidemiol 6gicos

A pesar de que la EM se investiga desde hace muchos afios y que se han obtenido avances en

aspectos relacionados con esta entidad clinica (desarrollo de antimicrobianos, vacunas, métodos de
diagndstico), las infecciones alin persisten y tanto en su aspectos clinico, epidemiolégico y de
diagndstico, existen interrogantes no bien resudtas todavia (Daley, 2003). Por estarazdn, identificar
los marcadores epidemioldgicos de N. meningitidis congtituye un objetivo fundamental en la
caracterizacion de estas cepas y una herramienta valiosa en la vigilancia epidemiol gica, tanto para
la comprension de la patogenia, como para estudios de evaluacion de vacunas (van Deuren 'y cols.,
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2000; Vazquez, 2002; Raghunathan y cols., 2004). Entre los marcadores de N. meningitidis tenemos
a Serogrupo, serotipo, subtipo, inmunotipo y laresistencia a la sulfadiacina sodica. Los cambiosen
el comportamiento de N. meningitidis frente a la penicilina, la convierten también en un marcador

epidemiolégico (Latorre y cols., 2000; Kyaw y cols., 2002a; Antignac y cols., 2003; Stefandli y

cols., 2004). En los ultimos afios, € desarrollo de procedimientos basados en e ADN para la
tipificacidén genética de las bacterias, se emplea para la caracterizacion de cepas y aportan una
valiosa informacion sobre la diversidad genética de este microorganismo (Caugant, 1998; Arreazay

cols., 2004; Vazquez y Berron, 2004).

2.3.1.1 Marcadores fenotipicos. Confirmada la presencia de N. meningitidis, determinar
serogrupo por aglutinacién en l[dmina con antisueros policlonales y/o monoclonales, constituye €l

primer paso en la caracterizacion fenotipica. Hasta la fecha, se han purificado los PC de los
serogrupos A, B, C, X, Y, Z, W135y L (Popovicy cols, 1999).

Basado en las diferencias estructurales del PC, PME y LOS, se propuso un sistema de nomenclatura
uniforme, semgjante a esquema O:K:H empleado para E. coli (Fraschy cols., 1985), donde, el PC
permite identificar los serogrupos, las PME clase 2/3 alos serotipos, las PME clase 1 alos subtipos
y los LOS alos inmunotipos (Ej: B:4:P1.19,15.L.3,7,9).

El empleo de AcM contra PorB y PorA, permite una mejor caracterizacion en serotipos y subtipos
respectivamente. Sin embargo, en algunos casos pueden quedar cepas sin clasificar (Poolman,

1995). El desarrollo de un ensayo inmunoenzimético (ELISA) de células enteras con AcM resulta
util para la clasificacion de N. meningitidis en sero/subtipos e inmunotipos (Scholten y cols., 1994;
Poolman, 1995; Tzanakaki y cols,, 2001). En 1999, Wedege reportd que uno de los AcM de

referencia utilizado para identificar e subtipo P1.15, no constituia un AcM para éste, tal como se
creia hasta ese momento. Apoyada por diferentes métodos, demostré que e AcM 21P1.15 era
especifico para e subtipo P1.19, localizado en laRV 1 y desde ese momento, o redesigné como 2-1
P1.19 (Wedegey cals., 1999).

Entre los subtipos mas frecuentes en brotes y epidemias se citan los siguientes: P1.4, P1.16, P1.15y
P1.2. Mientras que, entre los sero/subtipos predominantes se destacan: 2a:P1.5,2; 2b:P1.5,2; B:15:
P1.15; B:4:P1.15y d B:4:P1.4, entre otros (Diermayer y cals., 1999; Zerouali y cols., 2002; Jensen
y cols., 2003; Mastrantonio y cols., 2003; Patrik y cols., 2003). La especificidad del serotipgje con
AcM variaentre e 72-100% y la del subtipaje oscila entre € 64-98%. Sin embargo, se presentan

fal sos negativos cuando los AcM no tienen una buena sensibilidad (Poolman, 1995).

Las variaciones de la estructura de los LOS posibilitan € inmunctipaje (Scholten y cols., 1994) y
aungue los AcM facilitan su clasificacion, la interpretacion resulta a veces dificil. Las cepas pueden
expresar varios determinantes de LOS por la influencia que gercen sobre elos las diferentes
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condiciones ddl crecimiento (Poolman y cols., 1995). Frecuentemente, se omite la identificacion de
los inmunotipos porque su determinacién no es sempre posible. Sin embargo, resulta (til en los
estudios de patogenia y en las investigaciones epidemiol dgicas (Scholten y cols., 1994).

Aungue €l sero/subtipaje con AcM posee algunas limitaciones, alin constituye una herramienta Util
y atractiva por su fécil manegjo, relativo bajo costo y d no-requerimiento de equipos sofisticados.
Actualmente, se aplica en muchos paises porque |os méodos genotipicos resultan costosos y estan

principalmente disponibles para las regiones que poseen tecnologias desarrolladas (Poolman, 1995).

2.3.1.2 Marcadores genotipicos. Los avances en la genética molecular, proporcionan un nuevo
enfoque ala epidemiologia de laEM vy brindan técnicas alternativas de diagndstico con una ventgja
potencid en la caracterizacion bacteriana. En las dos Ultimas décadas, y coincidiendo con e auge de
conceptos como enfermedades emergentes y reemergentes, se produce un interés creciente por

aspectos estrechamente vinculados con bacterias patdgenas. incrementos aparentes de virulencia,

mayor transmisibilidad o aumento de la resistencia alos antibiéticos (Pollard y Dobson, 2000). En
este contexto, los planteamientos sociopoliticos como € de la globaizacién contribuyen a la
incorporacion de ideas como las de la exposicién global a agentes infecciosos antes confinados a
pequefias areas remotas y endémicas, y la facilidad para la répida dispersion de microorganismos
con nuevas caracteristicas de virulencia o resistencia (Smith y cols.,, 2000, Vazquez y Berrén,

2004).

Desde € punto de vista de los aportes de la microbiologia a los estudios epidemiol 6gicos, es basico
diferenciar entre la epidemiologialocal y epidemiologia global. Para dar respuesta a las necesidades
de la epidemiologia local, se han desarrollado los sistemas de tipificacion microbiolégicos que
pudieran definirse como “clasicos’ (fenotipicos y genotipicos) y en los Ultimos afios, se han
desarrollado sistemas que pudieran catalogarse como “universales’, por la posibilidad de ser
aplicados en la précticaalatotalidad de las especies bacterianas. Entre éstos, se destacan € andlisis
de ADN mediante electroforesis en campo pulsado (ECP) (Tenover y cols., 1995), PCR arbitraria
(PCR-A) (Gagtano-Anolles, 1993; Aakre y cols, 1998), la amplificacion de fragmentos
polimérficos a azar (RFLP) (Savelkoul y cols, 1999) y la EEM (Sdander y cols., 1986), entre
otros. Todos, resultan altamente discriminatorios y detectan pequefias variaciones que se acumulan
rapidamente en e genoma bacteriano.

La EEM posee la deseable combinacion del “poder discriminatorio” y deteccion/determinacion de
clones con independencia de su estabilidad (Selander y cols., 1986). Este método, puede definirse
como un método genético indirecto y analiza la movilidad € ectroforética de un nimero concreto de
enzimas metabdlicas en geles de amiddn. Las diferencias observadas en estas movilidades,
corresponden con variaciones en € locus o € gen codificante de cada enzima. Por lo tanto, cada
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variante se define como “variante déica’ y los diferentes alelos de cada uno de los genes,
conforman € perfil adlico, que a su vez define e ET. El hecho de utilizar enzimas metabdlicas, no
sometidas a presién selectiva, permite detectar variaciones neutras que definen lineas clonales
relativamente estables. En este caso, este marcador tiene algunas de las cualidades deseables enla
epidemiologia globa (Caugant, 1998).

El MLST, junto con la clasificacién antigénica clasica, facilita la asignacién de diferentes cepas
aidadas a determinadas lineas evolutivas o clisteres poblaciondes, pudiendo clasificarlas en
algunos casos, como cepas hipervirulentas (Maiden y cals., 1998; Vazquez y Berron, 2004). En €
MLST, las variaciones en los diferentes locus se detectan de forma directa por secuenciacion del
ADN en fragmentos de genes sdeccionados, permitiendo la identificacion de grupos de
microorganismaos con idénticos (clones) o atamente relacionados (lineas clonales) genctipos. Esto
posihilita identificar todas las variaciones y, ademés, la secuencia del ADN es un dato objetivo
fécilmente intercambiable entre varios laboratorios (Maiden y cols, 1998). El principio de
desarrollo de MLST se encuentra en los trabgjos de genética de paoblaciones que intentaron
correlacionar la informacion generada a partir del andlisis de isoenzimas con la obtenida mediante
secuenciacion de los genes analizados (Smith y cols., 1999).

“Multilocus sequence typing” (MLST) en N. meningitidis; Se desarroll6 originamente en este

microorganismo porgue se disponia de cepas previamente caracterizadas por EEM (Caugant y cols.,
1987; Caugant, 1998). Ademas, la estructura poblacional de N. meningitidis se corresponde alade
una paoblacion no clonal con una gran presencia de procesos de recombinacion (Smith y cols,

1993). Estos procesos de recombinacion, provocan una rapida diversificacion de los clones, lo que
supone un aumento en la dificultad para reconocer las lineas clonales tras un proceso de evolucion
geogréfica y/o temporal. En esta especie, en la que se ha reconocido la circulacion de lineas
hipervirulentas, una perfecta identificacion de las mismas, incluso metidas a los mencionados
procesos de recombinacion, es de gran ayuda para entender los procesos de dispersidén de ondas y
brotes Mayer y cols., 2002). En este sentido, é MLST resulta un éxito para reconocer lineas
clonales hipervirulentas, y puede trazar perfectamente su desplazamiento geogréfico y tempord, de
forma que, e método identifica todas las variantes genéticas de las lineas hipervirulentas que
evolutivamente van surgiendo, asignando esas variantes a la misma linea clonal Bygravesy cols.,,
1999). Esto ha permitido conocer que estas lineas clonales pueden evolucionar rapidamente, o que
les proporciona un mejor nivel de adaptacién alos cambios ambientales. La misma 0 mayor tasa de
diversificacion se daria en los complejos clonales aidados de portadores (Jolley y cols., 2000;

Vazquez y Berrdn, 2004), s hien se trata de lineas bien diferenciadas de las definidas como

hipervirulentas, caracteristicas de casos de EM. En este aspecto, la identificacion de la llegada de



REVISION BIBLIOGRAFICA 18

nuevas lineas clonales hipervirulentas, que sustituyen a las que circulan en una zona geogréfica
concreta, puede predecir la aparicién de ondas epidémicas (Alcalay cols., 2002), lo que esde gran
utilidad en latoma &gil de decisiones en salud publica. Asi mismo, la aplicacion del MLST facilita
definir las relaciones epidemiol 6gicas entre los pacientes y sus contactos familiares o convivientes
(Tzanakaki y cols.,, 2001). Sin lugar a dudas, puede afirmarse que la biologia molecular congtituye
un gran impacto en € conocimiento de todos los aspectos implicados en € control de la EM
(Vézquez y Berrdn, 2004).

2.4 Patogenia: El ser humano es € Unico hospedero natural para € cual N. meningitidis es
patégena, constituyendo su hédbitat natural y reservorio, la superficie de las mucosas del tracto
respiratorio superior (TRS). Las cepas pueden colonizar € TRS, permanecer en la nasofaringe sin
provocar sintomas ni signos clinicos evidentes de infeccion por espacios de tiempo variables que,
sobre todo en el caso del serogrupo B, puede extenderse a varios meses (Vazquez, 2000, van
Deuren y cols., 2000). N. meningitidis se trasmite de persona a persona por via aérea, aungue para
gue la transmisién se produzca deben cumplirse los requisitos de proximidad (menos de un metro
de nariz a nariz) y continuidad (exposicion por tiempos prolongados) (Bencic y cals., 1991; van
Deureny cols., 2000).

Se describen factores de riesgo que predisponen para la EM. Entre éstos se sefialan: Alteraciones
anatémicas dd sistema inmune (asplenia) o dteraciones funcionaes (deficiencia de properdina y
algunos componentes del complemento) (Leggiadro, 2003). Aunque, son pocas las personas con
estas condiciones, si poseen una elevada predisposicion para sufrir infecciones por N. meningitidis
Los individuos infectados con € virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) pudieran presentar
también una mayor predisposicién (Couldwell, 2001). Sin embargo, en éstos, las infecciones por N.
meningitidisno resultan tan frecuentes como las producidas por otros microorganismos capsulados
(Nuorti y cols., 2000). El sexo orogenital sin proteccion se asocia d aumento de portadores de N.
meningitidisentre homosexuaes (Carlin y cols., 1997). Existe también peligro de casos secundarios
en nicleos familiares donde surge un caso clinico, €l riesgo de contraer EM entre los miembros de
esafamilia, se eleva de 400-800 veces y resulta mayor en laraza negray en aquellos que viven con
condiciones socio-econdmicas deficientes (Rosenstein y cols., 1999). La exposicién activa o pasiva
al tabaco, asi como las infecciones virales del TRS, aumentan € riesgo de contraer EM (Fischer y
cols., 1997% Peltolay McCullers, 2004; Pereiroy cols., 2004).

La puerta de entrada es la nasofaringe humana, a ese nivel coloniza, invade la mucosay evita la
accion de lalgA secretora mediante IgA proteasa. N. meningitidisdafialas células nasofaringeas no
ciliadas, liberando para este fin una toxina soluble. Después de adherirse, mediante adhesinas,
penetra en la mucosa por endocitosis y una vez que pasa del extremo apical al basal de la cdlula
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epitelial, alcanza al torrente sanguineo. En € compartimiento vascular puede ser destruida por la
accion de los Ac s&ricos, d complemento y las células fagocitarias, o bien pueden multiplicarse
iniciando la fase bacteriémica (Soberg, 1998). A este nivel, la defensa principal del hospedero es €
sistema del complemento. La via clasica requiere la presencia de Ac especificos, éstos activan la
cascada del complemento y conducen finalmente a la lisis bacteriana. Cuando €l hospedero carece
de Ac especificos, depende de la via dternativa del complemento. La capacidad de evadir esta via,
facilitaa N. meningitidis para sobrevivir en la circulacion sanguinea (Martinez, 1994; van Deuren 'y
cols., 2000).

Laliberacion de LOS parece desempefiar un papel central en la aparicion de la EM, éstos se liberan
en la sangre durante la multiplicacion y tras la autolisis del microorganismo, se establece una
correlacion entre los niveles de LOS en € plasmay la gravedad de esta entidad clinica (Soberg,
1998). En los cuadros fulminantes, los LOS inician y estimulan los principales sistemas de cascada
asociados con la inflamacion (sistemas de coagulacion, complemento, fibrinolisis y calicreina
cinind), asi como la produccion de citocinas. La respuesta inflamatoria da lugar a una vasodilatacion
intensa, disminucién del rendimiento cardiaco, agregacion plaquetaria, coagulacion intravascular
diseminada (CID) y escape en los capilares. Finalmente, ocurre € shock séptico con sindrome de
dificultad respiratoria y fallo multiérgano (Soberg, 1998; van Deuren y cals., 2000).

Para que ocurra MM se necesita que N. meningitidis atraviese la barrera hematoencefdlica (BHE) e
induzca una respuesta inflamatoria en e espacio subaracnoideo. Este aspecto es e menos aclarath
en lafisiopatologia de la MM. Se demuestra por técnicas microscopicas la presencia de bacterias en
el interior de las células, indicando que la via transcelular es probablemente la més aceptable para
explicar € paso através de la BHE. Este mecanismo se corrobora por |a presencia de bacterias en
interior de células endoteliales de los capilares de cerebro (Nassif y cols.,, 1997). Yaen € LCR, por
su pobre contenido en opsoninas, N. meningitidis se multiplica y para que la inflamacion de las
meninges se produzca, se requiere de suficiente indculo (decenas de miles de bacterias por mmd).
La permeabilidad de la BHE aumenta debido a mediadores de la inflamacién producidos
localmente, como e TNFa, interleucinas 1, 2, 6 y 8 secundarias a incremento de los niveles de
LOSen d LCR, con aparicion de edema cerebral por exudacion de alblimina. En una fase avanzada,
los mediadores inducen la activacion de neutréfilos con produccion de sustancias toxicas que
aumentan € dafio de la BHE. Se activan otros mediadores (endorfinas, sistema de quininas, factores
de la coagulacion, metabolitos del &cido araquidénico y sustancia depresora del miocardio, entre
otras), todas acttian sobre el miocardio, € sistema vascular y 6rganos vitales para producir shock y

falo multiorganico (Martinez, 1994; van Deuren y cols., 2000).
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2.5 Inmunidad y mecanismos de resistencia dd hospedero

Inmunidad: Los Ac protectores se adquieren por dos vias: @) Forma natural: pasivamente por su

paso a través de la placenta y por la lactancia materna; b) Forma activa: por infeccién con N.
meningitidis tanto por cepas capsuladas como por bacterias sin cdpsula y por la inmunizacion

(Goldscheneider y cols., 1969°%). El efecto de la inmunidad pasiva natura es relativamente corto,

pero resulta eficaz en l proteccion de los nifios, hecho que lo demuestra la bgja incidencia de EM

en los primeros 6 meses de vida (Shepard y cols., 2003). La sensibilidad aumenta progresivamente
durante estos meses (Goldscheneider y cols., 1969) relacionandose con la disminucién de la
actividad bactericida del suero. En los nifios entre los 6 meses-2 afios, se encuentran bgjos niveles
de Ac, correlaciondndose con una mayor frecuenciade EM (Vazquez, 2002). La proteccion natural

puede adquirirse también por la exposicion a bacterias con poca 0 ninguna relacién taxondémica,

pero que poseen epitopes semejantes. Muchas bacterias entéricas parecen tener reactividad cruzada
con los serogrupos A y C (Camaraza, 2002). La presencia de Ac contra Ag de reactividad cruzada,
podria explicar la proteccion en los nifios pequefios.

M ecanismos de resistencia del hospedero: La proteccion contra la EM depende de mecanismos
inespecificos (mucosa, polimorfonucleares y complemento) y especificos (Ac) (Ochoa y Leiva,

2001). Los Ac contra N. meningitidis pueden ser especificos de grupo, de tipo o de reaccion

cruzada. Todos los meningococos comparten varios determinantes antigénicos con otras especies de
Neisseria (N. lactamica y otras), y también con especies no pertenecientes al género Neisseria (E
coli K1, K2y K 64, Sreptococcusfeacalis, entre otros) (Pollard y Frash, 2001).

La primera linea de defensa del hospedero y la mas importante contra la infeccion por N.
meningitidis y otros patdgenos, es laintegridad de la mucosa; una vez que atraviesa esta membrana
y dcanzaal torrente sanguineo, la defensa principa es € sistemadel complemento y la presencia de
Ac especificos. Laviaclasicarequiere laformacion de complejos Ag-Ac paraactivar e factor Cly
asl sucesivamente a toda la cascada del complerento, culminando en la lisis bacteriana (Pollard y
Frasch, 2001). Cuando no existen Ac especificos, se activalavia aternativa a partir del factor C3y
la capacidad de N. meningitidis para evadirla, le permite sobrevivir en la circulacién sanguinea. El

acido sidico facilita la unién del factor H (proteina reguladora del complemento) al factor C3,

impidiendo asi la activacion subsiguiente de toda la cascada (van Deuren y cols., 2000). Por otra
parte, la presencia de Ac especificos y ddl sistema del comple mento, juegan un papel importante en
la defensa del hospedero, provocando la lisis bacteriana, la fagocitosis por monocitos o
polimorfonucleares, o neutralizando los efectos mediados por la endotoxina (Goldscheneider y

cols., 1969°).
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2.6 Espectro clinico: En dependencia de los 6rganos afectados, la infeccion por N. meningitidis
puede ocasionar varias manifestaciones cilnicas, éstas van desde una colonizacion asintomética de
la nasofaringe hasta la MC fulminante (Sindrome de Waterhouse Friderichsen) (Schodler y
Schmutzhard, 2001). La infeccion resulta asintomética, s N. meningitidis queda restringida en la
nasofaringe, tal como sucede en los portadores sanos. Las formas clinicas mas frecuentes son laMC
y laMM (van Deureny cols., 2000). La secuencia clinica habitual es la de unainfeccion del TRS,
seguida de MC, MM y menos frecuentemente, se presentan manifestaciones focales (Schoeller y
Schmutzhard, 2001).

Infeccion de las vias respiratorias superiores: Después de colonizar la nasofaringe, N.
meningitidis puede permanecer en ella por periodos de tiempo variables (Vazquez, 2000). La
mayoria de |las personas no suelen presentar sintomas o0 signos clinicos evidentes de infeccion, pero
pueden expresar fiebre antes del inicio de las manifestaciones generales. Algunos, revelan sintomas
leves antes de |a hospitaizacion: faringitis, rinorrea, tos, cefaleay conjuntivitis (Soberg, 1998).

M eningococemia: Entre € 30-40% de los casos de EM presentan MC sin signos clinicos de MM.
Las manifestaciones clinicas van desde una bacteriemia transitoria y sintomatologia leve, hasta
casos fulminantes de pocas horas de duracion. El inicio suele ser stibito, con fiebre (39-41°C),
escalofrios, nauseas, vémitos, exantema, mialgiasy artralgias. La caracteristica méas llamativa es €
exantema maculopapular, petequial o equimético que puede evolucionar y transformarse en un
cuadro hemorragico. Resultan indicadores de mal pronéstico: la erupcién petequial diseminada,
hipotension, disminucion o reduccion de la circulacion periféricay la ausencia de signos meningeos
(Soberg, 1998). Se sefidan casos de MC asociados a un sindrome bronco-pulmonar sin otra
sintomatologia; generalmente, son pacientes con una edad avanzada (media de 71 afios) y €
diagnostico se establece por la clinica y lesiones tipicas en e RX del térax. En estos casos
predominan los serogrupos Y, B y C (Angdlini y cals., 1997; Daey, 2003; Pratimay cols., 2004).

M eningococemia fulminante: Denominada sindrome de Waterhouse-Friderichsen, difiere de la
forma maés leve por su rapida y fulminante evolucion. Se presenta en el 10-20% de los enfermos,
caracterizandose por shock, CID y fallo multi-6rgano (Soberg, 1998). Afecta a los lactantes y nifios
de corta edad (Shepard y cals., 2003); € inicio suele ser sibito, con rgpida aparicién de purpura,
hipotensién y una vasoconstriccion periférica con extremidades frias y ciandticas. Las lesiones
purplricas aumentan de tamafio y afectan la piel, mucosas y 6rganos internos. Puede ocurrir
depresidon miocardica, acidosis metabdlica, oliguria, lewcopeniay disminucién de los niveles de los
factores de la coagulacion. El estado de la conciencia es variable y a pesar del tratamiento intensivo,
e 50% de los pacientes mueren por insuficiencia cardiaca, respiratoria o ambas (Soberg, 1998;
Daey, 2003).
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M eningococemia croénica: Es poco frecuente y se asocia a un déficit inmunitario (Farron y cols,,
1996). Aunque se describié desde 1902, su evolucién clinica no esta bien precisada; la mayoria de
los casos evolucionan de forma favorable y a pesar de que puede ocurrir a cualquier edad, afecta
preferiblemente a los mayores de 16 afios (Hansen y cols., 2003). El diagnostico se realiza por €
aisamiento de N. meningitidis en € hemocultivo de casos con fiebre de una semana de evolucion,
artralgias y erupcion cuténea. Con frecuencia, € LCR es negativo y la mayoria de los casos son
producidos por e B. El mecanismo inmunopatol dgico responsable de la evolucion crénica no esta
bien dilucidado, se describen varias hipétesis pero ninguna explicael por qué de la mayor ia de estos
casos. Algunos, presentan un déficit de lafase termina del complemento (Farron y col., 1996).
Meningitis meningocdcica Es la manifestacion clinica mas frecuente y la complicacion mas
comun de la MC. Sucede en arededor dd 50% de los casos y su cuadro clinico es similar a resto
de las meningitis de etiologia bacteriana (Soberg, 1998). Se inicia con fiebre, cefalagia, vomitos,
confusion, |etargia, rigidez de nucay puede progresar a coma en poco tiempo. En los lactantes, se
inicia con sintomas inespecificos y una fontanela tensay abombada (Shepard y cols., 2003). En los
pacientes de edad avanzada y en la MC, también puede comenzar sin signos clinicos especificos.
Durante la MM ocurren convulsiones, pardisis de pares craneales, hemiparesia, u otros signos
neuroldgicos focales (Duke y cols., 2003). Entre & 11-19% de los enfermos pueden quedar con
secuelas (Soberg, 1998; Daey, 2003).

For mas clinicas poco frecuentes: a) La neumonia por N. meningitidis se reconoce hace més de 60
anos. Sin ebargo, d diagnéstico a partir de su aislamiento en € esputo no resulta confiable porque
este microorganismo coloniza la nasofaringe de individuos sanos. En estos casos, la incidencia de
sepsis generalizada es bgjay 1os hemocultivos son casi siempre negativos. El serogrupo Y, se asocia
con frecuencia a neumonia meningocécica primaria (Clarke y cols., 2001) y emerge como € agente
etiolégico mas frecuente de EM en algunas regiones de Estados Unidos, zonas donde ocasiona un
importante nimero de casos clinicos (Racoosin y cols., 1998; Rosenstein y cols., 1999); b) Uretritis
meningocécica: N. meningitidis se aisla cada vez més frecuentemente del recto y tracto urogenital,
sugiriendo una relacion epidemiol dgica con la practica del sexo oral-genital entre los homosexuales.
Algunos, reportan un aumento de portadores no estacionales y e aidamiento a partir de exudados
rectales y uretrales (Tsang y cols., 2003%); c) Otras localizaciones poco frecuentes son; Artritis,
pericarditis, celulitis y conjuntivitis, entre otras (Vienne y cols., 2003; Cartolano y cols., 2003;
Ordeny cals., 2003).

2.7 Epidemiologia: El hombre es d Unico huésped naturd de N. meningitidis La transmision y
fuente de nuevas infecciones pueden ocurrir por € contacto de persona a persona a través de las
secreciones nasofaringeas de un caso cercano y de los portadores, mas que de los casos clinicos. En
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adolescentes, del 15-25% pueden ser portadores, mientras que en la poblacion general fluctiadel 5
10% y durante brotes y epidemias puede elevarse a 90% (Vazquez, 2000).

La MM ocasione una alta morbimortalidad. En paises industrializados, la mortalidad para MM
fluctUa del 710%, mientras que parala MC se elevaa 19%. Sin embargo, en & Tercer Mundo la
mortalidad por MC asciende a 70% (WHO, 1998). Los serogrupos A, B y C ocasionan la mayoria
de los casos invasivos, aunque entre ellos existen diferencias con relacién asu potencia epidémico
(Sacchi y cals., 1998; Achtman y cols., 2001; Rosenstein y cols., 2001).

El serogrupo A provoca epidemias con atas tasas de morbi-mortdidad y predomina en la region
central de Africa (cinturon de la meningitis), zona donde ocurren epidemias ciclicas que se inician
en la estacion secay finalizan con € arribo de las lluvias. En 1996, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), sefial 6 en Burkina Faso y Nigeria, uno de los mayores brotes de EM ocurridos en €
mundo. Las cepas pertenecieron a fenotipo A:4:P1.9, de complgo clond I11-1 (Rosenstein y coals.,
2001). Posteriormente, en € 2002, Burkina Faso reporté una epidemia por € serogrupo Wias y
vinculada con € peregring e de los musulmanes a La Meca. Algunas cepas se identificaron como
A:21:P1.9, secuencia tipo 5 (ST-5) y del complejo clonal “subgrupo 111", El resto, pertenecio al
Wi35:22a.P1.5,2 (ST-11 y ET-37) (Ouedraogo-Traore y cols., 2002; Issay cols., 2003).

Los serogrupos B y C, son responsables de la mayoria de los casos de Europa'y América Latina
Los brotes y epidemias se presentan principa mente entre las poblaciones més humildes, hacinadas
y que viven con malas condiciones higiénicas (Rosenstein y cols., 2001). El serogrupo B se describe
principalmente en casos endémicos, aunque puede producir también brotes y epidemias. Muchas de
las epidemias producidas por este serogrupo pertenecen a complejo clona ET-5 (Caugant, 1998).
Recientemente, Brasil notificd casos por cepas B:4:P1.19,15 (Sacchi y cols., 2001), & mismo
fenotipo que provoco la epidemia de Cuba (Pérez y cols., 1999). A principios de los afios 90, cepas
B:4:P1.15y del complejo clonal ET-5, ocasionaron brotes en Oregon (Diermayer y cols., 1999). A
diferenciadel serogrupo A, las epidemias del B pueden extenderse durante varios afios y ocasionan
tasas de incidencia bajas 0 moderadas (Rosenstein y cols., 2001). Entre los paises con brotes
importantes por € serogrupo B tenemos a: Chile (Cruz y cols., 1990), Argentina (Requeiray cols.,
1994), Colombia (Gaeano y Echeverry., 1995), Nueva Zelanda (Baker y cols., 2001), Brasil
(Sacchi y cols., 2001), Uruguay (Pirez y cols., 2002), Espafia (Vazquez, 2002), Francia (Antignacy
cols., 2003), Noruega (Wedegey cols., 2003) e Italia (Mastrantonio y cals., 2003), entre otros.

El serogrupo C es endémico en Estados Unidos, Canaday Europa. Actualmente, ocasiona brotes en
los paises industridlizados. En los afios 90, Norteamérica sefial 6 la emergencia de cepas C.2a:P1.5
pertenecientes al complgjo ET-15 (Whalen y cols., 1995). Entre 1989-92, Canada notifico cifras 10
veces superior a las reportadas con anterioridad y desde 1991, casos vinculados con nuevas cepas
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ascienden en la comunidad, produciendo pequefios picos endémicos en poblaciones pequefias y/o
estudiantes universitarios (Tyrrell y cals., 2002; Patrick y cols., 2003). En Espafia, durante la década
dd 80, laEM estuvo vinculada a serogrupo B (Vazquez, 2000), pero en los afios 90, € fenotipo C:
2b:P1.5,2 aumenté y ocasioné un cambio epidemioldgico brusco en algunas regiones espafiolas
(Alcaay cols,, 2002).

Europa: En 1987 establecié un sistema de vigilancia para evaluar € impacto y la epidemiologia de
la EM. Tomando como base los datos obtenidos a partir de ese sistema, las tasas de incidencia se
dividieron en: paises con una incidencia menor a /200 000 habitantes, de 1-3/100 000 y de més de
3/100 000. Dinamarca, Idandia, Malta, Holanda, Irlanday Escocia, notificaron tasas de incidencia
entre 36/100 000 habitantes, € resto se situd por debgjo de esta cifra (Noah y Henderson., 1999).
Entre 1994-98, los menores de 1 afio presentaron las cifras mas elevadas, le siguieron los de 1-4
afos y otro pico ocurrié en adolescentes entre 15-19 afios de edad (Connolly y Noah., 1999). El
serogrupo C mostré porcentajes elevados en: Inglaterra, Escocia, Gales, Idandia, Grecia, Suiza,
Republicas Eslovacas y Checay Espafia. Porcentajes elevados sucedieron también en |sradl e ltalia,
paises con tasas de incidencia por debgjo de 1/100 000 (Mastrantonio y cols., 2003). Entre los
paises con elevadas proporciones del serogrupo B y porcentajes bajos de C, tenemos a: Alemania,
Noruega, Dinamarca, Finlandia, Austria, Francia'y Suecia. Este grupo incluy6 a 2 paises con tasas
de incidencia por encima de 3/100 000 habitantes (Holanday Bélgica) (Scholten y cals., 1994; van
Loovereny cols., 1998).

Asia: En los afios 80, una ola epidémica afectd ala India, Nepal y Mongolia (Cochi y cols., 1987).
No obstante a predominio del A en esas regiones, Mongolia mostré posteriormente un ascenso del
serogrupo B (Tsend y cols., 1992) y la India, también identificd este serogrupo (Suri y cols., 1994).
En China, ocurrieron epidemias cada 8-10 afios con picos maximos en 1959, 1967, 1977y 1984. El
serogrupo A provoco més del 95% de los casos (Zhen, 1987). Sin embargo, a pesar del predominio
de A en Asia, un estudio de 182 cepas aidadas durante 30 afios en Japon (1974-2003), acaba de
revelar e predominio del serogrupo B, seguido ddl Y y & W35 (Takahashi y cals., 2004).

Nueva Zelanda y Australia: En Nueva Zelanda, laincidencia aumentd a expensas del serogrupo B
(80%) y mas del 50% resultd B:4:P1.4. Laincidenciaresultdé mayor en menores de 5 afios (Baker y
cols.,, 2001). En Australia, predominé el B (53%) y los fenotipos B:4:P1.4,7 y B:15:P1.7 pero en
Victoria y Tasmania, prevaecié d fenotipo C:2a:P1.4,7. La incidencia por edades mostré una
distribucion similar ala de Europa (Australian Meningococcal Surveillance Programme, 2003).
Latinoamérica: Con excepcion de Brasil (Sacchi y cols., 2001), que en los afios 70 padecio una
epidemia por los serogrupos A y C, en €l resto de |os paises latinoamericanos predominaron € B y
el C. Entre estos paises se encuentran: Chile (Cruz y cols., 1990), Argentina (Requeira y cols.,
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1994), Colombia (Galeano y Echeverry., 1995), Estados Unidos (Popovic y cals., 2001), Canada
(Tsang y cols., 2003"), Ecuador (Pesantes, 2002) y Uruguay (Pirez y cols., 2002).

Argentina: Entre 1988-89, € serogrupo C provoco un brote de EM en Cérdoba. Posteriormente,
desde 1991-93, se produjo un aza por los serogrupos B (63%) y C (20%). El 32% se presentd en
nifios menores de 1 afio y en 1994, inmunizaron con VA-MENGOC-BC® (Requeiray col., 1994).
Brasil: En la década del 90, Sao Paulo notificd latasa de incidencia de EM més elevada del pais con
el predominio de cepas B:4:P1.15, clon que aln circulaba en 1999. Rio de Janeiro, confirmé la
prevaencia de serogrupo B y entre 1989-90, algunas regiones vacunaron con VA-M ENGOC-BC®
(Sacchi y cols., 2001).

Colombia: Desde 1988, hasta los primeros afios de la década ddl 90, laincidencia de EM oscil6 del
0,5-1,0/100 000 habitantes, aunque ésta fue superior en los nifios menores de 1 afio. El 94% de las
cepas aidladas correspondi6 a serogrupo B, situacion epidemiol dgica que condujo a una campafia
deinmunizacion con VA-MENGOC-BCP en Iquique (Galeano y Echeverry., 1995).

Estados Unidos. N. meningitidis es el agente etiologico principal de meningitis bacteriana en nifios
y adultos jovenes. Desde la década del 40, la poblacién militar presenta un ato riesgo de contraer
EM y desde 1971, todos los nuevos reclutas son inmunizados en sus primeros 5 dias de servicio
militar. Actualmente, aplican la vacuna tetravalente (A, C, Y, Wiss) (Brundage y cols,, 2002). Los
casos notificados en ese pais, son principamente ocasionados por los serogrupos B, C y € Y.
OrienteMedio: Ocurrieron brotes de EM por € serogrupo A (clon Alll-1) durante €l peregringje a
La Meca (Hgjj), clon que llegbé a Arabia Saudita a través de los peregrinos dd Sur de Asia. La
dispersién de cepas virulentas mediante |os peregrinos que retornaron a su lugar de origen provoco
casos en: Arabia Saudita, Egipto, Sudan, Africa Sub-Sahariana, Estados Unidos y Europa. La
mayoria fueron ocasionados por los serogrupos A y Wias. Actualmente, Arabia Saudita exige €
certificado de vacunacién contra estos serogrupos (Memish y Alrajhi., 2002).

Cuba: Laepidemiade EM seinicié a mediados de 1976, constituy el principal problemade salud
durante la década del 80y en 1983, alcanz6 la mayor tasa de incidencia (14,4/100 000 habitantes).
Al inicio de la epidemia predominé € serogrupo C, pero a partir de 1979, fecha en que se inmunizé
con A-C, la incidencia se eevo vertiginosamente a expensas del serogrupo B (Vacarce y cals,
1991). Posteriormente, se vacund con VA-MENGOC -BC® atodala poblacion de riesgo y en 1991,
se incorpord a Programa Nacional de Inmunizaciones. Después de estas medidas, se erradico la
epidemiay actualmente, la EM muestras tasas de incidencia muy bajas, por debagjo de las cifras del
periodo pre-epidémico (Pérez y cols., 2003). Los hechos més importantes en la historiade laEM en

Cuba se muestran en € anexo 2.
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2.8 Estado de portador deN. meningitidis

Para comprender mejor la dindmica de la EM, resulta de especid interés e importancia, conocer €

papel que desempefian los portadores sanos (Vézquez, 2000). El hombre, es € Unico reservorio
natural para N. meningitidis y laincapacidad de este microorganismo para colonizar otro huésped se
basa en la hipotesis de que, sdlo a partir del hombre, sea capaz de obtener € hierro, elemento

fundamental para su crecimiento (Rohde y Dyer., 2003; Perkins-Balding y cols., 2004).

El estado de portador resulta un proceso inmunizante y da lugar ala produccién de Ac bactericidas,
la ausencia de portadores en nifios pegquefios, explicala mayor incidencia de EM entre la poblacion
infantil (Vazquez, 2000).

El carécter estaciona de la EM, independientemente de la las cepas circulantes y de la poblacion
afectada, indica la importancia de los factores ambientales en la aparicion de casos invasivos. El

efecto dafiino del frio y lahumedad baja sobre la mucosa de la nasofaringe, predisponen alaEM en
determinadas éocas del afio (Moore, 1992; Bruce y cols., 2001). Otros (Jensen y cols., 20037,
detectan diferencias significativas entre la variacion estacional, laedad y € fenotipo circulante.

Las caracteristicas de las cepas que colonizan los sujetos resultan un factor clave para el desarrollo
de EM en algunos casos, frente a la condicion del portador sano en otros. La presencia de algunos
complejos clonales responsables de la mayoria de los casos, orienta hacia € papel e importancia de
la virulencia de las cepas circulantes para € desarrollo de casos invasivos (Jensen y cols., 2003°).
En las epidemias, la mayoria de los casos son ocasionados por cepas idénticas, demostrando que
estas “ cepas patdgenas’, con especificas condiciones de virulencia, son esenciales paraexplicar las
variaciones periodicas en laincidenciade EM. La naturaleza de | as cepas que adquiere la poblacion,
determina en algunos casos un efecto beneficioso, y en otros, conducen a desarrollo de los casos
invasivos (liness hipervirulentas) (Issay cols., 2003; Lawrence y Hanford., 2003). El aumento de
casos clinicos puede vincularse con la introduccion de “nuevas cepas’ en la poblacion; éstas

expresan Ag a los que la poblacion no ha estado expuesta anteriormente y, por consiguiente, no se
encuentra protegida, aumentando |os susceptibles y en consecuencia, laincidencia de casos de EM

(Vézquez, 2000).

La prevaencia de portadores se investiga desde € siglo pasado. Sin embargo, antes de 1969, su

cifra pudo ser sobrestimada dado que hasta esa fecha, N. lactamica se consideraba una variante de
N. meningitidis con capacidad para degradar la lactosa (Cartwright, 1995). La mayoria de los
estudios de portadores se realizan en instituciones cerradas (Bruce y cols., 2001), grupos familiares
(Simmons y cals, 2001) e individuos asociados a brotes y/o epidemias (Fitzpatrick y cols., 2000).
Los estudios en la poblacion general no seleccionada son escasos (Fontanals y cols.,1995; Verdu y
cols,, 2001; Kremastinou y cols., 2003; Pavliopoulou y cols., 2004) y en los nifios pequefios, la
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colonizacién ocurre principadmente por N. lactamica, especie no patdgena para € hombre
(Vazquez, 2000).

El porcentgje de portadores en la comunidad no se asocia con laincidencia de EM. Sin embargo, s

se tiene en cuenta que los brotes se producen frecuentemente por un clon Unico (Caugant, 1998),

cabe pensar que la prevalencia de portadores de esta “ cepa epidémica’, mostraria correlacion con la
incidencia de EM. Esta circunstancia, determinala importancia del seguimiento epidemiol égico de
las cepas aidadas de casos clinicos, ya que pudieran utilizarse estos datos como un sistema de
“aderta’, ante un posible aumento en el nimero de casos por un fenotipo previamente aidado en la
poblacion, o ante la gparicion, de una nueva expresion antigénica. No obstante, s & aumento del

nUmero de casos y/0 patogenia se asocian a cepas ya circulantes en la poblacion, se puede pensar en

bacterias diferentes con expresiones antigénicas iguales, por 1o que en esta situacién, los estudios de
caracterizad 6n genotipica alcanzarian un caracter obligatorio (Vogel y cols., 1998; Vazquez, 2000).

Entre los factores que influyen en la tasa de portadores se citan los siguientes:

Edad y sexo: En comunidades abiertas occidentales, los portadores son poco frecuentes en los
primeros afios de vida (menos del 3%), aumentan en las dos primeras décadas de la vida (24-37%) y
declinan lentamente después de los 24 afios de edad (menos del 10%) (Jensen y cols., 2003 van
Deuren y cols., 2003; Pavliopoulou y cols., 2004). Algunos, no sefidlan diferencias entre e sexo

femenino y masculino (Kremastinou y cols.,, 1999), mientras que otros notifican una mayor

prevalencia entre los varones (Garciay cols., 2000; SSimmonsy cols., 2001).

Estacion del ano: Se han detectado diferencias estacionales entre portadores de N. meningitidis en
paises de Europa, América y Africa (De Wals y cols., 1983; Blakebrough y cols., 1982; Jhay

Ghosh., 1995; Jensen y cols., 2003°). El carécter estaciona de la EM en situaciones endémicas y

epidémicas, independientemente de las caracteristicas de las cepas y la poblacion afectada, indicala
importancia de los factores ambientales en la aparicion de casos invasivos (Sanchez y cols., 2001).
Las condiciones climatol 6gicas desfavorables pueden lesionar la mucosa nasofaringea 'y determinar
un aumento de casos de EM en determinadas épocas ddl afio (Moore, 1992).

Habito de fumar: Larelacidn entre el habito de fumar y € portador se notificd desde la década del

80 (Stuart y col., 1989). El trabagjo se refiere a que, tanto en portadores de N. meningitidis B, como
en personas colonizadas por otros serogrupos, 10s portadores aumentaron en proporcion directa con
el nimero de cigarrillos consumidos por dia. Otros sefidan que € consumo de més de 20 cigarrillos
al dia, representa un riesgo 5,3 veces superior (Kremastinou y cols., 2003) y ago similar puede
suceder en los fumadores pasivos (Simmons y cols., 2001). Sin embargo, algunos autores no

refieren resultados significativos respecto a habito de fumar (Kremastinou y cds., 1994; Daviesy
cols., 1996), mientras otros lo relacionan con la persistencia del portador (Riordan y cols., 1998). El
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habito de fumar provoca disminucion delalgA y delos niveles de IgM en lasaliva. Ademas, afecta
la flora buca y facilita la colonizacién por N. meningitidis. El humo del cigarro puede interferir la
accion ciliar de las cdulas de la mucosa respiratoria'y reducir las defensas locales frente a gérmenes
patdgenos (Kremastinou y cols., 1994; Cartwright, 1995’; Block y cols., 1999).

Efecto inhibitorio delaflora: Desde lal Guerra Mundia se demostré que cuando la presencia de
N. meningitidis desciende en la nasofaringe, aumentan 10s neumococos y otras especies del género
Sreptococcus. La sdiva de las personas sanas gerce un efecto inhibitorio para N. meningitidis
mientras que, & mucus nasal no actda de igua forma El efecto inhibitorio de la saliva se debe en
parte a su contenido de bacterias vivas, sobre todo de estreptococos. La carencia del efecto
inhibitorio del mucus nasal, pudiera explicar e por qué N. meningitidis habita basicamente en la
nasofaringe posterior (Cartwright, 1995").

La flora nasofaringea es complgjay esta compuesta por microorganismos aerdbicos y anaerébicos,
lo que, unido a la carencia de métodos reproducib les capaces de cuantificar ambos grupos, hacen
extremadamente dificiles a ese nivel, los estudios de interaccion entre N. meningitidis y € resto de
los miembros de la flora bacteriana (Brook y Gober, 2000). Ademés, la mayoria de |os trabajos solo
incluyen la deteccién de la flora aerébica. Al menos nueve especies bacterianas de la nasofaringe
interfieren la colonizacion por N. meningitidis, todas son Gram positiva y la mayoria resultan
estreptococos comensales (Olcen y cols. 1991). La presencia de N. lactamica en la nasofaringe se
vincula con laformacion de Ac bactericidas y protege contra la colonizacién por N. meningitidisy
e desarrollo de EM (Olcen y cols. 1991; Cartwright, 1995°).

Tonslectomia: Algunos, refieren e aumento de portadores y casos invasivos de EM en individuos
gue operados de las amigdal as, asocidndolo a una disminucién transitoria de la IgA después de este
tipo de intervencion quirdrgica (Kristiansen y cols., 1984; Sharmay cols., 2001).

Infecciones virales: Las infecciones viraes influyen en la colonizacion nasofaringea humana por
N. meningitidis y otras bacterias (Moreno y Diaz., 2000). Ademas, predisponen a las infecciones
bacterianas (Pdtola y McCuller, 2004). Las infecciones respiratorias agudas (IRA) por virus,
afectan las tasas de portadores de la comunidad y las tasa individuales. N. meningitidis se transmite
de una persona a otra por e contacto prolongado y hace pensar que los portadores, a adquirir una
IRA viral, diseminan féacilmente a N. meningitidispor latosy € estornudo. Olcen y colaboradores
(1981), identificaron cifras elevadas de portadores entre contactos intradomiciliarios de casos con
historia reciente de IRA del TRS. Sin embargo, Uno (2003), no sefid6 diferencias significativas
entre los portadores de meningococo y la presenciade IRA de etiologia viral.

Hacinamiento: El hacinamiento se asocia frecuentemente con la prevalencia de portadores y la
ocurrencia de brotes de EM (Baker y cols., 2000). Esta prevaencia es mayor entre los sujetos que
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conviven en campamentos militares, escuelas con régimen de internado, prisiones y comunidades
cerradas 0 semicerradas. Entre los militares sefialan indices de portadores que pueden acanzar hasta
el 50%, acompariados 0 no de casos clinicos (Andersen y cols., 2000). El nimero de portadores se
eleva répidamente después del ingreso de nuevos reclutas al gercito, y Si ocurren casos clinicos,
éstos se presentan durante las primeras semanas del entrenamiento (Cartwright, 1995°).

Estado de portador y transmision intra-domiciliaria: Se observan altos indices de portadores
entre familiares y contactos intimos de casos de EM (Simmons y cols., 2001; Tzanakaki y cols.,
2001). La prevaencia entre los familiares resulta mayor s @ caso indice es un lactante, intermedio
S tiene entre 1-4 afios y disminuye, cuando & enfermo es un adulto (Blakebrough y Gilles., 1980).
Esto sugiere que los lactantes y nifios pequefios adquieren EM a partir de los contactos més intimos
de lafamilia, mientras que los adolescentes y adultos, adquieren aN. meningitidis fuera de su grupo
familiar intra-domiciliario. La mayoria de los estudios entre familiares, muestran que los padres son
los que habitualmente resultan portadores (Vézquez, 2000). Sin embargo, este patron de dispersion
no siempre coincide (Ronne y cols., 1993). Quizéas sorprendentemente, un constante hallazgo entre
estudios de conviventes es que, € aidamiento de meningococo entre contactos intra-domiciliarios
resulta una excepcion en lugar de la regla. En la mayoria de los casos, independientemente de la
edad del caso indice, no identifican portadores entre los conviventes. Esto pudiera estar unido a una
marcada pobre sensibilidad de los métodos y cultivos utilizados en la deteccién de los portadores
(Cartwright, 1995).

Estado secretor de antigenos de grupos sanguineos en la saliva: El estado secretor es una
condicion genética que capacita a determinados individuos para eliminar Ag de grupos sanguineos
en la sdiva. Existen dos categorias. € secretor y € no-secretor. Un secretor, es aquel sujeto capaz
de secretar Ag del tipo sanguineo en la saliva, mucus ddl tracto digestivo, cavidades respiratoriasy
otras. El 20% de la poblacion resulta no-secretora (Cartwright, 1995°).

En individuos no-secretores se describen periodos més cortos de sangramiento, una viscosidad
sanguinea més densa y una mayor probabilidad de alta agregacion plaguetaria. Los no-secretores
tienen una mayor predisposicion alas afecciones del sistema digestivo (Ulcera duodenal y péptica),
afecciones del sistema respiratorio (asma), enfermedades autoinmunes (esclerosis mdltiple y
espondilitis anquilosante), enfermedades metabdlicas (diabetes) y enfermedades cardiovasculares
(infarto del miocardio). También, se asocian con € acoholismo y con una mayor predisposicion a
padecer infecciones bacterianas H. ifluenzae, N. meningitidis) y micéticas (C. albicans) (Garraty,
1997). Aungue algunos no sefidlan asociacion significativa entre los portadores e individuos no
secretores (Kremastinou y cols., 1999), otros refieren entre éstos, un mayor niUmero de portadores
de N. meningitidis (Zorgani y cols., 1994).
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Duracion del estado de portador: Los estudios puntuales de prevalencia no proveen datos acerca
dd tiempo de portacion de N. meningitidis Los hisopados repetidos a un mismo individuo por
varios meses pueden dar idea de su persistencia, pero no estan exentos de dificultades en € disefio e
interpretacion (Krisova y cols., 2004). La mayoria de los trabgjos siguen a portadores conocidos
paraidentificar cuando termina su estado. Sin embargo, no permiten hacer un estimado del punto de
partida. Se pueden obtener uno o mas hisopados negativos, seguidos de cultivos positivos a una
cepaindistinguible del Ultimo aidamiento, lo cua pudierainterpretarse como un falso negativo, en
un portador gque continudé siéndolo (Pether y cols., 1988). Otros, sefidlan la necesidad de tres
hisopados negativos para considerar libre de portadores a la poblacion investigada (Cartwright,
1995"). En europeos y americanos la permanencia del portador de meningococo se estimé entre 9
10 meses (De Walsy cols., 1983). Sin embargo, en nigerianos sefialaron un promedio de 4,1 meses
(Blakebrough y cols., 1982): Mientras que, para aemanes adolescentes, notificaron un promedio de
10 semanas (Ehrhard y cols, 2002). El serogrupo parece estar también vinculado con la
permanencia del estado de portador. Para los serogrupos A y C, sefidan tasas dtas de adquisicion,
junto a una corta permanencia del microorganismo en la nasofaringe (Blakebrough y cols., 1982).
Sin embargo, para € serogrupo B, describen bajas tasas de adquisicion y una larga persistencia, ésta
puede prolongarse hasta los 2 afios (Bencic y cols., 1991).

2.9 Profilaxis antimeningocécica: Las medidas basicas para la prevenciéon de la EM son: la
quimioprofilaxis y la inmunoprofilaxis, ambas, desempefian un papd importante en € control de las
tasas de portadores y, de esta forma, limitan la difusién de esta entidad clinica (Vazquez, 2000).
2.9.1 Quimioprofilaxis: Como en € resto de las enfermedades transmisibles, los casos clinicos
pueden evitarse interrumpiendo la cadena de transmision. La actuacion, pues, en e estado de
portador congtituye una forma bésica para € control de esta enfermedad y configura la base de la
quimioprofilaxis. Esta medida resulta Util pero tiene limitaciones y debe utilizarse en circunstancias
especiales (Kristiansen y Jenkins, 1997). Los contactos de pacientes con EM tienen un mayor riesgo
para enfermar (riesgo relativo entre 1000-4000) (Olcen y cols, 1981) y cuando la enfermedad
ocurre, portadores de la cepa patégena pueden detectarse entre los contactos del enfermo. Contactos
gue pueden desarrollar EM y dispersar las cepas de persona a persona, provocando eventual mente
casos invasivos en sujetos sin vinculo aparente con e caso indice (Cartwright y cols., 1991). Los
casos secundarios se reportan con una frecuencia del 0.5% (Cooke y cols., 1989). Edta cifra puede
ser superior, s e tiempo de intervalo se extiende, o cuando se emplean técnicas més sensibles para
identificar d agente causal (Ala Aldeeny cols., 2000).

La sulfadiacina constituyé € mejor quimioprofilactico en cuanto efectividad, bajo costo y ausencia
de efectos secundarios. Sin embargo, desde los afios 60, Millar y colaboradores (1963) notificaron
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la resistencia a este antimicrobiano y a partir de ese momento, cepas con estas caracteristicas se
vincularon a brotes y epidemias (Aakre y cols., 1998; Caugant, 1998; Arreaza y cols., 2000). La
Situacion existente llevé ala blsqueda de otros antimicrobianos, sobre todo, aguellos que mostraron
su eficacia “in vitro” frente a N. meningitidis (Vazquez, 2001; Hansman y cols.,, 2004). Se

descartaron los siguientes antibacterianos. cefalexina, doxicicling, eritromicina, oxitetraciclina,
ampicilinay penicilina. Sin embargo, demostraron su eficacia: minociclina (Deviney cols,, 1973),

espiramicina (Engelen y cols., 1981), ofloxacina (Gilja y cols., 1993), ciprofloxacina (Arreaza y

cols. 2000°), rifampicinay cefriaxona (Simmons y cols., 2000).

La minocicling, se investigb como quimioprofiléctico en Europa 'y Estados Unidos. Resulta tan

efectiva como la rifampicinay no se han descrito cepas resistentes, pero su empleo se cuestiond por
los efectos vestibulares que produce. Sélo se aconsgj en los casos de resistenciaala sulfadiacinay
rifampicina(Deviney cals.,, 1973).

Las quinolonas, penetran fécilmente € tgido faringeo, las secreciones nasdes y la sdiva; tras la
administracion de una sola dosis, mantienen CMI elevadas por més de 12 horas y hacen posible la
erradicacion de N. meningitidis de la nasofaringe (Giljay cols., 1993). Una dosis de ciprofloxacing,
elimina el 97% de los portadores en 4 dias y & 93% después de 2 meses (Gaunt y Lambert., 1988).
Por producir lesiones en € cartilago de crecimiento, no se recomienda en nifios ni embarazadas. La
posibilidad de utilizar una dosis con eficacia probada, resulta (til para administrar en poblaciones
militares (Visakorpi, 1989). A pesar de su eficacia, acaban de notificar en Espafia, la primera cepa
de N. meningitidis con SD a ciprofloxacina (Alcaa y cols., 2004). Mientras que, en Grecia, se
refirieron al fallo de larifampicinay ciprofloxacina para erradicar a N. meningitidis en un contacto
de un caso fatal (Tsakrisy cols., 2001).

Larifampicina, sustituy6 ala sulfadiacinay es muy activa para reducir € nimero de portadores; su
erradicacion persiste entre 610 semanas después de su administracion (Kristianse y cols., 1997,

Simmonsy coals., 2000). Actualmente, es @ més utilizado, pero su administracion puede conducir a
la aparicion de resistercia por mutaciones en € gen rpoB (gen que codifica parala subunidad b de
la RNA polimerasa) (Stefanelli y cols., 2001) y por ateraciones en la permeabilidad de la
membrana externa (Abadi y cols., 1996). Algunos, describen falos en la prevencion de la BEM y/o
reduccion del nimero de portadores (Y agupsky y cols., 1993). Ademas, se han descrito brotes por
cepas de meningococo resistentes ala rifampicina (Cooper y cols., 1986).

Las cefalosporinas de tercera generacion son eficaces frente a N. meningitidis La ceftriaxona, por
su larga vida media en sangre y facil administracion (una dosis a dia), se emplea con éxito en €

tratamiento y profilaxis delaEM (Simmonsy cols., 2000; Cresti y cols., 2003).
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La quimioprofilaxis, por evitar la aparicion de casos secundarios, debe iniciarse lo antes posible

(primeras 48 horas de aparecer € caso indice). La poblacion diana seran |os contactos estrechos de
los casos, éstos tienen un mayor riesgo para enfermar (7-10 dias), después de surgir € caso indice.

El factor de riesgo para desarrollar una enfermedad sistémica no es e estado de portador, sino la
adquisicion reciente del mismo (Kristiansen y cols., 1998). Los hechos que determinan la reduccion
de casos tras esta medida son: @) Erradicar portadores colonizados por la cepa indice, impidiendo su

difusién ala poblacion susceptible, y b) Evitar que personas susceptibles sean colonizados de nuevo
a partir de casos y/o portadores (Cartwright y cols., 1991). Para eliminar los portadores de N.
meningitidis, se debe tener en cuenta que pese a su eficacia clinica, algunas pautas antibidticas
empleadas (penicilina intravenosa) no resultan adecuadas. De este modo, |os convalecientes de EM

y correctamente tratados, pueden continuar como portadores y constituyen una importante fuente de
infeccién (Saez-Nieto y cals., 1990). Estos portadores deben recibir tratamiento quimioprofilactico

antes del alta hospitalaria, a no ser que previamente fueran tratados con una cefal osporina de tercera
generacion.

Si bien @ empleo de quimioprofilacticos en grupos de riesgo bien definidos reduce la tasa de ataque
de EM, su empleo masivo en colectivos abiertos y situaciones epidémicas no parece estar indicado
por: a) Dificultad para su administracion a un gran colectivo durante cortos periodos de tiempo, esto
puede producir la transmision de cepas virulentas desde sujetos alin no tratados, a aquellos que lo
fueron en un principio; b) La duracion de un proceso epidémico suele ser prolongada, excediendo €

periodo de tiempo en que la pauta estandar de la quimioprofilaxis se considera eficaz (Riedo y cols,,
1995). La quimioprofilaxis esta justificada en personas que habitan en e mismo domicilio del caso
indice, nifios que comparten la misma aula 0 un mismo grupo de guarderia infantil, reclusos que
conviven en la misma celda'y en e persona de salud que estuvo en contacto con las secreciones
nasofaringeas del enfermo. En ausencia de esta quimioprofilaxis, una vigilancia personal estrecha
durante los primeros 10 dias de la aparicion del caso, asegura € tratamiento répido y adecuado de
cualquier caso sospechoso que aparezca en este periodo de tiempo (Vézquez, 2000).

2.9.2 Inmunoprofilaxis: La emergencia de cepas resistentes y la ausencia de una quimioprofilaxis
eficaz en algunos casos, renové d interés por la inmunoprofilaxis. Segdn Artenstein, los factores
gue llevaron a desarrollo de vacunas (tiles frente a la EM fueron: La demostracion de una
respuesta inmunol 6gica frente alos Ag capsulares (relacionada con proteccién frente ala infeccion)
y e aidamiento y purificacion de estos Ag, con la demostracién de la induccion de Ac protectores
en € hombre (Artenstein, 1975; Vazquez, 2002).

En 1969, se obtuvieron PC purificados de los serogrupos A y C; estos compuestos resultaron

inmundégenos para e hombre y congtituyeron € punto de partida de las vacunas polisacaridicas
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(Gotschlich y cols., 1969; Dominguez y cols., 1998). Las vacunas de los serogrupos A y C, son

efectivas en € control de brotes y la proteccion de vigjeros a zonas endémicas, pero muchos no las
recomiendan para el uso rutinario debido al corto tiempo de proteccion gue confieren y la pobre
inmunogenicidad que producen en menores de 2 afios, |os que a su vez, tienen € mayor riesgo de
enfermar (Frasch, 1995; Véazquez, 2002).

En los afios 70, los Servicios de Vigilancia del Reino Unido, Bélgicay Estados Unidos, detectaron

el aumento de casos por N. meningitidis Y y Wi3s. Su incremento condujo a la obtencién de una
vacunatetravalente (A + C + Y + Wy35). Esta vacuna resulté segura e inmunogénicay actualmente,
se aplica en grupos de riesgo durante brotes o epidemias (Plotkin, 1999). En la actuaidad, debido a
los brotes de EM que se presentan entre musulmanes que acuden anualmente a La Meca, Arabia
Saudita exige lainmunizacion con esta vacuna tetravalente (Memish y Alrghi., 2002).

En 1931, Avery y Goebel, demostraron que la unién del PC a las proteinas mejoraba la respuesta
inmune, dandole un caracter timo dependiente y una mayor efectividad en nifios menores de 2 afios.
El desarrollo de esquemas sintéticos para la preparacion de conjugados PC-proteinas clinicamente
aceptables, permitié bordear las limitaciones de las vacunas de PC convencionales (Plotkin, 1999).
La evidencia més convincente del principio de la conjugacion, es aquel donde unen de forma
covalente al PC con una proteina transportadora o “carrier”, para obtener una respuesta timo

dependiente, por g emplo, lavacunadd Reino Unido, donde € transportador proteico fue € toxoide
tetanico, toxoide diftérico o la mutante diftérica atdxica CRM (Borrow y cols., 2002; Lederman,

2003). Esta estrategia proporciond buenos resultados en vacunas contra H. influenzaeb y S
pneumoniae serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. Estos preparados vacunales, pueden aplicarse
a partir de los 2 meses de edad y originan una proteccion de larga duracion (Stein, 1992; Black, y

cols.,, 2000). No obstante, queda por determinar si, a igua que en € caso de H. influenzae b, las
nuevas vacunas conjugadas contra N. meningitidis, interfieren con € portador. Recientemente,
sefialaron en Espafia e Inglaterra, e efecto de la vacuna conjugada C sobre € estado de portador de
N. meningitidis (Maiden y Stuart., 2002; Fernandez y cals., 2003).

Aunqgue e PC dd serogrupo B fue purificado por Gotschlich a mediados de los afios ®, fueron
Wyley colaboradores quienes evaluaron por primera vez en humanos, una vacuna del serogrupo B
(Wyley cols., 1972). Este PC, un polimero de &cido sidlico unido por enlaces a 2-8, parecia ser la
eleccidn légica, pero los resultados de éste y otros estudios, revelaron su pobre inmunogenicidad
(Tappero y cals., 1999). Se demostré que los Ac inducidos por € PC del B durante la infeccion
natural y/o inmunizacion son principalmente de tipo IgM con baja avidez (Colino y Outschoom.,

1998; Tappero y cals,, 1999; Borrow y cols., 2002).
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Todos estos factores, contribuyeron a empleo de estructuras no capsulares para € desarrollo de
vacunas contra N. meningitidis B, entre éllas, las vacunas e aboradas con vesiculas de la membrana
externa entre las que se destaca VA-M ENGOC-BC®, preparado congtituido por vesiculas de la
membrana externa del meningococo B y PC del serogrupo C, adsorbidos a un gel de Hidroxido de
Aluminio (Sierray cols., 1991). En 1989, se aplicd por primera vez en nuestro pais en forma de
campafia y a partir de 1991, se incorporé a Programa Nacional de Inmunizaciones (Pérez y coal.,
2003) y se ha utilizado desde hace mas de 10 afios en Cuba y otros paises (Sotolongo y Gonzdlez.,
1999; Gonzdez de Aledo y Viloria, 2004). En Cuba mostré un 83,5% de proteccién y erradicd la
epidemia. Transcurridos més de 10 afios de su admisién a Programa Naciona de Inmunizaciones,
laincidencia de EM se sitGia por debgjo de las cifras pre-epidémicas (Pérez y cols., 2003).

No obstante a los logros acanzados en €l campo de las vacunas contra los principales agentes
etiolgicos de las meningitis bacterianas, debe mantenerse una estrecha vigilancia de la evolucién
de estos microorganismos en la era post-vacunal, por su notable tendencia a provocar variantes
producto de la recombinacidn genética (Vézquez, 2002).

2.10 Sensibilidad antimicrobiana deN. meningitidis

A la introduccion de cada nuevo antimicrobiano, le siguid la emergencia de bacterias con
mecanismos de resistencia capaces de contrarrestar su eficacia. Esto ha provocado que cada dia se
disponga de un arsenal menor de farmacos eficaces. Actualmente, la emergencia de cepas
resistentes y su diseminacién es uno de los problemas més acuciantes que enfrenta la infectologia
clinica (Gonzdlez, 2002). La consecuencia directa de este fendmeno, es la aparicion de cepas
multiresistentes y la solucion de este problema involucra muchas esferas donde, la vigilancia
epidemiologicay € control de los antimicrobianos, aportardn mejores resultados que € disefioy la
produccidn de nuevos medicamentos (van Deuren y cols., 2000). Se realizan intentos para detener
esta problemética que ya se extiende por todo €l mundo, tal es el caso de las bacterias que producen
infecciones del sistema nervioso central e infecciones del tracto respiratorio (Dukey cols., 2003).

N. meningitidis no escapa a esta problematicay la SD ala penicilina, que apenas se describia antes
de ladécada del 80 (Deviney Hagerman, 1970), después de 1985, se convirtié en un problema cada
vez mas frecuente (Saez-Nieto y Vazquez, 1997; Richter y cols., 2001; Sosay coals., 2001; Kyaw y
cols., 2002% Antignac y cols., 2003). Ademés, se sefida resistencia a sulfonamidas (Bennett y cols.,
2003), rifampicina (Oppenheim, 1997; Nolte y cols,, 2003) y a cloranfenicol (Galimand y cols,,
1998; Shultz y cals., 2003).

En € mango de lainfeccion por N. meningitidis se emplean dos grupos de antimicrobianos bien

diferenciados (terapéuticos y quimioprofilacticos). Sobre estos ultimos, realizamos con anterioridad
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un comentario breve, y entre los terapéuticos, la peniciling, cloranfenicol y cefal osporinas de tercera
generacion son los més utilizados en las infecciones sistémicas (Oppenheim, 1997).

La penicilina, por su escasa toxicidad, sustituyd a la sulfadiacina sodica en € tratamiento de los
casos invasivos (Campos, 1997) y suministrada a dtas dosis, es una alternativa vélida para €
tratamiento de la EM (Bastida y cols., 1998; Trotter y cols., 2002). Desde su primera aplicacion y
durante muchos afios, ho hubo cambios significativos respecto ala sensibilidad de N. meningitidis
frente a este antimicrobiano. Sin embargo, existen estudios puntuales sobre el aislamiento de cepas
con bgjo nivel de resistencia (Dominguez y Mingudlla., 1985). Cuando se detectd la primera cepa
con SD en Espafia, la stuacion se consideré un problema emergente, de amplia distribucion
geogréfica y gran diversidad poblacional (Séez-Nieto y Vazquez, 1997). Este cambio, se debe a
menos en parte, a una disminucién de la afinidad de este antimicrobiano por la proteinafijadora de
penicilina2 (PBP,). El descenso de esta afinidad se encontrd también en Neisserias sgprofitasy los
estudios de genética poblacional, atribuyeron su aparicién a los procesos de recombinacion que
sustituyeron partes del gen penA de la PBP,, por las correspondientes regiones de este gen de las
Neisserias comensales (Stefandlli y cols., 2003). Aungue este tipo de resistencia aparecid en clones
no pre-existentes y no relacionados, se describe cominmente entre cepas del serogrupo C (Campos,
1997; Toro y cols., 1997). Los mecanismos de transmision genética (transduccion, conjugacion y
transformacion) se consideran importantes en € origen de la SD ala penicilina. La secuenciacion de
los genes penAde N. lactamica, N. polysacchareae y N. flavensces, demostraron que los fragmentos
delos genes penAde cepas de N. meningitidiscon SD ala penicilina, son idénticos alos fragmentos
correspondientes de estas especies no patégenas, las que de modo natural, presentan SD a este
antimicrobiano (Lujan y cols., 1990; Orus y Vifias, 2000; Arreaza y cols, 2002). Por otro lado, la
resistencia de N. meningitidis a la penicilina por b-lactamasa es extremadamente rara y solo se
sefiala en casos aidados (Dillon y coals., 1983; Botha, 1988; Fontanalsy cals., 1989).

El cloranfenicol, descrito desde 1947, demostré cuatro afios después su eficaciapara el tratamiento
de la MM vy resulta aln un excelente antimicrobiano frente a N. meningitidis (Puddicombe y cals,,
1984). Laresistenciaa cloranfenicol es poco frecuente, aungque Franciay Vietham reportaron cepas
resistentes (CM| mayor a 64 mg/L), debido ala produccion de una acetiltransferasa y alertan sobre
la emergencia de cepas similares en otras regiones del mundo (Oppenheim, 1997). Por e momento,
esta observacion no ha tenido lugar en Africa, pais donde se emplea para @ tratamiento de la MM
(Tondellay cols., 2001). Si bien es cierto que en Africa, predomina el serogrupo A, los aislamientos
de Franciay Vietnam pertenecian a serogrupo B. Ademas, los estudios son escasos y es factible
que la presion gjercida en Africa por e uso del cloranfenicol, permita el desarrollo de resistencia en
este continente donde por motivos econdmicos, resulta una de las pocas aternativas terapéuticas.
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En Espafia, su uso es ocasiona y constituye una opcion valida de tratamiento en los pacientes
alérgicos ala penicilinay cefalosporinas de tercera generacion (Galimand y cols., 1998).

Las cefalosporinas de tercera generacion, resultan eficaces contra N. meningitidis (Arreazay cols.,
2000°%; Antignac y cols., 2003). La ceftriaxona, parece indicada especialmente en las epidemias de
paises subdesarrollados (Scholz y cols., 1998) y muestra también su utilidad para erradicar a los
portadores (Simmons 'y cols., 2000).

Las pruebas para la sengbilidad in vitro de bacterias patdgenas, no sdlo proporcionan orientacién
parala eleccion de los antibacterianos, sino que se utilizan también con fines epidemiol 6gicos y con
la intencidon de detectar mecanismos de resistencia (Baguero y cols., 1997). Si bien, en los casos
graves resultaimportante determinar la CMI por métodos manuales o automatizados, estas técnicas
implican un costo no solventado para su uso rutinario, en particular para la economia de los paises
latinoamericanos (Baguero y cals., 1997).

Los Laboratorios miden la actividad antimicrobiana por métodos cualitativos y cuantitativos. Los
primeros, emplean la difusién del antimicrobiano concentrado en un disco de papd, polidiscos o
tabletas e identifican a los microorganismos en sensibles, moderadamente resistentes y resistentes
cuando se enfrentan a un antimicrobiano especifico (método de difusion). Este método, se basa en
lineas de regresion que muestran buena correlacion entre los diametros de las zonas de inhibicion y
e vaor de las CMI, empleando cepas idénticas. Sus principaes dificultades estriban en: su no
interpretacion cuantitativa, no-aplicabilidad en organismos de crecimiento lento y su inexactitud
para predecir la sensibilidad a antimicrobianos que difunden ma en los medios de cultivo. Entre
estos métodos tenemos & de Kirby-Bauer (Bauer y cols., 1966; Vazquez y cols., 2003).

Los métodos cuantitativos determinan la menor concentracién del antimicrobiano que inhibe e

crecimiento del agente biolégico, no estén bagjo la influencia de la velocidad de su crecimiento,

permiten conocer la CMI de los antimicrobianos a evaluar, son comodos, posibilitan analizar

simultaneamente a varios microorganismos y representan una ventgja para los laboratorios que
procesan un elevado nimero de cepas (Baguero y cols., 1997). Los métodos cuantitativos se utilizan
con fines investigativos y epidemiol égicos en Laboratorios de Referencia, pero resultan engorrosos
y de un costo elevado, pueden realizarse en caldo o en agar y en ambos estén descritos el microy €
macro-método (Baguero y cols. 1997).

Lasensibilidad in vitrode N. meningitidis se ha redlizado por diferentes méodos (Pascud y cals,,
1996; Campos, 1998; Nicolas y cols., 1998). Debido a su diversidad, resulta dificil comparar los
resultados entre dferentes laboratorios. En un intento por solucionar esta problemética, Centros
Nacionales y de Referencia de Europa, realizaron un estudio de interaccién con diferentes métodos
para medir la sensibilidad antimicrobiana de N. meningitidis(Vézquez y cals., 2003).
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2.11 Transporte y conservacion de cepas de N. meningitidis: Este microorganismo es abil y
dificil de preservar vivo por largos periodos. Los subcultivos frecuentes y € amacenamiento,

conducen ala pérdida de su viabilidad y virulencia, asi como pueden ocasionar también cambios en
sus propiedades antigénicas. La mayoria, recomiendan laliofilizacion y crioconservacion como los
métodos idedles para preservar a este microorganismo (Gibson y Khoury., 1986; Siberry y cals.,

2001).Entre los principios que deben tomarse en cuenta para la conservacion de N. meningitidisse
citan: Su sengibilidad a las variaciones de pH, deshidratacion y cambios de temperatura, asi como
su frecuente autolisis. El LNRM del Instituto Pasteur, no recomienda la conservacion a-20 °C, ya
gue a esta temperatura no se inhiben las exopectidasas del espacio periplésmico que representan un
papel importante en la autolisis de N. meningitidis y N. gonorrhoeae (Guibourdenche y Riou.,

1997).

Los métodos de eeccion para preservar a N. neningitidis por largos periodos de tiempo son la
liofilizacion y crioconservacion (-60 a -80 °C), en sangre de conejo desfibrinada, agua peptonada
glicerinada o leche descremada. Desdichadamente, ambos métodos (los mas confiables), no son

factibles para muchos paises debido a la irregularidad del suministro eléctrico, costo de los equipos
necesarios para su realizacion y las dificultades para su mantenimiento. Sin embargo, cuando no es
posible disponer de estos recursos, se evallan métodos alternativos de més bagjo costo (Siberry y

cols., 2001).

Las cepas de N. meningitidis pueden transportarse y conservarse en medios de cultivo que ofrecen

tiempos variables de viabilidad (horas, semanas, meses). De acuerdo con € tiempo de viabilidad
gue proporcionan, los medios de transporte-conservacion se clasifican en: @) Los que mantienen la
viabilidad a corto plazo (24-48 horas): Medio Transgrow, Medio TGV (transporte gérmenes vivos)
y Medio Stuart; b) Los que mantienen la viabilidad a mediano plazo (1-24 semanas): ACH, CTA,
ADA, Medio de Dorset (MD) y € Medio de Transporte-Aislamiento; ¢) Los que mantienen la
viabilidad a largo plazo (1 afio 0 més): Liofilizacion y crioconservacion (Abalain y cols., 1985;

Sotolongo, 1995). El empleo de estos métodos, dependera de las posibilidades de cada laboratorio
pero es importante tener en cuenta que para su inoculacion, siempre debe partirse de cultivos puros
y jovenes (no més de 24 horas de incubacion) (Abalain y cals., 1985; Sotolongo, 1995).

La obtencion de cepas viables es fundamental para e trabgjo de los laboratorios de referencia, éstos
requieren del envio sistemético de las cepas, en condiciones adecuadas por parte de los laboratorios
suministradores. Laremisién de N. meningitidis alos centros de referencia en condiciones Optimas,
forma parte de la vigilancia epidemioldgica de la EM y contribuye extraordinariamente al
conocimiento, identificacion y caracterizacion de los aidamientos correspondientes a enfermos y

portadores de periodos endémicos y epidémicos.
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3.MATERIALESY METODOS

3.1Reactivos, mediosde cultivoy equipos: Los reactivos, medios de cultivo y equipos empleados
en este trabgjo, aparecen descritos en € anexo 3.

3.2 Universo detrabajo y numer o de cepas procesadas: El universo de trabajo estuvo congtituido
por € totd de cepas de N. meningitidisconservadas en € cepario del Ingtituto Finlay (N = 1472), de
éstas, 1017 pertenecian a periodo epidémico y 455 al post-epidémico. Lamuestra, correspondio al
nimero de aidamientos de enfermos y portadores que fue posible investigar. En todos los casos, la
seleccidn se redizo de forma aleatoria y fue mayor del 20%. A continuacion, se presenta su
distribucion y € nimero de cepas estudiadas en cada grupo y etapa.

Etapas Cepas No. Cepas conservadas No. Cepas estudiadas %
Epidémica Enfermos 548 279 50,91
Epidémica Portadores 469 104 22,17
Epidémica Total 1017 383 37,65
Post-epidémica Enfermos 163 150 92,02
Post-epidémica Portadores 292 195 66,78
Post-epidémica Total 455 345 75,82

3.3 Cepas. Lascepas estudiadas se agruparon, seglin su procedenciay objeto de estudio:

a) Cepas utilizadas en los ensayos de los medios de transporte-conser vacién: 221 cepas de N.
meningitidis 205 (enfermos) y 16 (portadores), pertenecientes a cepario del Ingtituto Finlay. Su

distribucién para cada ensayo se desglosa desde 3.4.4.1-3.4.4.4

b) Cepas utilizadas en la caracterizacion fenctipica (enfermosy portadores): 728 cepas de N.
meningitidis aidadas durante un periodo de 20 afios (1982-02), pertenecientes a cepario del
Instituto Finlay. Su distribucion y caracteristicas, aparece descrito en 3.5.1.

¢) Cepas para d estudio de EEM : 91 cepas de N. meningitidis B, aidadas de enfermos en €

periodo 1985-92 y pertenecientes a cepario del Ingtituto Finlay.

d) Cepas para € estudio de la sensibilidad a la penicilina: 283 cepas de N. meningitidis, aidadas
de enfermos y portadores durante € periodo 198202, pertenecientes al cepario del Ingtituto Finlay.
Su distribucién y caracteristicas, aparece descritaen 3.7.1.

€) Cepas de Referencia: Se emplearon como controles para las pruebas seroldgicas, pruebas
bioquimicas de identificacion y paralainoculacién de los medios de transporte y conservacion.

- Cepas patron de serogrupos de N. meningitidis: A (M139), B (M166), C (M137), X (M405), Y
(M406), Z (M406) y Wiss (M603), donadas gentilmente por € Dr. JA. Séez-Nieto dd Ingtituto
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“Carlos 111", Mgjadahonda, Espafia. Ademas, se utiliz6 la cepa vacunal cubana de N. meningitidisB
(385/83) ddl cepario ddl Ingtituto Finlay.

- Cepas patrén de serotipos y subtipos de N. meningitidis: M1080 (1:P1.1,7), B16B6 (2a:P1.2),

2996 (2b:P1.2), 870227 (4:P1.10), M990 (6:P1.6), M982 (9:P1.9), S3032 (12:P1.12,16), S3446 (14:
P1.6,14), H355 (15:P1.15), H44/76 (15:P1.7,16) y 882066 (NT:P1.4), donadas gentilmente por €

Dr. JA. Séez-Nieto del Ingtituto “Carlos 111", Majadahonda, Espafia. Ademés, se utilizd la cepa
vacunal cubana de N. meningitidisB (385/83) del cepario ddl Instituto Finlay.

- Cepas patron de inmunotipos de N. meningitidis: M978 (L:8), 7880 (L:10) y 385/83 (L:3,7,9),

del cepario del Ingtituto Finlay.

- Cepas patrén para estudios isoenziméticos de N. meningitidis. C264/85 y C67/89 (ET-5),
A35/92 y A64/92 (ET-37), A33/93 y A39/93 (ET-A4), caracterizadas y donadas gentilmente por la
Dra. D. Caugant del Ingtituto Nacional de Salud Piblica, Odo, Noruega.

- Otras cepas patron: N. lactamica (NCTC 10617), N. gonorrhoeae (MA1660), N. polysaccharea
(N-1506), Saphylococcus aureus ATCC 25923 y Moraxella catarrhalis, donadas gentilmente por
el Dr. JA. Séez-Nieto ddl Instituto Naciona de Salud “Carlos 111", Mgadahonda, Espafia.

- Cepas controles para el método de sensibilidad a la penicilina: Escherichia coli ATCC 25922
y Staphylococcusaureus ATCC 29213, pertenecientes a cepario del Instituto Finlay.

3.4 Medio de Transportey Conservacién (TC)

3.4.1 Composicién dd Medio TC: Para preparar 1 L de medio se pesaron los siguientes
compuestos. Nitrato Férrico 0.01 g.; L-glutamina 10.0 g.; Bicarbonato de Sodio 0.75 g.; Cloruro de
Sodio 3.0 g.; Cloruro de Calcio 0.1 g.; Cloruro de Magnesio 0.1 g.; Acido Tioglicdlico 1.0 g.; Agar
Noble 3.0 g.; Carbén 10.0g.; Almidén Soluble 5.0 g:, Gelatina 10.0 g. y MOPS (3{ N-Morpholing

propane-sulfonic acid) 20.92 g. El pH final se gjustd a7.3 £ 1 (Sotolongo, 1995).

3.4.2 Elaboracion del Medio TC: Después de pesar los componentes individualmente, tres de
elos: Agar, Gelatinay Almidon, se disolvieron y calentaron por separado hasta su disolucion total

en una parte del volumen de agua autilizar. Seguidamente, se mezclaron todos los componentes y
yadisueltos, se gjustd € pH (7.3 £ 1). Posteriormente, €l medio se distribuy6 (4 mL), en tubos con
fondo plano de 90/15 mm y durante este proceso, se mantuvo en movimiento constante a 90 °C en
un agitador magnético con calor. Después de su distribucion, se esterilizé a 121 °C, 15 minutos, se
dejo enfriar a la temperatura del laboratorio (20-25 °C) y a dia siguiente, se afiadié a cada tubo,

200-300 m de liquido ascitico (LA) humano estéril. Se realizd prueba de esterilidad por incubacién
a37 °C durante una semana y posteriormente se almacen6 a 20-25 °C hasta su empleo. Se prepard
también otro lote de Medio TC sin laadicion de LA.
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3.4.3 Inoculacién ddl Medio TC: A partir de un cultivo puro de N. meningitidis de 18-24 horas de
incubacion en Agar Mudler Hinton més Suplemento Nm (AMHSN) (Sotolongo, 1995), se tomd

mediante asa estéril desechable, un indculo abundante de cada una de las cepas a conservar y éste,

se depositd en las paredes ddl tubo, cercano a la superficie del medio, hasta lograr una suspension

densaen e LA. El medio inoculado, se incubd a 37 °C, 18-24 horas y posteriormente, se mantuvo a
20-25 °C durante e ensayo. En todos |os experimentos, se realizaron resiembras periddicas a placas
Petri de AMHSN y en cada oportunidad, se identificd € crecimiento bacteriano obtenido hasta
serogrupo. La viabilidad se comprobd transcurridas las primeras 24 horas de incubacion a 37 °C, la
segunda verificacion de vibilidad se hizo alos 7 dias de conservacion (20-25 °C), y posteriormente
se continud con resiembras periddicas cada 4 semanas hasta completar 6 meses (24 semanas). La
descripcion del Suplemento Nm aparece en € anexo 4.

3.4.4 Ensayosrealizadoscon el Medio TC

3.4.4.1Viabilidad de N. meningitidisen Medio TC

Cepas: Se utilizaron 56 cepas de N. meningitidis serogrupo B, aidadas de enfermos y remitidas &

LNRM. Parasu inoculacion en el Medio TC, las cepas se sembraron inicialmente en placas Petri de
AMHSN (Sotolongo, 1995). Después de su incubacion a37 °C durante 18-24 horas, en atmoésfera
himeda con 5% de CO, y previa comprobacion de pureza por tincion de Gram, las cepas se
inocularon en las diferentes variantes del Medio TC. En todos los ensayos, se realizaron resiembras
periddicas a placas de AMHSN a las 24 horas, 7 dias de conservacion y cada 4 semanas hasta
completar 6 meses. Después de cada resiembra, las placas se incubaron a 37 °C, 18-24 horas en

atmosfera hiumeda con 5% de CO,, identificandose € crecimiento bacteriano obtenido (segin la
periodicidad descrita), a partir de cada uno de los tubos de Medio TC inoculados.

Para este ensayo se confeccionaron tres grupos de estudio:

a) Primer grupo: Compuesto por 25 cepas de N. meningitidis serogrupo B, seinoculé en Medio TC
con LA, seincubd 18-24 horas a 37 °C y posteriormente, se conservé a 20-25 °C durante un periodo
de 6 meses (24 semanas).

b) Segundo grupo: Compuesto también por 25 cepas de N. meningitidis serogrupo B, seinocul6 en
Medio TC sin LA, se incub6 1824 horas a 37 °Cy posteriormente, se mantuvo 24 semanas a la
temperatura de 20-25 °C.

) Tercer grupo: Compuesto por 6 cepas de N. meningitidis serogrupo B, seinoculé en Medio TC
sn LA, seincubd 18-24 horas a 37 °C y a diferencia de los 2 grupos anteriores, se mantuvo a37 °C
durante 6 meses (24 semanas). En los tres ensayos, la viabilidad de las cepas se comprob6 mediante
subcultivos a placas Petri de AMHSN, seguin la metodol ogia ya descrita.
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3.4.4.2 Viabilidad de N. meningitidisen Medio TC y otros medios de transpor te -conser vacion
Cepas: Se utilizaron 21 cepas de N. meningitidis: 20 pertenecientes a serogrupo B (aidadas de
enfermos) y 1 serogrupo A (cepa de referencia). Antes de lainoculacion en Medio TC con LA y en
d resto de los medios investigados, las cepas se sembraron paralelamente en placas Petri de Agar
Chocolate (ACH) y AMHSN, se incubd 18- 24 horas a 37 °C en atmésfera hiimeda con 5% de CO, y
luego de confirmar la pureza del cultivo por tincién de Gram, se procedié a la inoculacién en los
diferentes medios de trasporte y conservacidn investigados.

Elaboracién del resto de los medios de transporte y conservacién: Excepto el Medio TC con
LA, que se eabor6 e inocul 6 de la forma ya descrita, € resto, se prepard seguin las instrucciones del
fabricante. Para su distribucion y esterilizacion (121 °C, 15 minutos), se emplearon tubos con fondo
plano (90/15 mm) y la siembra se realizd por puncidn. Y ainoculados, los medios se incubaron 18
24 horas a37 °C y a partir de ese momento, se almacenaron 6 meses (24 semanas) alatemperatura
de 20-25 °C. Durante € ensayo, se redizaron resiembras peri6dicas a placas de AMHSN, segin la
periodicidad descrita anteriormente. Estas placas se incubaron a 37 °C, 18-24 horas en atmodsfera
himeda con 5% de CO, y en cada oportunidad, se verificd hasta serogrupo, € crecimiento
bacteriano obtenido a partir de cada uno de los medios inoculados. Se investigaron los siguientes
medios. ACH, Cistina Tripticasa Agar (CTA), Agar Dextrosa Almidon (ADA) y Medio TC con
LA.

3.4.4.3 Viabilidad de N. meningitidisremitidas desde Turquiaen Medio TC

Cepas. Se estudiaron 16 cepas de N. meningitidis (4 serogrupo A, 3 serogrupo B, 1 serogrupo Z, 1
serogrupo Wiss, y 7 cepas NA), aidadas de portadores en la Replblica de Turquia e inoculadas en
Medio TC con LA, una semana antes de su transportacion a Cuba. Las cepas se remitieron al
Laboratorio de Microbiologia de la Direccion de Asistencia Cientifico Técnica Aplicada (DACTA)
de Ingtituto Finlay, se sembraron, identificaron, inocularon y conservaron segin b metodologia ya
descrita (Sotolongo, 1995). Se redlizaron resiembras periddicas a placas de AMHSN durante 24
semanas y en cada oportunidad, se identific hasta serogrupo, € crecimiento bacteriano obtenido.
3.4.4.4 Viabilidad de N. meningitidis conservadas 12 afiosen Medio TC

Cepas. El Laboratorio de Microbiologia de DACTA amacenaba desde 1985, en Medio TC con LA
a20-25°C, 128 cepas de N. meningitidis B. Después de 12 afios conservadas con las condiciones ya
descritas, se constatd que & medio inoculado mantenia sus caracteristicas en cuanto ala hidratacion,
consistencia y apariencia. Esto nos motivé a comprobar la viabilidad e identificacion de las cepas
almacenadas en é. Cada una de las cepas conservadas en Medio TC, se sembraron en AMHSN, se
incubaron a37 °C, 18-24 horas en atmésfera hiimeda con 5% de CO, y cada crecimiento bacteriano
obtenido, se identificd segin la metodol ogia descrita anteriormente (Sotolongo, 1995).
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3.4.4.5 Criterios de viabilidad de N. meningitidis en Medio TC y otros medios de transporte-
conservacion
a) Cepaviable: Si € crecimiento bacteriano obtenido a partir de las resiembras periédicas realizadas
aplacas de AMHSN, se correspondié con las cepas de N. meningitidisinoculadas.

b) Cepa no viable: Si a partir de las resiembras periddicas realizadas a placas de AMHSN, no se
obtuvo crecimiento bacteriano o éste, después de su identificacion, no resultd N. meningitidis.
3.4.4.6 Andlisis estadistico de los resultados de los medios de transpor te-conser vacion

Para | os ensayos reali zados con |os medios de transporte y conservacion se utilizaron:
- Prueba de significacién para el andlisis de sobrevida para varias muestras (extension de los test de
GehanWilcoxon, Peto y “log-rank™).
- Test “longrank” de andlisis de sobrevida para parejas de muestras.
- Adicionamente, se calcularon las medianas de las curvas de sobrevida, que en nuestro caso, es €
momento en que se mantienen viables solo & 50% de las cepas en estudio.

- Gréfico de sobrevida (Kaplan-Meier).

- En todas las figuras se marc6 con una linea transparente € valor 0.5. Lainterseccion de estalinea
con cada curva, indica la mediana correspondiente (prolongacion en € ge X).

3. 5 Caracterizacion fenotipica de cepas deN. meningitidis.

3.5.1 Cepas aidadas de enfermosy portadores

Criterios de seleccion: La cantidad de cepas de N. meningitidis procesadas siempre fue € maximo
permitido por los recursos disponibles en DACTA. En todos los casos, la seleccion se redizé de
forma aleatoria y la fraccién del muestreo fue mayor dd 20% (3.2). Se estudiaron 728 cepas
adadas durante 20 afios (1982-02). Para su distribucion e identificacion, se tuvo en cuenta la
incidencia de la EM que reflgja € Anuario Estadistico de Salud en Cuba (2003), respecto a la
incidencia y mortdidad par EM, 1976-03 (http://www.dd.cu/anuario/indice.html). Tomando en

cuenta los aidamientos disponibles, las cepas se dividieron en dos etapas. @) Las de la etapa
epidémica, correspondieron a periodo entre 1982-92 (incidencia de EM desde 12,8-1,3/200 000
habitantes) y las de la post-epidémica, pertenecieron a los aisamientos disponibles de los afios
1993-02 (incidencia de EM desde 0,9-0,3/100 000 habitantes). En ambos grupos, las cepas
procedieron de enfermos y portadores. Para su identificacion y descripcidn, se empled la siguiente
terminologia. EEE = enfermos de la etapa epidémica; PEE = portadores de la etapa epidémica;
EEPE = enfermos de |a etapa post-epidémicay PEPE = portadores de la etapa post-epidémica. Su

ndmero, distribucién e identificacion se muestra a continuacion:
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CEPAS (N = 728)

1982-1992 1993-2002 1982-2002
EEE PEE Tota EEPE PEPE Tota EEE + PEE EEPE+PEPE Total
279 104 383 150 195 345 383 345 728

La metodologia de trabajo para todas las cepas incluyd: Cultivo y replicacion bacteriana,
identificacion de género, especie y seroagrupamiento, seglin métodos convencional es (Sotolongo,
1995). Parala determinacion de sero/subtipos e inmunotipos se utilizo el ELISA de cdulas enteras
con AcM (Abdillahi y Poolman 1987), modificado por Garcia (1991).

3.5.2 Cultivo y replicacién bacteriana: Las cepas se mantenian almacenadas en Medio TC con LA
(20-25 °C), liofilizadas (4-8 °C) y/o crioconservadas en Leche Desnatada al 10% (-70 °C). A partir
de la conservacion correspondiente, se realizaron subcultivos a placas Petri de Agar Mueller Hinton
més suero bovino a 5% (AMHSB), incubandose a 37 °C durante 18-24 horas y atmésfera himeda
de CQ, d 5%. S en & momento de lalectura, € cultivo se encontraba contaminado, las cepas de N.
meningitidisse reaidaron en AMHSB mas VCN (suplemento inhibidor compuesto por 3 ng/mL de
vancomicinag, 750 ng/mL de colisting, 1250 ng/mL de nistating) y se incubaron manteniendo las
condiciones descritas previamente (Sotolongo, 1995).

3.5.3 Pruebas de identificacién y confirmacion de cepas de N. meningitidis: En todos los
cultivos obtenidos se sigui6 € siguiente proceso de identificacién: Tincion de Gram, produccion de
citocromo-oxidasa, produccion de catalasa, deteccion de la actividad g-Glutamil-aminopectidasa,
deteccion de la actividad b- Galactosidasa, deteccion de lipasas, deteccion de DNasa, produccion de
polisacarido en medio con 5% de sacarosa y utilizacion de carbohidratos (Glucosa, Mdtosa,
Lactosa, Sacarosa) (Satolongo, 1995).

3.5.3.1 Produccién de citocr omo-oxidasa: Se empled una solucién de Hidrocloruro de Tetrametil
Parafenilendiamina a 1%, la cual se impregnd en una tira de papel de filtro. Las colonias de las
cepas a investigar, se extendieron sobre estatira de papel y transcurridos unos pocos segundos, se
observo lareaccion producida.

Lectura e interpretacion: En los casos positivos, inmediatamente se observé € ennegrecimiento de
la estria realizada en € papel de filtro; en los casos negativos, no se podujo este cambio de color
(Sotolongo, 1995).

3.5.3.2 Produccion de catalasa Se coloco una gota de Perdxido de Hidrégeno (H,0,) a 3% sobre
una lamina portaobjetos. Luego, con la ayuda de un asa estéril desechable, una asada de la cepa a
investigar se deposité sobre esta gota de H,0,.
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Lectura e interpretacion: En los casos positivos, a los pocos segundos, se observo la produccién de
burbujas y en los negativos, no se visualizd esta reaccion (Sotolongo, 1995).

3.5.3.3 Deteccion de la actividad g-Glutamil-aminopectidasa: Se determiné mediante € sistema
Enzyline g-GT 20S. Una suspension bacteriana de las cepas a investigar, se deposito en la solucion
del reactivo preparada en e momento del ensayo (seglin instrucciones del fabricante), se mantuvo a
la temperatura del laboratorio (20-25 °C) durante 30 minutos y posteriormente se realizo lalectura.
Lectura e interpretacion: En los casos positivos, a los pocos minutos, la suspensién bacteriana tomé
un color amarillo intenso y en los negativos, no hubo cambio de color alguno (Sotolongo, 1995).
3.5.3.4 Deteccion de la actividad b-Galactosidasa: Se emplearon discos comerciades de ONPG
(Ortonitrofenil b-D-galactopiranésido). Se prepard una suspension densa de las cepas a investigar
en 0.5 mL de agua destilada, se afiadié un disco de ONPG y se degj6 30 minutos a la temperatura del
|aboratorio (20-25 °C).

Lectura e interpretacion: En los casos positivos, gparecio en pocos minutos, un color amarillo
intenso de la suspension y en los negativos, no se produjo cambio de color (Sotolongo, 1995).
3.5.3.5 Deteccién de Lipasas: Se utiliz6 € medio de Agar Tributirina Base mas Tributirato de
Glicerina en placas Petri y para su preparacion, se siguieron las instrucciones del fabricante. Se
sembro de forma circular (4 cepas por placa), por puntos de inoculacion de aproximadamente 10
mm de didmetro, luego se incubd a 37 °C, 18-72 horas y atmésfera hiimeda con 5% de CO,.

Lectura e interpretacion: En los casos positivos (colonias lipoliticas), se observaron halos claros
alrededor de las agpas inoculadas. En las no lipaliticas, € medio de cultivo conservd su aspecto
turbio arededor del in6culo (Sotolongo, 1995).

3.5.3.6 Deteccion de DNasa: Se utiliz6 Agar DNasa en placas Petri y para su preparacion se
siguieron las instrucciones del fabricante. Se sembro de forma circular (4 cepas por placa), por
puntos de inoculacion de aproximadamente 10 mm de didmetro; se incubd a 37 °C, 18-24 horasy
amosfera himeda con 5% de CO, y pogterior alaincubacion, la placa se inundé con HCI.1IN.
Lectura e interpretacion: En los casos positivos, a inundar la placa con HCI, aparecié un halo
transparente alrededor de |as cepas con actividad desoxirribonucleasa. En las cepas negativas, no se
produjo esta reaccién (Sotolongo, 1995).

3.5.3.7 Produccién de polisacérido en medio con 5% de sacarosa: Las cepas se inocularon en
placas Petri de Agar Cerebro Corazon, preparado segun instrucciones del fabricante. La siembra se
reaizd de forma circular (4 cepas por placa), por puntos de inoculacion de aproximadamente 10
mm de didmetro; se incub6 a 37 °C, 18-72 horas y atmésfera htimeda con 5% de CO,. Posterior ala

incubacion, se afiadieron algunas gotas de Lugol sobre € crecimiento bacteriano obtenido.
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Lectura en interpretacion: En los casos de produccién de polisacarido, a afadir € Lugol sobre €

cultivo, las colonias tomaron un color negro. En los casos negativos, no se produjo este cambio de
color (Sotolongo, 1995).

3.5.3.8 Utilizacion de carbohidratos. Como medio base se empled Agar Mudller Hinton y como

indicador se utiliz6 una solucion de Azul de Bromotimol al 1,5%. Al medio base, se le afiadieron

los azlcares (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa) a una concentracion del 1%, previamente
edterilizados de forma independiente (filtros Sartorius 0.22 mm) en soluciones al 1%. Para la
siembra, se tomd mediante asa estéril desechable, un indculo bacteriano abundante y se sembrd en

placas Petri con cada uno de los azlicares incorporados al medio base. La siembra se realizé en un
area de 10 mm de diametro, se estudiaron simultaneamente entre 20-25 cepas por placay se incubé
a37°C,sinCQ.

Lectura e interpretacion: Se interpreté como reaccion positiva, si alrededor de |as cepas problemas,
existié un cambio de color del indicador de pH (Azul de Bromotimoal), de azul a amarillo. En los
Casos negativos, no se observo esta reaccion (Sotolongo, 1995).

3.5.3.9 Seroagrupamiento de cepas de N. meningitidis. Se rediz6 por aglutinacion en laminas
portaobjetos con antisueros de grupos comercides (A, B, C, X, Y, Z, Wiss). A partir de un aultivo
puro, se realizO una suspension densa en PBS. Posteriormente, una gota de cada suspension se
enfrenté a cada uno de los antisueros serogrupo especificos, se reaizo una ligera rotacion de la
mezclay durante 2 minutos, se observo la aparicion de aglutinacion (Sotolongo, 1995).

Lectura e interpretacion: El resultado se definié en funcion del antisuero que aglutind a ponerse en
contacto con la suspension bacteriana. Las cepas que no aglutinaron, las que o hicieron con més de
uno de los antisueros probados y aguellas que no aglutinaron con ninguno de éstos, se identificaron
como cepas de N. meningitidis NA.

3.5.3.10 Determinacion de sero/subtipos e inmunotipos. Se utilizd un ensayo inmunoenzimético
(ELI1SA) de cdulas enteras con AcM, seguin € protocolo descrito por Abdillahi y Poolman (1987),
modificado por Garcia (1991). Esta maodificacién consistio en disminuir a 1 hora € tiempo de
incubacion con € conjugado, y € empleo de Tween 20, en sudtitucion de Tween 80. Para
determinar los sero/subtipos se empled un panel comercia de AcM, de Ingtituto Naciona de
Investigaciones para e Hombre y e Ambiente de Holanda (RIVM). Se utiliz6, ademas, d AcM

P1.19, donado por € Ingituto Naciona para Control Biolégico y Estandares del Reino Unido

(NIBSC) y los AcM de inmunotipos suministrados también por € NIBSC.

a) AcM para la determinacion de serotipos: MN3C6B (1), MN2D3F (2a), MN2C3B (2b), MN14
G21 (4), MN5CB8C (14), MN15A14H6 (15); b) AcM parala determinacion de subtipos: MN14C2.3
(P1.1), MN16C13F4 (P1.2), MN20B9.34 (P1.4), MN22A9.19 (P15), MN19D6.13 (P1.6), MN14
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C11.6 (P1.7), MN5A10F (P1.9), MN20F4.17 (P1.10), MN20A7.10 (P1.12), MN24H10.75 (P1.13),
MN21G3.17 (P1.14), MN3C5C (P1.15), MN5C11G (P1.16) y d AcM P1.19 (NIBSC); ¢) AcM
para la determinacion de inmunotipos: 92-1.3,7,9 (L3,7,9), 21-L8 (L8) y 14-1L 10 (L 10).

3.5.3.11 Criterios de identificacion de cepas deN meningitidis

Los criterios que se tomaron en cuenta para considerar alas cepas como N. meningitidisfueron:

P Tincion de Gram: Diplococos Gram negativos P g Glutamil-aminopectidasa: Positiva.
arrifionados. P b-Galactosidasa: Negativa.
Oxidasa: Positiva. b Lipasa: Negativa.
Catalasa: Positiva. P DNasa Negativa.

b Utilizacion de azlcares: Glucosay maltosa P Producciénd e polisacérido en medio con 5% de

positivas, lactosay sacarosa negativas. sacarosa: Negativa
Seroagrupamiento: Se determind en funcion del antisuero que agluting a ponerse en contacto con la
suspension de N. meningitidis Las cepas que no aglutinaron, las que lo hicieron con més de uno de
los antisueros investigados y aguellas que no aglutinaron con ninguno, se identificaron como cepas
de N. meningitidis NA.
Sero/subtipos/inmunctipos: La identificacién de los sera/subtipos e inmunotipos se realizé tomando
en cuenta las reacciones positivas frente alos AcM investigados.
Las cepas que no mostraron reaccion positiva alguna frente a los AcM de serotipos, subtipos e
inmunotipos, se identificaron como NT, NST, NIT (no inmunotipable), respectivamente.
3.5.3.12 Andlisis estadistico de la caracterizacion fenotipica
Se calcularon proporciones, frecuencias absolutas y relativas. Ademés, se utilizo el test X* o el test
exacto de Fisher para e andlisis de tablas de contingencia. Para proporciones de interés, se
cacularon intervalos de confianza por e método aproximado de Wilson.
3.6 Determinacion del tipo electroforético (ET) por electroforesis de enzimas multilocus(EEM)
3.6.1 Cepas estudiadas por EEM: 91 cepas de N. meningitidis serogrupo B, aisladas en € periodo
de 1985-92 y pertenecientes a cepario del Ingtituto Finlay. Se siguié la metodologia descrita en
3.5, pero por no disponer en ese momento de los AcM de LOS 'y del P1.19, éstos no pudieron ser
identificados en este grupo de cepas.
3.6.2 Estudio del polimorfismo enzimatico. Enzimas investigadas. El estudio se rediz6 por
electroforesis en geles de amidon (Selander y cols., 1986) y se investigaron un total de 14 enzimas:
Enzima Malica (ME); Glucosa 6fosfosfato (GGP); Peptidasas (PEP); Isocitrato Deshidrogenasa
(IDH); Aconitasa (ACO); Glutamato DeshidrogenasaNAD (GD1); Glutamato Deshidrogenasa
NADP (GD2); Alcohol Deshidrogenasa (ADH); Fumarasa (FUM); Fosfatasa Alcdina (ALK);
Indofenol Oxidasa 1(1P1); Indofenol Oxidasa 2 (IP2); Adenilato Kinasa (ADK); Deshidrogenasa
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desconocida (UDH). Las soluciones estabilizadoras para estas enzimas, asi como las soluciones de
tincion se prepararon siguiendo la metodologia descrita por Selander y colaboradores (1986).

3.6.3 Preparacion de los extractos enzimaticos. La obtencion de los extractos enziméticos se
realizo segiin Selander y colaboradores (1986). Para obtener suficiente concentracion de enzimas en
los lisados microbianos, las cepas se sembraron en placas Petri de Agar Mueller Hinton con sangre
de carnero a 5 % (AMHSC), se incubaron a 37 °C, 18-24 horas y atmésfera himeda con 5% de
C0,. Concluida esta incubacion, se colecté la biomasa con hisopo estéril y se transfirio a un

Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de Caldo Mueller Hinton, se incub6 a 37 °C durante 18 horas
en una zaranda orbital a 170 rpm. Previamente, a todos los cultivos se les rediz6 un control de
pureza por tincion de Gram. Las céulas que se obtuvieron por centrifugacion, se resuspendieron en
2 mL de unasolucion de lisis (10nM Tris-1mM EDTA-0.5 mM NADP, pH 6.8). El guste dd pH se
reaiz6 mediante la adicion de aproximadamente 18 mL de HCI concentrado. La suspension se
manipuld con cuidado, garantizando que no quedaran agregados de células, y posteriormente se
congel6 a -20 °C durante 72 horas. Los lisados obtenidos se descongelaron vy filtraron a través de
filtros de 0.45 nm (Sartorius), y los extractos enzimaticos colectados, se almacenaron debidamente
rotulados a-70 °C, hastalarealizacion de la electroforesis.

3.6.4 Electroforesis en geles de almiddn: Se emplearon camaras horizontales elaboradas en €
Centro Naciona de Investigaciones Cientificas (CNIC), de acuerdo a protocolo propuesto por la
Dra. Caugant del Instituto Nacional de Sdud de Odlo, Noruega. Parala preparacion delos gelesy la
corrida electroforética, se mantuvo @ sistema de corrida disefiado para cada enzima (Selander y
cols., 1986). Entre las muestras a estudiar, se insertaron extractos enziméticos correspondientes a
las cepas patrones descritas en 3.3. El grado de separacién de los electromorfos dependi6 del pH del
gd y/olacorriday de la concentracién del almidén en € gel.

3.6.5 Tincién especifica de las enzimas: Latincion se basd en poner de manifiesto la actividad
enzimética sobre e propio gel por adicion del sustrato, coenzima y un indicador de oxido
reduccién gue dio origen a un compuesto coloreado. Concluida la corrida, los geles se retiraron

cuidadosamente de los moldes y a cada uno de ellos, se le realizaron cuatro cortes transversales de
modo de que cada gel facilito el estudio de 4 enzimas diferentes. Las enzimas se enumeraron en

3.6.2 y las soluciones empleadas para € revelado o tincién, asi como las condiciones especificas
para cada una, fueron descritas por Selander y colaboradores (1986). Se puso especial cuidado para
garantizar que todos los geles quedaran cubiertos por la solucién de tincién y se incubaron a 37 °C
en la oscuridad hasta la aparicién de las bandas. La visualizacion de estas bandas se realizo entre los

10-30 minutos siguientes y una vez observadas, se eimind la solucién de tincion, se lavé con agua
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dedtilada (excepto en los casos donde la tincion se realizé sobre fase sdlida en agar) y se afadié la
solucion fijadora compuesta por: Acido Acético, Metanol y agua (1:5:5) (Selander y cols., 1986).
3.6.6 Lectura de los geles: La movilidad electroforética para cada una de las cepas procesadas se
realizo visualmente, comparando la movilidad relativa de los eectromorfos (alelos) para cada una
de las enzimas. Cada uno fue enumerado en orden decreciente de migracion anddica, intercalando
entre los extractos a estudiar, lisados de cepas con variante de electromorfo conocida para una
enzima especifica. Cada cepa se caracterizd por su combinacion de electromorfos de las enzimas
estudiadas, que configuraron un ET. Por lo tanto, cada ET, agrup6a las cepas que presentaron una
movilidad el ectroforética idéntica en todas las enzimas.

3.6.7 Andlisis estadistico de los resultados de la EEM: Los datos se exponen en tablas de
contingencia y los estimadores empleados fueron: media aritmética y proporciones, asi como
indicadores propios de ladiversidad genética. Paralas pruebas de comparacion se empled € método
de X?. Los niveles de significacion se situaron en 0.05 y 0.01. Para determinar la diversidad genética
en los “loci”, fue necesario conocer la frecuencia de los distintos alelos. La diversidad genética se
calcul6 empleando simultaneamente dos paquetes estadisticos. ETDI version 2.2 desarrollado por €
Dr. Whittam TS, dd Departamento de Biologia, Universidad Estatal de Pennsylvania, Estados
Unidos (Selander y cols., 1986), donado por la Dra. Caugant y el paquete estadistico (Estela version
3.01) desarrollado por € Dr. Loren del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelona, Espafia (Fustéy cols., 1996), donado gentilmente
por e propio autor. El indice de asociacion se calculd seglin Smith y colaboradores (1993).

3.7 Sensibilidad a la penicilina de cepasde N. meningitidis

3.7.1 Cepas deN. meningitidisestudiadas: El Laboratorio de Microbiologiade DACTA, disponia
de recursos suficientes para redizar un estudio de sensbilidad a la penicilina que comprendiera
aproximadamente 300 cepas y se pudieron investigar 283: 141 aidamientos de |a etapa epidémicay
143 de la pogt-epidémica. Todas pertenecian a cepario del Instituto Finlay y para su distribucion e
identificacion se tuvieron en cuentalos criterios ya descritos en 3.5.1.

Entre los aidamientos de EEE y PEE se incluyeron cepas correspondientes a la etapa 1982-92 y
entre los EEPE y PEPE, se conservaban viables aidamientos pertenecientes a los afios 1998-02. La
distribucién eidentificacién de las cepas, se desglosa a continuacion:

CEPAS (N = 283)

1982-1992 1998-2002 1982-2002
EEE PEE Total EEPE PEPE  Totd EEE + PEE EEPE+PEPE Total
76 65 141 14 128 142 141 142 283

En estas 283 cepas, se aplicd la misma metodol ogia de trabajo descritaen 3.5
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3.7.2 Mé&odo de sensibilidad antimicrobiana a la penicilina: La sensibilidad a la penicilina se
investigd por € méodo de dilucién en agar, determinandose la CMI, de acuerdo a las normas y
recomendaciones del Comité Naciona de Estandares del Laboratorio Clinico (NCCLS, 2003).

3.7.3 Determinacion de la CMI: A partir del polvo de penicilina, con una potencia de 1 000
ny/mL, se prepard la “solucion madre” (concentracion de 960 ng/mL). Posteriormente, de esta
“solucion madre” diluida 1:10, se realiz diluciones dobles en agua destilada estéril y se obtuvieron
los rangos de concentracion (ng/mL) investigados (0.004, 0.008, 0.016, 0.032, 0.063, 0.125, 025,
05 1,2y 4 ng/mL). Como medio de cultivo se utiliz6 AMHSC, a que se le afadi6 en €
momento de la preparacion, 2 mL de las diluciones dobles de penicilina previamente abtenidas,
dispensandose finalmente 20 mL del medio AMHSC en placas Petri estériles (10x100). Se hicieron
también placas controles de AMHSC sin penicilina. El inéculo bacteriano, se obtuvo a partir de un
cultivo puro de N. meningitidis en AMHSB, incubado 18-20 horas a 37 °C y 5% de CO,. Previa
comprobacion de pureza por tincion de Gram, se realizé suspension del microorganismo en 4 mL de
SSTF, hasta alcanzar una turbidez similar a la del patrén 0.5 de McFarland (1x10° UFC/mL).
Inmediatamente, las suspensiones se diluyeron 1:10 y se depositaron en e multirreplicador (Steer),
mediante pipetas estériles. A continuacion, las suspensiones bacterianas se inocularon en placas
Petri de AMHSC sin penicilina (placa control) y en placas de AMHSC con las diluciones de
penicilina (0.0044 ng/mL). El replicador deposité 0.002 mL de cada una de las suspensiones
bacterianas, inoculando alrededor de 10° UFC. Concluida la siembra, se incubd 18-24 horas a 37 °C
y atmosfera himeda con 86 de CO,. En todas las ocasiones, se incluyeron placas controles
(AMHSC sin penicilina). En estas placas se observé e arecimiento adecuado de N. meningitidis y
las cepas controles (E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213). Transcurrido ese periodo de
tiempo, se procedio alalectura e interpretacion por dos personas diferentes (NCCLS, 2003).

3.7.4 Criterios de interpretacion de la CMI: Lalectura e interpretacion se realizd colocando las
placas cultivadas sobre un fondo oscuro. No se tomd en cuenta € crecimiento bacteriano apenas
visible, ni € de una sola colonia. Se interpreté como CMI, la menor concentracion de penicilina
capaz de inhibir e crecimiento bacteriano y se emplearon las categorias de sensible (S), sensibilidad
disminuida (SD) y resistente (R), segun los rangos de CMI establecidos para este antimicrobiano.
S=CMI: £ 0.06 pg/mL; SD = CMI: 0.12- lug/mL y R=CMI: 3 2 ug/mL (NCCLS, 2003).

3.7.5 Andlisis estadistico de la sensibilidad a la penicilina: Se calcularon proporciones,
frecuencias absolutas y relativas. Ademsas, se utilizd € test X o @ test exacto de Fisher para
andlisis tradicional de tablas de contingencia. Para proporciones de interés, se calcularon intervalos
de confianza por e méodo aproximado de Wilson.
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4. RESULTADOS

4.1 Medio TC: Al analizar los resultados obtenidos con las variantes del Medio TC (incorporacion
o ausenciade LA) y temperaturas de incubacion ensayadas (37 y 20-25 °C), la proporcion de cepas
de N. meningitidis viables, fue superior en TC con LA conservado a 20-25 °C. En esta vaiante,
todas las cepas mantuvieron su viabilidad durante las 24 semanas del experimento. Sin embargo, en
TC sin LA incubado a 37 °C, la viabilidad descendié a partir de la cuarta semanay no se recuperé
ninguna cepa, en la resiembra correspondiente a las 20 semanas. En la modalidad de TC sin LA
conservado a 20-25 °C, la grdida de N. meningitidis se inicié desde los primeros 7 dias y d igual
gue en la modalidad anterior, no hubo crecimiento bacteriano en la resiembra redlizada a las 20
semanas (Figura 1). La prueba de significacion del andisis de sobrevida para varias muestras
rechazd (p = 0.00001) laigualdad de las tres variantes y € Test de “longrank”, comprobd que todas
las modalidades fueron significativamente diferentes entre si (p £ 0.00053).
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Figura 1. Viabilidad de cepas de N. neningitidis en Medio TC. Comparacién de los resultados segin la

temperatura de incubacion e incorporacion o ausencia de liquido ascitico

La Figura 2, muestra la proporcién de aisamientos viables en los diferentes medios investigados.
Lacurva de viabilidad de las cepas de N. meningitidis en el Medio TC con LA (TC+LA) eslamas
externa 'y por lo tanto, la de mgor comportamiento a priori. La prueba de significacion maltiple
detect6 diferencias (p = 0.00001) entre los medios inoculados a partir de los cultivos en AMHSN.

En todos los casos, las comparaciones entre las pargjas de medio fueron significativas. Estos
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ultimos niveles de significacion pueden verse en € anexo 6. Las medianas obtenidas fueron de: 24,
24,12y 4 semanas paralos medios TC+LA, ADA, ACH y CTA, respectivamente.

La Figura 3, expone los resultados del ensayo redlizado con las mismas condiciones anteriores, pero
en esta oportunidad, los medios investigados se inocularon a partir de cepas cultivadas en ACH.
En estavariante, d Medio TC+LA resultd nuevamente lamejor opcion. Las medianas fueron de 24,
16, 4 y 4 semanas para TC, ADA, ACH y CTA, respectivamente. Hubo diferencias entre los
distintos medios (p = 0.00001). SAlo las pargjas TC y ADA, asi como ACH y CTA, no fueron
significativamente diferentes (p>0.12). Los niveles de significacion aparecen en e anexo 7. Al
compararlo con los resultados del ensayo anterior, se observo que para cada tipo de medio, las

medianas obtenidas fueron iguales o mayores que en éste.
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Figura 2. Viabilidad de N. meningitidis en diferentes medios de transporte y conservacion inoculados a partir

de cepas cultivadas en AMHSN

Los resultados del Medio TC + LA, conservado a 20-25 °C para e traslado de cepas desde Turquia,
se reflgan en la Figura 4. En esta oportunidad, la mediana fue de 16 semanas. Un resultado no
esperado ni planificado, result6 € hallazgo de cepas de N. meningitidisviables (14,1%), entre 128
aidamientos dmacenados en TC + LA (20-25 °C) durante un periodo de 12 afios (Figura5).
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Figura 3. Viabilidad de N. meningitidis en diferentes medios de transporte y conservacion inoculados a partir

de cepas cultivadasen ACH
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Figura 4. Viabilidad de cepas de N. meningitidis transportadas en Medio TC desde Turquia

4.2 Caracterizacion fenotipica La Tabla 1, muestra los serogrupos de N. meningitidis detectados

en cepas aidadas durante la epidemia (EEE y PEE). En ambos grupos predominé € serogrupo B,

pero en los EEE (96,77%), € porcentgje fue superior a de los PEE (67,30%). El serogrupo C, sblo

se aidd entre EEE (1,43%). Sin embargo, a andizar y comparar las cepas NA (p <0.05), éstas

prevalecieron entre |os aislamientos correspondientes a PEE (32,70%).
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Figura 5. Viabilidad de cepas de N. meningitidis en Medio TC, después de 12 afios conservadas a la
temparaturade 20-25°C

Tabla 1. Distribucion de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores correspondientes a la

etapa epidémica, seguin serogrupos

EEE PEE Total
Serogrupos N % N % N %
B 270 96,77 70 67,30 340 88,78
C 4 143 0 0,0 4 104
NA* 5 1,80 A 32,70 39 10,18
Total 279 100,0 104 100,0 383 100,0

* p <0.05 entre cepas de EEE y PEE

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; NA = No agrupable

El seratipo 4 (Tabla 2), predominé en EEE (85,66%) y PEE (70,20%). Sin embargo, € serotipo 15,
mostré porcentajes bajos en ambos grupos. Al analizar las cepas NT (p < 0.05), € mayor niimero de
aidamientos se detectd entre los PEE (23,08%), a diferencia ddl 6,45% encontrado en EEE. Otros
serotipos, estuvieron pobremente representados en las cepas de PEE: 2b (0,96%) y 1 (0,96%).

LaTabla3, reflgaladiversidad de subtipos presentes en las cepas del periodo epidémico. En EEE
y PEE prevalecio el P1.19,15, aunque resultd superior en EEE (78,49%). Sin embargo, las PL.NST
predominaron entre los aislamientos de PEE (17,30%) y € subtipo P1.15, mostré porcentajes bajos
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y similares en ambos grupos. EEE (3,58%) y PEE (2,88%). El subtipo P1.5,2 (2,50%), se detect6 en
cepas correspondientes a EEE.

Tabla 2. Distribuciéon de las cepas N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa

epidémica, seguin serotipos

EEE PEE Total

Serotipos N % N % N %

4 239 85,66 73 70,20 312 81,46
15 2 7,89 5 480 27 7,05
7.} 0 0,0 1 096 1 0,26
1 0 0,0 1 0,% 1 0,26
NT* 18 645 24 23,08 42 10,97
Total 279 100,0 104 100,0 383 100,0

* p <0.05 entre cepas de EEE y PEE

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; NT = No tipable

Al andizar y comparar los resultados correspondientes al inmunotipgje (p>0.05), e inmunotipo
L3,7,9 estuvo presente en la mayoria de las cepas. Ambos grupos mostraron cifras similares. EEE
(85,66%) y PEE (88,46%). Sin embargo, los inmunotipos L3,7,9,8 y L8, exhibieron cifras inferiores
y semejantes. El nlmero de cepas NIT resultd bagjo: EEE (2,86%) y PEE (1,92%) (Tabla4).

La Tabla 5, muestra la gran diversidad de asociaciones fenotipicas de ambos grupos, aunque esta
variedad resultd mayor entre los EEE. El fenotipo B:4:P1.19,15:L.3,7,9 present6 |os porcentajes mas
altos: EEE (65,60%) y PEE (48,08%). Sin embargo, entre los EEE, la asociacién B:4:P1.19,15:
L3,7,9,8 le sigui6 en orden de frecuencia (9,31%) y en los PEE, d segundo lugar correspondio a
fenotipo NA:NT:PLNST:L3,7,9 (11,54%). Dentro del serogrupo C, 3 cepas se identificaron como
C:4:P1.19:L.3,7,9 (1,07%) y 1, perteneci6 a fenotipo C:NT:P1.15:L.3,7,9 (0,36%).

La Tabla 6, expone los serogrupos detectados en los EEPE y PEPE. Existio diferencia significativa
a comparar los resultados entre las cepas del serogrupo B y las NA (p < 0.05). En los EEPE, €

100% resulté B, mientras que entre PEPE, € porcentgje disminuyd a 26,67%. Sin embargo, en

PEPE, prevalecieron las cepas NA (70,77%), contrastando con su no deteccion en los aidamientos
de EEPE. Existieron también cepas W35 (1,54%), Y (0,51%) y Z (0,51%) en cepas de PEPE.

Al analizar los serotipos correspondientes a la etapa post-epidémica (Tabla 7), se observé que las

cepas NT se distribuyeron fundamentalmente entre los PEPE (60,51%), mientras que € serotipo 4
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prevalecio en los EEPE (88,0%) (p < 0.05). En las cepas de enfermaos de esta etapa no existio una

gran variedad de serotipos, la diversidad resulté mayor entre PEPE.

Tabla 3. Distribucién de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa

epidémica, seglin subtipos

EEE PEE Total

Subtipos N (%) N (%) N (%)
P1.19,15 219 (78,49) 64 (61,54) 283 (73,89)
P1.NST 17 (6,10) 18 (17,30) 35(9,14)
PL12,15 4(1,43) 0(0,0) 4(1,05)
P152 7 (2,50) 0(0,0) 7(1,83)
P1.15 10 (3,58) 3(2,89) 13 (3,39)
PL4 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P1.16 3(1,08) 0(0,0) 3(0,79)
P15,13 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P113 1(0,36) 4(3,84) 5 (1,30)
P1.12,16 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P1.7,19 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P16 1(0,36) 8(7,70) 9(2,35)
P1.19 6 (2,15) 5 (4,80) 11 (2,88)
P1.7,15 4(1,43) 0(0,0) 4(1,04)
P12 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
PL5 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P1.19,13 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
P1.12 0(0,0) 1(0,97) 1(0,26)
PL7,1 0(0,0) 1(0,97) 1(0,26)
Total 279 (100,0) 104 (100,0) 383 (100,0)

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; NST = No subtipable
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L as cepas de la etapa post-epidémica mostraron una gran diversidad de subtipos (Tabla 8), variedad
gue resulté mas evidente entre PEPE. El andlisis y la comparacion de los subtipos identificados en
este periodo, mostraron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en: a) PL.NST: EEPE
(10,0%), PEPE (30,78%); b) P1.4: EEPE (0,67%), PEPE (15,39%); c) P1.13: EEPE (0,67%), PEPE
(13,84%) y d) P1.19,15: EEPE (78,0%), PEPE (5,65%). En las cepas de enfermos de |la etapa post-
epidémica, prevaecio e subtipo P1.19,15 (78%), mientras que en los aidamientos de PEPE, €

segundo lugar lo ocuparon las cepas identificadas como PL.NST (30,78%).

Tabla 4. Distribucién de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa

epidémica, seglin inmunotipos

EEE PEE Total
Inmunotipos N % N % N %
L3,7,9 239 85,66 X 88,46 331 86,42
L3,7,98 27 9,68 9 8,66 36 940
L8 5 1,80 1 0,96 6 156
LNIT 8 2,86 2 1,92 10 262
Total 279 100.0 104 100,0 383 100,0

p>0.05

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; NIT = No inmunotipable

Los inmunotipos correspondientes a las cepas de la etapa post-epidémica, exhibieron una mayor
diversidad (p > 0.05), variedad que resulté mas evidente en PEPE. El inmunotipo L3,7,9 predominé

en EEPE (98,66%) y PEPE (92,30%). Ademas, & nimero de cepas NIT resultd muy bgjo (Tabla 9).

Los fenotipos correspondientes a periodo post-epidémico se exponen en la Tabla 10. En los EEPE,
no existio gran variedad, la mayoria se identific6 como B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (77,34%). El resto de
los fenotipos detectados, estuvo representado por un reducido ndmero de aislamientos. No sucedio
asi entre las cepas de PEPE; en este grupo, la diversidad de asociaciones resultdé mayor, aunque
prevalecieron las cepas identificadas como NA:NT:PL.NST:L3,7,9 (18,46%), NA:NT:P1.13:.L3,7,9
(12,30%), B:4:P1.4:L3,7,9 (11,28%) yNA:15:P1.6:L3,7,9 (8,71%). Entre los PEPE, € fenotipo
B:4:P1.19,15:L 3,7,9 sblo se detect6 en 10 cepas (5,12%).
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Tabla 5. Distribucién de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa

epidémica, segun fenotipos

. EEE PEE Total
Fenotipos N (%) N (%) N (%)
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 183 (65,60) 50 (48,08) 233 (60,84)
B:4:P1.19,15:L3,7,9,8 26 (9,31) 9(8,66) 35(9,14)
B:15:P1.15:L3,7,9 8(2,88) 0(0,0) 8(2,09)
B:NT:P1.NST:L3,7,9 8(2,88) 1(0,96) 9(2,35)
B:4:P1.NST:L3,7,9 6 (2,16) 1(0,96) 7(1,83)
B:4:P1.5,2:L.3,7,9 5(1,79) 0(0,0) 5(1,30)
B:4:P1.12,15:.L.3,7,9 4(1,43) 0(0,0) 4(1,04)
B:15:P1.7,15:LNIT 4(1,43) 0(0,0) 4(1,04)
B:NT:P1.19,15:L8 3(1,07) 0(0,0) 3(0,78)
NA:4:P1.19,15:L3,7,9 3(1,07) 0(0,0) 3(0,78)
C:4:P1.19:L3,7,9 3(1,07) 0(0,0) 3(0,78)
B:15:P1.16:L3,7,9 3(1,07) 0(0,0) 3(0,78)
B:15:P1.NST:L3,7,9 2(0,71) 0(0,0) 2(0,53)
B:4:P1.19,15:LNIT 2(0,71) 0(0,0) 2(0,53)
NA:NT:P1.19,15:L.3,7,9 2(0,71) 4 (3,85) 6 (1,57)
B:NT:P1.5,2:L3,7,9 2(0,71) 0(0,0) 2(0,53)
B:4:P1.4:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:4:P1.5,13:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:15:P1.13:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:15:P1.12,16:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:15:P1.7,19:LNIT 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:15:P1.6:L.3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
C:NT:P1.15:.L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:15:P1.2:L8 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:4:P1.19:LNIT 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:4:P1.NST:L8 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:NT:P1.15:L3,7,9 1(0,36) 1(0,96) 2(0,53)
B:4:P1.19:L.3,7,9 1(0,36) 4 (3,85) 5(1,30)
B:4:P1.19:L3,7,9,8 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:NT:P1.5:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
B:NT:P1.19,13:L3,7,9 1(0,36) 0(0,0) 1(0,26)
NA:NT:P1.NST:L3,7,9 0(0,0) 12 (11,54) 12 (3,13)
NA:15:P1.6:L3,7,9 0(0,0) 5(4,81) 5(1,30)
NA:NT:P1.13:L3,7,9 0(0,0) 4(3,85) 4(1,04)
NA:NT:P1.6:L3,7,9 0(0,0) 2(1,92) 2(0,53)
NA:NT:PLNST:LNIT 0(0,0) 2(1,92) 2(0,53)
B:4:P1.15:L3,7,9 0(0,0) 2(1,92) 2(0,53)
NA:2b:P1.NST:L3,7,9 0(0,0) 1(0,96) 1(0,26)
B:NT:P1.6:L3,7,9 0(0,0) 1(0,96) 1(0,26)
NA:4:P1.NST:L3,7,9 0(0,0) 1(0,96) 1(0,26)
NA:NT:P1.12:L3,7,9 0(0,0) 1(0,96) 1(0,26)
NA:1:P1.1,7:L3,7,9 0(0,0 1(0,96) 1(0,26)
B:4:P1.19:L.8 0(0,0 1(0,96) 1(0,26)
NA:P1.19:L3,7,9 0(0,0) 1(0,96) 1(0,26)
Total 279 (100,0) 104 (100,0) 383 (100,0)

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; NA = No agrupable; NT =
No tipable; NIT = No inmunotipable
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Tabla 6. Distribucion de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores correspondientes a la

etapa post-epidémica, seglin serogrupos

EEPE PEPE Total

Serogrupos

N % N % N %
B 150 100,0 52 26,67 202 58,56
NA* 0 0,0 138 70,77 138 40,00
Wias 0 0,0 3 154 3 0,86
Y 0 0,0 1 0,51 1 0,29
z 0 0,0 1 0,51 1 0,29
Total 150 100,0 195 100,0 345 100,0

* p<0.05 entre cepas EEPE y PEPE

Leyenda: EEPE = Enfermos etapa post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica; NA = No
agrupable

Tabla 7. Distribucion de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores correspondientes a la

etapa post-epi démica, segin serotipos

EEPE PEPE Total

Serotipos No % No % No %
NT* 8 5,33 118 60,51 126 36,53
1 0 0,0 1 0,51 1 0,28
4 132 88,0 46 23,59 178 51,60
14 0 0,0 5 2,56 5 1,45
15 10 6,67 25 12,83 35 10,14
Total 150 100,0 195 100,0 345 100,00

* p < 0.05 entre cepas de EEPE y PEPE

Leyenda: EEPE = Enfermos etapa post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica; NA = No
agrupable; NT = No tipable
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Tabla 8. Distribucion de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa post

epidémica, segliin subtipos

EEPE PEPE Total

Subtipos No % No % No %
P1.NST* 15 10,00 60 30,78 75 21,73
P1.2 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.5,2 4 2,66 0 0,00 4 1,16
P1.4* 1 0,67 30 15,39 31 8,98
P15 0 0,00 7 3,59 7 2,02
P1.6 0 0,00 24 12,31 24 6,95
P1.7 0 0,00 12 6,16 12 347
P1.7,10 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.7,13 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.10 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.10,4 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.12 0 0,00 7 3,59 7 2,02
P1.13* 1 0,67 27 13,84 28 811
Pl114 0 0,00 7 3,59 7 2,02
P1.15 4 2,66 3 154 7 2,02
P1.19 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.19,15* 117 78,00 11 5,65 128 37,10
P1.10,13 0 0,00 1 0,51 1 0,29
P1.12,15 4 2,66 0 0,00 4 1,14
P1.16 2 1,34 0 0,00 2 0,58
P1.12,16 1 0,67 0 0,00 1 0,29
P1.5,13 1 0,67 0 0,00 1 0,29
Total 150 100,0 195 100,0 345 100,0

* p< 0.05 entre cepas de EEPE y PEPE

Leyenda: EEPE = Enfermos etapa post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica; NA = No
agrupable; NST = No subtipable
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Tabla 9. Distribucion de cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante |a etapa post -

epidémica, segln inmunotipos

EEPE PEPE Total
Inmunotipos No % No % NoO %
L3,7,9 148 98,66 180 92,30 328 95,07
L3,7,98 1 067 1 0,51 2 057
L10 0 0,0 4 2,06 4 116
L3,7,8,9,10 0 00 1 0,51 1 029
L8 0 00 3 154 3 0,88
LNIT 1 067 6 3,08 7 2,03
Total 150 100,0 195 100,0 345 100,0

p>0.05

Leyenda: EEPE = Enfermos etapa post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica; NIT = No

inmunotipable

4.3 Caracterizacion por EEM: LaFigura 6, muestrad predominio ddl serotipo 4 (67%), en las 91
cepas epidémicas del serogrupo B estudiadas también por EEM. Los serotipos 15 (29,7%) y 2b
(3,3%) mostraron porcentgjes inferiores.

% Serotipos

4 15 2b
o4 o 15 O2b

Figura 6. Serotipos entre 91cepas deN. meningitidis serogrupo B estudiadas por EEM
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Tabla 10. Distribucion de las cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante la etapa

post-epidémica, segun fenotipos

Fenotipos EEPE PEPE Total

N (%) N (%) N (%)
NA:NT:P1.NST:L3,7,9 0(0,0) 36(18,46) 36 (10,44)
NA:NT:P1.13:L.3,7,9 0(0,0) 24(12,30) 24 (6,96)
B:4:P1.4:L37,9 1(0,66) 22(11,28) 23 (6,67)
NA:15:P1.6:L.3,7,9 0(0,0) 17(8,71) 17 (4,93)
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 116 (77,34) 10 (5,12) 126 (36,52)
NA:NT:P1.12:L.3,7,9 0(0,0) 7(3,58) 7(2,02)
NA:NT:P1.7:L3,7,9 0(0,0) 6(3,07) 6(1,74)
NA:NT:P1.6:L3,7,9 0(0,0) 6(3,07) 6 (1,74)
NA:NT:P1.4:L3,7,9 0(0,0) 4(2,05) 4(1,16)
B:4:P1.NST:L3,7,9 6 (4,0) 4(2,05) 10 (2,89)
NA:NT:PLNST:L10 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
B:NT:P1.14:L3,7,9 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
Wi3s:NT:PLNST:L3,7,9 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
NA:14:P1.7:L3,7,9 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
B:NT:PLNST:L37,9 7 (4,67) 3(1,51) 10 (2,89)
NA:15:P1.14:LNIT 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
NA:NT:P1.5:L3,7,9 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
NA:NT:PLNST.LNIT 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
NA:15:PLNST:L3,7,9 0(0,0) 3(1,51) 3(0,87)
NA:NT:P1.15:L.3,7,9 0(0,0) 2(1,02) 2(0,58)
NA:NT:PL5.LNIT 0(0,0) 2(1,02) 2(0,58)
B:NT:P1.13:L3,7,9 0(0,0) 2(1,02) 2(0,58)
B:NT:P1.4:L3,7,9 0(0,0) 2(1,02) 2(0,58)
B:14:P1.NST:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:P1.19:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:P1.12,13:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:15:P1.14:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:4:P1.7:L37,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:PLNST:L3,7,9,10 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:15:P1.19:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
Y:NT:P1.2:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:P1.10,13:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:P1.13:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:14:P1.7,10:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:4:P1.4:L8 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:NT:PL6:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:P1.10,4:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:P1.4:L10 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:PL.10:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:P1.7:L10 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:15:P1.NST:L3,7,9 2(1,34) 1(0,51) 3(0,87)
NA:1:P15.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:PL5:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:NT:P1.7,10:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
Z:NT:PLNST:L3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
NA:4:P1.19,15:L.3,7,9 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:4:P1.15:L3,7,9,8 0(0,0) 1(0,51) 1(0,29)
B:4:P1.12,15:.3,7,9 4(2,67) 0(0,0) 4(1,16)
B:4:P15,2:L.3,7,9 4(2,67) 0(0,0) 4(1,16)
B:15:P1.15:L.37,9 4(2,67) 0(0,0) 4(1,16)
B:15:P1.16:L3,7,9 2(1,34) 0(0,0) 2(0,58)
B:NT:P1.5,13:L3,7,9 1(0,66) 0(0,0) 1(0,29)
B:15:P1.12,16:L.3,7,9 1(0,66) 0(0,0) 1(0,29)
B:4:P1.19,15:L.3,7,9,8 1(0,66) 0(0,0) 1(0,29)
B:15:P1.13:L3,7,9 1(0,66) 0(0,0) 1(0,29)

Total 150 (100,0) 195 (100,0) 345 (100,0)
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Predominé el subtipo P1.15 (94,5%), entre las 91 cepas de N. meningitidis B aidadas durante la
etapa epidémicay estudiadas por EEM. Los subtipos restantes (P1.10; P1.16; P1.NST), mostraron
porcentajes muy bajos (Figura 7) y la asociacion fenotipica predominante en este grupo de cepas
correspondi6 d B:4:P1.15 (67%) (Figura 8).

% 100 - Subtipos

0
P1.15 P1.10 P1.16 PLNST

OP1.15 OPL10 EHP1L16 EPLNST

Figura 7. Subtipos entre 91cepas deN. meningitidis serogrupo B estudiadas por EEM

Los ET detectados por EEM entre los diferentes complejos clonaes, se reflgan en la Figura 9. Al
complejo ET-5 perteneci6 la mayoria de las cepas estudiadas (69%). El resto, se distribuy6 entre e
cluster A-4 (3,3%) y entre ET no asociados a ninguno de los tipos predominantes, éstos fueron

denominados como “otros’ (26,7%).

Mediante EEM se detectaron 26 ET (Tabla 11) y entre éstos, la media de la diversidad genética (H)
por locus fue de 0,573, con un error esténdar de 0,035. Este valor expresd la probabilidad de que
dos ET seleccionados de forma aeatoria, tuvieran diferentes electromorfos para una enzima dada.
Entre los aidamientos, |la diversidad genética fue de 0,343 con un error de 0,027. El andisis del
cluster reveld que de los 91 aidamientos, 85 divergieron a una distancia genética menor que 0,45,
indicando que existia relacion genética entre ell os.
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Figura 8. Fenotipos entre 91 cepas de N. meningitidis serogrupo B estudiadas por EEM
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Figura9. Tipos electroforéticos (ET) de 91 cepas deN. meningitidis serogrupo B estudiadas por EEM
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La Tabla 12, muestra la combinacion de sero/subtipos entre los complegjos clonales detectados por
EEE. Todas las cepas fueron B y entre ellas, se identificaron 3 serotipos (2b, 4, 15) y 3 subtipos
(P1.10, P1.15, P1.16); sdlo un aislamiento resultdé NST. En la categoria “otros’, se incluyeron 27
cepas con un patron muy diferente al de los clones agrupados en los ET predominantes.

4.4 Sensbilidad a la penicilina: Predominaron las cepas sensibles a la penicilina (87,27%) y
ninguna fue resistente. Sin embargo, hubo cepas con SD (12,72%). El porcentgje de aidamientos
con esta caracteristica fue superior en PEPE (20,32%). En cepas de EEE, & 10,53% mostré SD y
entre PEE, € porcentgje de aidamientos con esta caracteristica fue menor (3,07%) (Tabla 13). En
este caso, los intervalos de confianza se superponen y por lo tanto, no hubo diferencia significativa
(p>0.05). Al comparar el comportamiento entre PEE y PEPE, se observé que la SD estuvo presente
en € 3,07% de las cepas de PEE, pero en PEPE, € porcentaje de aidamientos con SD aumento
significativamente (p<0.05) y € intervalo del 95% de confianza [7.9%; 25.6%], N0 Se superpuso.

Al andlizar las CMI de las cepas de EEE y su asociacién con los fenotipos detectados (Tabla 14), la
mayoria de los aidamientos pertenecieron a rango de sensibles. Las CMI con mayores porcentajes
correspondieron a 0,032 ng/mL (34,24%) y 0,063 ng/mL (46,09%). Sdlo 8 cepas (10,52%) tuvieron
una CMI de 0.125 ng/mL y pertenecieron a los fenotipos: B:15:P1.19,15:L.3,7,9 (5,26%), B:4:P1
19,15:L.3,7,9,8 (2,63%) y B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (2,63%).

Entre los PEE sucedié algo similar a andlisis anterior (Tabla 15). Predominaron las cepas sensibles
y los aidamientos con mayores porcentajes correspondieron a las siguientes CMI: 0,032 ng/mL
(35,39%) y 0,063 nmg/mL (53,85%). Mostraron SD a la penicilina, 2 aidamientos del fenotipo
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (3,07%).

El nimero de cepas de enfermos investigadas y correspondientes a periodo post-epidémico fue
pequeiio. En elas, prevalecio la asociacion B:4:P1.19,15:L.3,7,9 (92,86%) y todas se inhibieron con
unaCMI de 0.004 ng/mL (Tabla 16). La situacién fue diferente en los PEPE (Tabla 17). Este grupo
mostré una mayor diversidad, predominaron las cepas siguientes: NA:NT:PL.NST:L3,7,9 (20,31%),
NA:NT:P1.13:L3,7,9 (15,63%) y B:4:P1.15:L3,7,9 (7,81%). Aunque, prevaecieron las cepas con

CMI de 0.016 my/mL (14,06%), 0.032rg/mL (18,75%) y 0.063 ng/mL (44,53%), 16 aidamientos
(12,50%) mostraron SD (CMI de 0.125 ng/mL) y 9 cepas (7,03%), se inhibieron con una CMI de
0.25 ng/mL. La SD a la penicilina se observo principalmente en los fenotipos: NA:NT:PL.NST:

L3,7,9 (3,13%) y NA:NT:P1.6:L3,7,9 (2,35%), ambos se inhibieron con una CMI de 0.125ng/mL y
en esta Ultima asociacion, 2 (1,50%) mostraron una CMI de 0.25 ng/mL.
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Tabla 11. Variantes délicas para las 14 enzimas estudiadas y ET detectados en 91 aislamientos de N.

meningitidis B aisladas durante la epidemia

ET Aidl. n ME G6P PEP IDH AC GD1 GD2 ADH FUM ALK IP1 I1P2 ADK UDH
Ref.

206/92 1
103/91 1
E41/89 1
019/85
420/85
194/92
196/92
233/89
119/91
193/91
198/92
057/89
328/90
156/85
327/90
177/92
176/92
121/85
131/89
498/91
180/92
10/89
174/92
202/92
171/92
324/89
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Leyendaa ME = Enzima Mdlica; G6P = Glucosa éFosfato Deshidrogenasa; PEP = Peptidasas, IDH =
Isocitrato Deshidrogenasa; ACO = Aconitasa; GDI=Glutamato DeshidrogenasaNAD; GD2=Glutamato
Deshidrogenasa NAD-P; ADH = Alcohol Deshidrogenasa; FUM = Fumarasa; ALK = Fosfatasa Alkaling;
IP1= Indofenol Oxidasa 1; IP2 = Indofenol Oxidasa 2; ADK = Adelinato Kinasa; UDH = Deshidrogenasa

desconocida
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Tabla 12. Serotiposy subtipos entre los complejos clonal es detectados en 91 cepas de N. meningitidis aisladas

durante laepidemia

ET Serotipo Subtipo N (%)
A-4 2b P1.10 3(3,3
4 P1.15 57 (62,6)
ET-5 P1.15 33,3
15
P1.16 1(1,2)
4 P1.15 3(33)
Otros P1.15 23(25,3)
15
P1.NST 1(1,1)
Total 91 (100,0)

Tabla13. Sensibilidad ala penicilinaentre cepas deN. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante

|a etapa epidémicay post-epidémica

EEE PEE EEPE PEPE Total
Sensibilidad
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
s 68 (89,47) 63 (96,93) 14 (100,0) 102 (79,68) 247 (87,27)
Sn) 8(10,53) 2(3,07) 0(0,0) 2% (20,32) 36 (12,73)
R 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Total 76 (100,0) 65 (100,0) 14 (100,0) 128 (100,0) 283 (100,0)

"p < 0.05 entre cepas de PEE y PEPE

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; EEPE = Enfermos etapa
post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica; S = Sensible; SD = Sensibilidad disminuida; R =

Resistente.
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Tabla 14. Fenotipos y CMI de la penicilina entre cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos en la etapa

epidémica

CMI (ng/mL) 0.008 0.016 0.032 0.063 0.125 Total
Fenotipos N % N % N % N % N % N %
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 1 132 1 132 9 118 8 1053 2 263 21 27,63
B:4:P1.19,15:L.3,7,9,8 0 00 O 00 8 1053 3 3% 2 263 13 17,11
B:15:P1.19,15:L.3,7,9 0 0,0 0 00 1 1,32 4 526 4 526 9 11,84
B:NT:P1.19,15:L3,7,9 0 00 O 00 2 263 5 65 0 00 7 921
B:4:P1.19,15:L.8 0 00 O 00 1 132 2 263 O 00 3 39%
NA:NT:P1.19,15:L.3,7,9 0 0,0 1 132 1 1,32 1 132 0 0,0 3 3,95
B:15:P1.7,15.LNIT 0 00 O 00 O 0,0 2 263 O 00 2 263
NA:4:PL.19,15:L.3,7,9,8 0 00 O 00 O 0,0 2 263 O 00 2 263
C:4:P1.19:L.3,7,9 1 132 0 00 O 0,0 1 132 0 00 2 263
C:NT:P1.15:L.3,7,9 0 00 O 00 1 132 O 00 O 00 1 132
NA:NT:P1.5,2:L.3,7,9 0O 00 1 132 o0 0,0 0 00 O 00 1 132
B:NT:P1.15:L3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
NA:4:P1.19,15:L.3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
B:4:P1.5,2:1.3,7,9 0 00 O 00 1 132 O 00 O 00 1 132
B:4:P1.19:.L.3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
B:4:P1.19,19:L8 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
B:15:P1.19:L.3,7,9 0 00 O 00 1 132 O 00 O 00 1 132
B:15:P1.6:L3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
B:4:P1:NST:L8 0 00 O 00 1 132 O 00 O 00 1 132
B:4:P1.19:.LNIT 0 00 1 132 0 0,0 0 00 O 00 1 132
B:NT:P1.5,2:L.3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 132 0 00 1 132
B:15:P1.15:L.3,7,9 0 00 1 132 0 0,0 0 00 O 00 1 132
B:NT:PLNST:LNIT 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1,32 0 0,0 1 1,32
Total 2 264 5 660 26 3424 3H 4609 8 1052 76 100,0

Leyenda: CMI = Concentracion minima inhibitoria;, NA = No agrupable; NT = No tipable; NIT = No

inmunotipable
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Tabla 15. Fenotipos y CMI de la penicilina entre cepas de N. meningitidis aisladas de portadores en la etapa

epidémica

CMI (ng/mL) 0.008 0.016 0.032 0.063 0.125 Total
Fenotipos No. % No. % No. % No. % No. % No. %
B:4:P1.19,15:1.3,7,9 1 154 3 461 16 2462 20 30,77 2 3,07 42 64,62
NA:NT:P1.NST:L3,7,9 0O 00 O 00 4 616 3 461 0 00 7 1077
NA:4:P1.19,15:L.3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 3 461 0 00 3 461
NA:15:P1.6:L3,7,9 0O o0 O 00 2 307 O 00 0 00 2 307
NA:NT:P1.6:L3,7,9 1 15 0 00 O 0,0 1 14 0 00 2 307
NA:2b:P1.NST:L3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
NA:4:P1.NST:L3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
NA:NT:P1.3:.L3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
NA:NT:P1.13:L3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
B:4:P1.9:L.3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
B:4:P1.15:.L.3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
NA:1:P1.17:L3,7,9 0 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
B:4:P1.19,15:L.8 0 00 O 00 1 154 0 00 0 00 1 154
B:4:P1.7,16:L3,7,9 0O 00 O 00 O 0,0 1 154 0 00 1 154
Total 2 308 3 461 23 3539 3B 538 2 307 65 1000

Leyenda: CMI = Concentracion minima inhibitoria; NA = No agrupable; NT = No tipable
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Tabla 16. Fenotipos y CMI de la penicilina en cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos en la etapa post

epidémica

0,004 0,008 0,032 0,063 0,125
Fenotipos N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 13(92,86) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
B:15:P1.12,16:L.3,7,9 1(7,14) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Total 14 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Leyenda: CMI = Concentracion minima inhibitoria

Cuando se andliz6 € total de cultivos procesados en ambos periodos y se tomé en consideracion las
diferentes CMI investigadas (Tabla 18), existié un claro predominio de cepas sensibles a la
penicilina. La mayoria de los aidamientos de N. meningitidis se inhibieron con una CMI de 0.032
(25,44%) y 0.063 ny/mL (44,87%). Entrelas cepas con SD alapenicilina, 27 (9,54%) no crecieron
con una CMI de 0.125 ng/mL y 9 (3, 18%) se inhibieron con la concentracion de 0.25 ng/mL. El
mayor nimero de cepas inhibidas con CMI de 0.125y 0.25 ng/mL, pertececieron a PEPE (13,28y

7,03%), respectivamente.

LaFigura 10, presentala CIM 5, y CMlg, de la penicilina entre cepas de N. meningitidisaisadas de
enfermos y portadores durante ambas etapas. El 50% acumulado de EEE y PEE , asi como € delas
cepas de PEPE fue de 0.036 ng/mL. Mientras que, d 90% acumulado oscilé entre 0.059 y 0.08
ny/mL. En los aidamientos correspondientes a EEE, € 90% acumulado result6 diferente (CMI de
0.066 ng/mL).
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Tabla17. Fenotiposy CMI de la penicilina en cepas de portadores aisladas durante |a etapa post-epidémica

CMI1 (ng/mL) 0,004 0,008 0,016 0.032 0,063 0,125 0,25 Totd
Fenotipos N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N(%) N(©%) N %)
NA:NT:PLNST:L3,79 0(00) 2(156) 2(156) 3(235 15(11,72) 4(313) 0(0,0) 26(2031)
NA:NT:PL.13:L.3,7,9 1(078) 0(00) 2(1,56) 2(156) 13(10,15) 1(078) 1(078) 20(15,63)
B:4:PL15:L3,7,9 0(00) 0(00) 1(0,78) 3(235) 6(469 0(00 0(00 10(7,81)
NA:15:P1.6:L3,7,9 0(00) 0(00 0(00 1(078 7(546) 1(0,78) 0(0,0) 9(7,03)
NA:NT:PL7:L37,9 0(00) 0(00 0(00  3(235 2(156) 1(0,78) 0(0,0)  6(4,69)
NA:NT:PL12:L3,7,9 0(00) 0(00) 2(156) 1(078) 1(0,78) 1(0,78) 1(078)  6(4,69)
NA:NT:PL6:L3,7,9 0000 0(00  0(00) 0(0,0) 0000 3(235 2(150) 5(3,91)
NA:NT:PLNST:L10 0(00) 0(00  0(00) 0(00) 3(235 0(00) 0(00) 3(235)
NA:14:PL1.7:L3,7,9 0(00) 0(00 0(00  1(078 2(156 0(00 0(00 3(2,35)
NA:NT:PL.15:L3,7,9 0(00) 1(0,78) 0(00) 1(078 1(078 0(00 0(00 3(2,35)
WisNT:PLNSTL379 0(00) 0(00) 2(156) 1(078) 0(00) 0(00 0(00 3(2,35)
B:NT:PL4:L3,7,9 0(00) 0(00) 1(0,78) 0(00  1(078 0(00 0(00)  2(1,56)
NA:15:PLNST:L379  0(00) 0(000 1(078 0(0  1(078 0(00 0(00) 2(1,56)
NA:NT:PL5LNIT 0(00) 0(00 0(00  1(078) 0(00) 0(00 1(078 2(1,56)
NA:NT:PL.4:L37,9 0000 0(00  0(00) 0(00) 1(0,78 0(00) 1(078) 2(156)
NA:4:P1.4:L:10 0(00) 0(00 1(0,78 0(00  1(078 0(00 0(00)  2(1,56)
NANNT:PLNST.LNIT  0(00) 0(0,00 1(078  1(078)  0(00  0(00) 0(00) 2(1,56)
NA:15:PL.14:LNIT 0(00) 0(00) 2(156)  0(0,0) 0(00) 1(078) 0(00 3(235)
NA:NT:PL5:L37,9 0(00) 0(00 0(0 1(078 0(00 1(0,78) 0(00) 2(1,56)
B:NT:PL.13:L3,7,9 0(00) 0(00 0(0 1(078 0(00) 0(0 0(00 1(0,78)
NA:NT:PL.10:L3,7,9 0(00) 0(00 1(0,78  0(0,0) 000 0(00 00 1(0,78)
NA:4:P1.1,7:L10 0(00) 0(00 0(0) 1(078 0(00) 0(0 0(00 1(0,78)
B:15:PLNST:L3,7,9 0(00) 0(00 0(0 1(078 0(00 0(0 0(00 1(0,78)
NA:1:PL5:L3,7,9 0(00) 0(00) 1(0,78  0(00) 0(00) 0(0 0(00 1(0,78)
NA:4:PL5:L3,7,9 0000 0(00  0(00) 0(00) 1(0,78 0(00 0(00) 1(0,78)
B:4:PLNST:L3,7,9 0(00) 0(00 0(0) 1(078 0(00) 0(00 0(00 1(0,78)
NA:15:PL.14:LNIT 0000 0(00  0(00) 0(00) 1(0,78 0(00 0(00) 1(0,78)
NANNT:PL5L37910 0(00) 0(00) 0(00) 0(0,0) 0(000) 1(078) 0(00) 1(0,78)
B:NT:PLNST:L3,7,9 0(00) 0(00) 1(0,78  0(00) 0(00) 0(00 0(00 1(0,78)
Z:NT:PLNST:L3,7,9 0(00) 0(00  0(00) 0(0,0) 0(000) 1(078) 0(00 1(0,78)
NA:4:P1.15:L.3,7,9 0(00) 0(00 0(0 1(078 0(00 0(00 0(00 1(0,78)
B:14:PLNST:L3,7,9 0(00) 0(00)  0(00) 0(0,0) 0(00) 0(0 1(078 1(0,78)
B:NT:P1.14:L3,7,9 0(00) 0(00)  0(00) 0(0,0) 0(00) 0(0 1(078 1(0,78)
NA:15:P1.14:L.3,7,9 0(00) 0(00)  0(00) 0(0,0) 0(000) 1(078) 0(00) 1(0,78)
NA:NT:PL13:L37910 0(00) 0(000 0(00) 0(00) 1(0,78 0(00 0(00) 1(0,78)
B:4:PL14:L8 0(00) 0(00  0(00) 0(0,0) 0(00) 0(0 1(078 1(0,78)
Total 1(078) 3(2,35) 18(14,06) 24 (18,75) 57(4453) 16(125) 9(7,03 128 (100)
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Tabla 18. CMI de la penicilina en cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores durante |la etapa

epidémicay post epidémica

EEE PEE EEPE PEPE Total
CMI (mimL)

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0.004 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,78) 1(0,35)
0.008 2(2,63) 2(3,07) 14 (100,0) 3(2,34) 21(7,42)
0.016 5(6,57) 3(4,61) 0(0,0) 18 (14,06) 26 (9,18)
0.032 26(34,20)  23(35,38) 0(0,0) 23(17,96) 72 (25,44)
0.063 35(46,05)  35(53,84) 0(0,0) 57 (44,53) 127 (44.87)
0.125 8(10,5) 2(3,07) 0(0,0) 17 (13,28) 27 (9,54)
0.25 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 9(7,03) 9(3,18)
Total 76 (1000)  65(1000)  14(1000)  128(100,0) 283 (100,0)

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; EEPE = Enfermos etapa
post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epi démica.
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Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; PEE = Portadores etapa epidémica; EEPE = Enfermos etapa
post-epidémica; PEPE = Portadores etapa post-epidémica

Figura 10. CMlggy CMI o de la penicilina en cepas deN. meningitidis aisladas de enfermosy portadores

durante la etapa epidémicay post epidémica
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5.DISCUSION

5.1MedioTC

Los medios de cultivo son preparaciones solidas, semisdlidas o liquidas, que congtituyen € micro-
mundo de los microorganismos en condiciones del laboratorio y pretenden ser un reflegjo de su

habitat natural con relacion a satisfacer sus mas vitales y principales necesidades como ser vivo. En
dependencia de las exigencias de |os microorganismos en cuestion, asi sera la composicion de estos
medios de cultivo (Popovic y cols., 1999).

El transporte-conservacion de cepas de N. meningitidis resulta una actividad imprescindible para
realizar investigaciones microbioldgicas y epidemioldgicas vinculadas con la EM. Las Neisserias
patégenas son labiles y dificiles de conservar por periodos de tiempo prolongados. Esta condicion

dificulta su obtencion y traslado desde su hospedero a laboratorios especializados y constituye un

obstéculo a vencer, cuando se necesita la recuperacion Optima de las mismas, con vistas alograr un
mejor diagndstico e identificacion (Popovic y cals., 1998).

La obtencidn de cepas de N. meningitidis resulta fundamental para € trabajo de los laboratorios de
investigacion y referencia, éstos, requieren del envio sistematico de las mismas en condiciones
adecuadas por parte de los laboratorios suministradores. Frecuentemente, la transportacion de cepas
no resulta exitosa, la viabilidad se pierde, s N. meningitidis no posee las condiciones adecuadas

para sobrevivir (Popovic y cals., 1998). Con este propésito, se investigan métodos y/o medios de
cultivo capaces de garantizar esta viabilidad durante € tiempo necesario para alcanzar su destino,

actividad que adquiere mayor relevancia, si las cepas se remiten a lugares distantes (Ajelloy cols.,,

1984; Abdainy cals., 1985; Popovicy cols., 1998).

Se sefida que la crioconservacion a -70 °C y la liofilizacion, resultan los métodos idedles para la
preservacion de microorganismos por periodos prolongados (Gibson y Khoury., 1986; Koroleva,

1990; Siberry y cals., 2001). Sin embargo, cuando no existe la posibilidad de utilizar estos métodos,

las cepas pueden transportarse y conservarse en diferentes medios de cultivo, en los cuaes € 1apso
de viabilidad varia (horas, semanas, meses) (Abdainy cols., 1985).

En cualquiera de los medios o métodos a utilizar, los resultados estaran intimamente relacionados
con € estado fisiolégico de N. meningitidis en € momento de lainoculacion. Entre los factores que
influyen en e resultado final se citan: Los componentes del medio, la temperatura durante la
transportacion, el periodo de tiempo transcurrido entre su envio y recepcion, asi como la presenciao

ausenciadd CQ, durante laremision (Abaain y cols., 1985). Cuando las cepas de N. meningitidisse
inoculan con un estado fisiologico 6ptimo (cultivos de 18-24 horas) y libres de contaminacion,

aumenta la posibilidad de obtener subcultivos viables (Abdain y cols., 1985).
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N. meningitidises muy sensible alas variaciones del pH (pH ideal 7,2 +£0,2), ala deshidrataciény a
los cambios de temperatura (Abalain y cols., 1985; Ajelloy cols., 1984; Wasas y cals., 1999).
Desgraciadamente, laliofilizacion y crioconservacion, que resultan los métodos més confiables para
mantener la viabilidad por largos periodos de tiempo, no son factibles para muchos paises en
desarrollo debido a alto costo de los equipos necesarios, |as dificultades para su mantenimiento y la
irregularidad del suministro eléctrico (Siberry y cols., 2001). Cuando no es posible disponer de
estos recursos, se eva lan métodos alternativos y de més bajo costo (Popovic y cols., 1998). Se han
disefiado medios para este propdsito, pero en dependencia de sus componentes, requerimientos en la
transportacion y almacenamiento, ofrecen porcentgjes variables de viabilidad (Ajello y cals., 1984;
Abaainy cols,, 1985; Wasasy cols., 1999).

Por no disponer en Cuba de un medio de cultivo eficaz para € transporte-conservacion de las cepas
de meningococo aidadas en diferentes regiones del pais, y condtituir € estudio de sus marcadores
epidemioldgicos una herramienta valiosa en la vigilancia epidemioldgica de la EM, se disefio y
evalub € Medio TC. Entre sus propiedades fundamentales cuenta con elementos basicos para €
crecimiento de las Neisserias patdgenas, tales como: Compuestos que neutralizan €l efecto tdxico
de los &cidos grasos (Carbon y Almidon), sustancias que gercen un efecto protector sobre las
especies bacterianas (Gelating), un agente reductor (Acido Tioglicdlico) y un estabilizador de pH
(MOPS) (Ajdloy cols., 1984), entre otros. Ademas, la adicion del LA humano, facilita el cultivo de
microorganismaos exigentes (Abalain y cols., 1985). Otros beneficios del Medio TC son: Posibilidad
de conservarse ala temperatura ambiente, no requerir la presencia de C0, durante la transportacion
y garantizar la viabilidad de N. meningitidis durante periodos prolongados.

En nuestro estudio, & Medio TC con LA almacenado a 20-25 °C, result6 superior a medio descrito
por Wasas y colaboradores (1999), quienes a utilizar e MD, lograron € 100% de la viabilidad de
20 cepas de meningococo conservadas durante tres semanas a 21 °C. Este porcentgje disminuy6 al
95%, cuando & periodo de almacenamiento se prolongd a 32 dias. Anteriormente, habian sefialado
en el mismo medio, &l 100 % de viabilidad de 45 cepas de neumococo guardadas a 21 °C durante 44
dias (Wasasy cols., 1998).

El tiempo de viabilidad en Medio TC con LA, resultd también superior a que sefialan en el medio
bifésico descrito por Ajello y colaboradores (1984). Este medio, compuesto por una fase sdlida y
otra liquida, se denomina “Trans-Isolate Medium” (Medio de Transporte-Aidamiento), y ademés de

contar con algunos eementos presentes en @ Medio TC (MOPS, Gdatina, Almidén, Carbén),
resulté (til para mantener y transportar a los tres agentes etioldégicos més frecuentes de las
meningitis bacterianas (N. meningitidis, H. influenzae, S pneumoniae). El Medio de Transporte-
Aidamiento, se recomendd y utilizé fundamental mente parala remision de muestras clinicas (LCR)
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y a pesar de las contaminaciones esporadicas que suelen presentarse, posibilitd la recuperacion del

73% de los cultivos primarios de N. meningitidis, H. influenzae y S. pneumoniae a partir de LCR

inoculados con 2-4 semanas de antelacion a su procesamiento en € laboratorio.

Nuestros resultados fueron superiores al descrito por e LNRM dd Instituto Pasteur (Abalain y

cols.,, 1985). Este laboratorio, que recomienda también la adicion de LA para € transporte-
conservacion de las Neisserias patdgenas, describe durante los primeros 15 dias de amacenamiento
mas del 80% de recuperacion, aunque la viabilidad puede prolongarse, s los cultivos permanecen

almacenados a 37 °C.

Indiscutiblemente, al disefiar e Medio TC y comparar las variables ensayadas, la presenciadel LA

influyd positivamente en la recuperacion de nuestras cepas de N. meningitidis. Por los porcentagjes
de viabilidad obtenidos, consideramos que la adiciéon del LA sirvié como suplemento enriquecedor
y aportd elementos nutritivos vitales que prolongaron la viabilidad de este microorganismo.

La recuperacion de cepas en Medio TC con LA, resultd superior a la obtenida en €l resto de los
medios ensayados (ADA, ACH, CTA). Entre éstos, el ADA se describe como un medio Util parala
preservacion de Neisserias patdgenas durante 6:8 semanas, cuando |os cultivos permanecen entre
3$5-37°C (Difco Manual, 1954). Mientras que, € ACH y € CTA, se definen como medios basicos,

simples y adecuados para preservar microorganismos labiles (N. gonorrhoeae, N. meningitidisy
Haemophilus sp). Ambos medios, se utilizaron en la transportacion de N. meningitidis desde Africa
hasta América, con una viabilidad del 71 y 22% de recuperacion después de transcurridos 9 y 14

dias de trénsito, respectivamente (Ajello y cols., 1984).

El Medio TC con LA superd e porcentaje de viabilidad descrito por Popovic y colaboradores

(1998), d investigar e amacenamiento de 8 cepas de N. meningitidis en paquetes de Silice Gel. Al

utilizar este método con diferentes temperaturas de amacenamiento, detect6 el 100% de viabilidad
durante 90 dias, cuando los cultivos permanecieron a 4 °C. Sin embargo, € rango de viabilidad

disminuy6 entre 17-61 dias, a alternar la temperatura de conservacion entre 420-25 °C y resultd

ain inferior (10-49 dias), s las cepas permanecieron todo el tiempo a la temperatura del 1aboratorio
(20-25°C). Al emplear estos paguetes de Silice Gel para transportar cepas de N. meningitidisdesde
Atlanta a Laos, Nigeria, recobraron la totalidad de los cultivos después de 11 dias de transito a la
temperatura ambiente (Popovic y cols., 1998).

Wasas y colaboradores (1999), compararon la viabilidad de 20 cepas de N. meningitidis y 20 de H.
influenzae en MD y otros 5 medios de cultivo amacenados entre 20-25 °C. El 100% de |as cepas de
meningococo mantuvieron la viabilidad durante 3 semanas, disminuyendo al 95% alos 32 dias. En

€l resto de los medios, la recuperacién de ambos microorganismos result6 pobre y apenas sobrepasod

los primeros 7 dias de conservacion.
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Se han descrito y recomendado medios para e transporte-conservacion de Neisserias patégenas Sin
embargo, el tiempo maximo de viabilidad que proporcionan no superalas 72 horas y entre ellos, la
mayoria estan descritos para gonococo (Abalain y cols., 1985; Wade y Graver., 2003).

Los medios inoculados a partir de cepas cultivadas en AMHSN exhibieron mejores resultados, se
logro una viabilidad més prolongada, resultado que pudo estar relacionado con € empleo de medios
mas enriquecidos. La incorporacion de suplementos nutritivos alos medios de cultivo proporcionaa
N. meningitidis condiciones fisiolégicas Optimas en e momento de la inoculacion. Los resultados
en el Medio TC inoculado a partir de cepas cultivadas en AMHSN, sugieren que, cuando las cepas a
conservar, se toman de un medio més enriquecido, N. meningitidis cuenta con mejores condiciones
nutricionaes, beneficio que influye positivamente en los resultados finales a lograr.

El Medio TC con LA, constituye una solucion a la problemética de la transportaci dn-conservacién
de cepas de N. meningitidis entre regiones distantes por la disponibilidad de sus componentes, facil
elaboracion, no requerir la presencia de CO, durante la transportacion y porque la remision se

realiza alatemperatura ambiente. Por |0 anteriormente descrito, € Laboratorio de Microbiologia de
DACTA, lo utiliz6 con éxito para € tradado de cepas aidadas en Turquia y por los resultados
alcanzados, 1o empled posteriormente en la remision de cepas aisladas en Nigeria, Burkina Faso,

Zambia, Republica Dominicana y Ecuador (datos no publicados). Ademéas de permitir la
caracterizacion de cepas aidadas en esos paises, se pudo establecer trabajos de colaboracion con los
mismas.

El hallazgo de cepas de N. meningitidisviables en e Medio TC después de 12 afios almacenadas a
20-25°C, lo ubica entre |os medios que permiten la viabilidad a largo plazo. No hemos encontrado
en la bibliografia consultada, reportes de medios de transporte-conservacion que posibiliten una
recuperacion durante un periodo de tiempo tan prolongado, sélo la liofilizacién y crioconservacién,
mantienen la viabilidad por més de 1 afio (Gibson y Khoury., 1986).

Para la crioconservacion se recomiendan crioconservantes variables y temperaturas que oscilan

entre -20 a -80 °C, aunque a esta Ultima, corresponden los mayores porcentajes de recuperacion

(Kajadainen y cols., 2004). Gibson y Khoury (1986), conservaron 97 especies bacterianas (276

cepas) entre -70 a -80 °C durante 40 meses. Entre estos microorganismos incluyeron 3 cepas de N.
meningitidis las cualeslogré recuperar sin dificultad durante un periodo de 28 meses.

5.2 Caracterizacion fenotipica

5.2.1 Distribucién de N. meningitidisen enfermosy portadores de la etapa epidémica, segin

Serogrupos

En Cuba, en 1983, € serogrupo B representd € 95,3% de |as cepas aidadas de enfermos 'y en 1984,
la Encuesta Nacional de Portadores revelé un 12% de portadores con un franco predominio de N.
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meningitidis B, seguido por cepas NA. La situacion epidémica de esa etapa pudo haber influido en
los resultados de la Encuesta Naciona (Vacarcd y coals, 1991). En 1984, se redizd también en

Ciudad de La Habana, un estudio de portadores entre contactos efectivos de casos presuntivos y
confirmados de EM. Sin embargo, € trabajo detecté un nimero de portadores superior (30,8%) y d
igual que en los resultados anteriores, prevalecio e serogrupo B (82,3%). Ademas, se demostré la
relacion directa existente entre € serogrupo y los serotipos que compartian la supremacia en la
incidencia general de EM en Cubay |os detectados en los estudios de foco (Suéarez, 1984).

En nuestro trabajo, existio entre las cepas invasivas correspondientes a EEE, un nimero reducido de
aidamientos del serogrupo C, hallazgo quizés vinculado con la campafia de inmunizacion masiva
realizada por e MINSAP en B79 con la vacuna francesa AC, con € objetivo de yugular la
epidemia de EM que seinicié en Cuba a mediado de la década del 70. Desde su comienzo, y hasta
el momento de la inmunizacién, predominaron los serogrupos C y B. Posterior a esa campafia con
A-C, se produjo un franco ascenso y predominio del B en cepas aidladas de enfermos y portadores
(Vacarcd y cals, 1991; Pérezy cals., 1999).

Cuando revisamos la situacion en otros paises, durante e transcurso de la epidemia de EM en Cuba,
encontramos que en los afios comprendidos entre las décadas del 70 y € 80 hubo brotes en Europa,
region donde la prevalencia del serogrupo B se destacd en Espafia y Noruega, por citar algunos
paises (Vazquez, 1993; Caugant, 1998). La EM representd también un serio problema de sdud para
algunos regiones de América Latina. Brasil, padeci6 d inicio de los afios 70, una de las mayores
epidemias del mundo por N. meningitidis A y C. Sin embargo, unos afios después la situacion
epidemioldgica se torno diferente y a partir de 1986, € serogrupo B ocasiond € 80% de los casos
invasivos (Sacchi y cols., 2001). Al concluir ladécadadel 80y € inicio de los afios 90, otros paises
de América Latina notificaron el aumento del serogrupo B, entre ellos tenemos a Chile (Castilloy
cols., 1994), Argentina (Requeira y cols., 1994), Colombia (Echeverry y cols.,, 1995) y Estados
Unidos (Tondellay cals., 2000).

Aunque en nuestra investigacion, € nimero de cepas del serogrupo C fue bgjo y su aislamiento no
se detecta en Cuba desde hace algunos afios, este serogrupo constituye un importante agente causal
de EM en diversas regiones del mundo. Actualmente, cepas de N. meningitidis B y C, representan €
95% de los casos de invasivos de Europa (Antignac y cols., 2003; Canicay cols., 2004).

Situacion totalmente diferente se presenta en Africa, sobre todo, en agquellos paises que integran el

denominado “cinturén de la meningitis’, regién donde irrumpen epidemias explosivas y periddicas
por N. meningitidis A (Rosenstein y cols.,, 2001) y W35 (Ouedraogo-Traore y cols.; 2002). El

serogrupo A, aungue no se notifica en Cuba desde hace varios afios, en los inicios de la epidemia se
sefial 6 en un nimero reducido de cepas (Valcarce y cols., 1991).
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5.2.2 Distribucién de N. meningitidisen enfermos y portadores de la etapa epidémica, segin
ser o/subtipos, inmunotipos y fenotipos

Al igual que Galgueray colaboradores (1994), en nuestro trabajo prevalecio € sero/subtipo 4:P1.15
entre las cepas de EEE. Galguera, que investigod aidamientos correspondientes a un periodo de 12
afios (1980-92), detect6d al sero/subtipo 4:P1.15 en & 85.4% de las cepas. Sin embargo, otras
asoci aciones fueron menos frecuentes: 15:P1.15 (9%), 15:P1.16 (2,1%) y B:2 (2,4%).

Entre las cepas investigadas en nuestro trabgjo y correspondientes a EEE, predomind € serotipo 4,
también frecuentemente asociado a N. meningitidis B en diferentes paises. Entre éstos, podemos
mencionar a: Espafia (Vazquez, 1993), Estados Unidos (Tondellay cols., 2000) y Brasil (Sacchi y
cols,, 2001). En Estados Unidos, € 27,5% de las cepas pertenecio a serotipo 4 y entre los subtipos
mas frecuentes detectaron a P1.7,16 (14,3%) y al P1.19,15 (9.8%) (Tondellay cols., 2000).

No coincidieron nuestros resultados con los de Ashton y colaboradores (1991) en Canada, quienes
al analizar 362 aidamientos del periodo 1977-86 y 221 correspondiente a la etapa desde 1987-89,
sefidlaron €l predominio del serotipo 2 (30%) y e subtipo P1.2 (18,5%), en cepas de |a etapa 1977-
86. Sin embargo, en los aisamientos pertenecientes a periodo 1987-89, resultaron mas frecuentes
los seratipos 4 (21,7%) y 15 (20,8%) y € subtipo P1.2 (11,8%), prevalecid nuevamente.
Actualmente, cepas de N. meningitidis del serogrupo B asociadas a sero/subtipo 4:P1.4 (B:4:P1.4),
provocan tasas elevadas de EM en Holanda (van Looveren y cols, 1998), Australia (Australian
Meningococca Surveillance Programme, 2003) y Nueva Zelanda (Martiny cols., 1998).

| dentificar las caracteristicas antigénicas de N. meningitidisresulta Gtil para conocer la dispersion de
casos de EM y para determinar las estrategias de control més adecuadas, |as cuales pueden variar
entre |los diferentes paises. En los afios 80, desarrollaron AcM dirigidos contra un grupo de LOS. Su
disponibilidad permitio realizar facilmente y a gran escala, estudios de inmunotipificacién pero a
pesar de la exigtencia de estos AcM, son escasos |os trabgjos que incluyen la caracterizacidn hasta
inmunotipo, quizés por su no disponibilidad en la mayoria de los laboratorios que redlizan la
vigilancia epidemiol égica de N. meningitidis (Jonesy cols, 1992). Paraidentificar nuestras cepas, a
pesar de no haber podido utilizar todos los AcM desarrollados hasta la fecha, € nimero de cepas
NIT fue bgjo. No encontramos en la bibliografia consultada, suficientes articulos que incluyeran la
identificacion de inmunotipos en los estudios de caracterizacion. Uno de esos trabajos (Jenning y
cols., 1999), sefid 6 alos determinantes de inmunotipos L8, L9, L10y L11, principamente entre las
cepas del serogrupo A, mientras que entre los serogrupos B y C, predominaron del L1 al L9.

Por otro lado, Scholten y colaboradores (1994) en Holanda, evaluaron € ELISA de cdulas enteras
con AcM para lainmunctipificacion de 675 cepas invasivas ddl periodo 1989-90 y 57 pertecientes
al afo 1974 (previamente inmunctipificados por microprecipitacion). Los inmunotipos detectados
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por ELISA, coincidieron con los obtenidos por |a técnica de microprecipitacion. Los inmunotipos
predominantes fueron: L3 (37%), L3,8 (22%), L2 (14%), L1,8 (9%) y L4 (6%). La distribucién

resultd diferente entre los serogrupos. En las cepas A (N = 13) predominaron L10y L3y sdlo 1
cepa, resultéd NIT. En e serogrupo B (N =425), 7 aidamientos fueron NIT. Mientras que, L3y los
inmunotipos relacionados (L3,1, L3,1,8 y L8) representaron &l 69%. Ademas, L2 (10%) y L4 (4 %),

estuvieron también presentes en este serogrupo B. En contraste con los resultados anteriores, casi la
mitad de las 105 cepas del serogrupo C fueron L2 (30%) o L4 (15 %). L1, L8y L1,8 comprendieron
el 17 % de los aidamientos del B y 5% del A. El resto de los serogrupos, estuvieron pobremente
representados y mostraron varios determinantes de inmunotipos.

Alea (2001), detectdé también a inmunotipo L3,7,9 como predominante en las cepas por dla
investigadas, d 55,11% correspondié a cepas de enfermos y € 84% a portadores.

En nuestro trabajo prevalecié d fenotipo B:4:P1.19,15:1.3,7,9, cifrainferior a 95,5% de las cepas
B:4:P1.15 sefidada por Galgueray colaboradores (1994), a estudiar 100 aislamientos de enfermos
por ELISA de células enteras con AcM. Sin embargo, no incluyeron en su estudio la blsgueda del

subtipo P1.19, ni & inmunotipagje.

Cepas B:4:P1.15 resultaron las de mayor circulacion en Cuba durante la epidemia, sobre todo,

después de la inmunizacién realizada con A-C en € afio 1979 (Vacéarcd y cols., 1991). Por otro

lado, Alea (2001), en cepas invasivas correspondientes a periodo epidémico, identifico a fenotipo
B:4:P1.19,15:L.3,7,9 en un porcentgje inferior (23,47%).

Durante los afios de |a epidemia de Cuba, €l serogrupo B constituyé uno de los agentes etiol 6gicos
mas frecuentes de EM en Europa, excepto para Finlandia, pais donde en la década & 70, €

serogrupo A resultd e principal agente etioldgico de esta entidad clinica (Caugant, 1998). Sin

embargo, durante los periodos de menor incidencia de EM en Europa, prevalecieron las cepas del

serogrupo B, aungue en una proporcion baja. La epidemia de Noruega, que comenz6 en 1974,

mostré a fenotipo B:15:P1.7,16 como su principa agente causal. La situacion existente en ese pais,
condujo a desarrollo de una vacuna elaborada a partir de la cepa prevaente y después de aplicada
entre adolescentes noruegos, tuvo una eficacia del 57%, motivo por € cua no se recomend6 parasu
aplicacion posterior (Caugant, 1998).

De los brotes registrados en Espafia, dos ocurrieron entre los afios 70 y 80. El andlisis de las cepas
desde 1978-87 mostro la superioridad del B (84%), seguido por €l C (7%) y d A (6,7%) (Vazquez,
1993). Posteriormente, en 743 cepas invasivas en e periodo 1990-92, prevalecieron los fenotipos
B:4:P1.15 (39,8%), C:2b:P1.NST (55,8%) y NA:2b:P1.NST (35,6%) (Vazquez y cols., 1994).

En Holanda (Scholten y cols., 1993) durante la década del 80, se caracterizaron por ELISA de
células enteras con AcM, 2 357 cepas de enfermos correspondientes a periodo 1958-90. Dentro del
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B, los fenotipos més frecuentes fueron; 2a:P1.2, 2b:P1.2, 4:P1.4, 4:P1.15, 15:P1.16 y 15:P1.7,16.
Sus autores manifestaron que € aumento de laincidenciade laEM en los afios 80, estuvo vinculado
alacombinacion de varios factores, donde la cepa circulante, € huésped y condiciones ambientales,
representaron € papel principal. El aumento de la migracion en Europa facilitd la circulacion,

transmision y adquisicion de las cepas locales preval entes.

Un trabgjo similar al nuestro realizé e LNRM del Ingtituto Pasteur cuando investig6 por ELISA de
células enteras con AcM, un total de 291 cepas de N. meningitidis aisladas en 1988 (Riou y cols.,
1990). El 74,5% de esos aidamientos correspondieron a enfermos y e 25,4% a portadores. Entre
los serogrupos identificados predominé e B (61,8%), seguido por los serogrupos C (31,6%), A

(3,6%) y 'Y (1,6%). Los serotipos 2a, 2b, 15y 16 pertenecieron principalmente a serogrupo B de
los casos invasivos, mientras que entre las cepas B de portadores, prevalecieron los serotipos 4 y 14.
Difiere también de nuestros resultados, € que las asociaciones fencotipicas mas frecuentes para €

serogrupo B fueron: B:2a:P1.2, B:2b:P1.2, B:4:P1.15y B:15:P1.7. Mientras que, entre |as cepas del
serogrupo C, se destacd el fenotipo C:2a:P1.2 (Riou y cols., 1990).

En Chile, antes de los afios 80, los casos de EM por meningococo B eran infrecuentes pero a partir
de 1982, su incidencia resultd critica en Iquique, Antofagasta y la Region Metropolitana, lugares
donde predomind un fenctipo diferente a de Cuba. Los fenctipos més frecuentes de Chile fueron:

B:15:P1.3 (63,2%); B:NT:P1.3 (11,7%) y B:4:NT (7,3%) (Cadtillo y cals., 1994).

En Brasil, Colombia, Argentinay Uruguay se observé un ascenso de casos de MM por serogrupo B,
principalmente en los menores de 5 afios. Caro (1999), identifico al fenotipo B:2b:P1.10 como €

mas frecuente en 65 cepas de N. meningitidis B aidadas de casos clinicos en Argentina. Ademés,
detect6 una gran diversidad de sero/subtipos. Prevalecieron los serotipos 2b (67,6%), 15 (15,3%), 4
(6,1%), 2a (3,0%) y cepas NT (3,0%). Entre los subtipos identificd como predominantes a: P1.10
(44,6%), PLNT (27,7%), P1.7,16 (13,8%), P12 (6,2%), P1.15 (3,1%), P1.14 (3,1%) y P1.16

(1,5%). En cepas de Uruguay y Colombia estudiadas en € Ingtituto Finlay, encontraron que la
mayoria de los aidamientos resultaron NT y NST. Sin embargo, un nimero considerable resultd

B:2b:P1.10 y B:14:P1.1,7. La presencia en Uruguay del fenotipo B:2b:P1.10, estuvo quizés
vinculada con la cercania geogréfica existente entre ambos paises pero a pesar de esta proximidad,
Colombia mostr6 € predominio del fenotipo B:4:P1.15 (96,2%) (Caro, 1999).

Desde 1988, Brasil enfrentd una epidemia de EM en varios estados, situacion que motivo la
aplicacion de VA-MENGOC-BC® en 1989 y 1990 a 2,4 millones de nifios entre 3 meses-6 afios de
edad. En ese periodo, a igual que en Cuba, Brasil mostré un franco predominio de la asociacion
fenotipica B:4:P1.15 (Sacchi y cols., 1998).
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En Oregon, Estados Unidos, laincidencia de EM aumentd sustancial mente entre 1992-94, momento
en € que la cifra ascendi6 a 4,6/100 000 habitantes. El 86% de |as cepas pertenecieron al complegjo
clonal ET-5y los sero/subtipos e inmunotipos més frecuentes fueron los serotipos 4 y 15, € subtipo
P1.7,16 y € inmunotipo L3,7,9,8,10 (Caugant y cals., 1987; Diermayer y cols., 1999).

5.2.3 Distribucion de N. meningitidis en enfermos y portadores de la etapa post-epidémica,
seglin serogrupos

En nuestro trabgjo, a diferencia de las cepas correspondientes a la etapa epidémica donde existio un
franco predominio del serogrupo B en enfermos y portadores, en la post-epidémica, prevaleci6 €

serogrupo B entre las cepas invasivas. Sin embargo, en PEPE se digtinguieron las NA, no hubo

cepas de N. meningitidis C y se constatd un nimero reducido de otros serogrupos.

La efectividad de VA-MENGOC-BC®, junto ala alta cobertura nacional alcanzaday su aplicacion
sistemaética a lactantes desde 1991, como parte del Programa Nacional de Inmunizacion, logré el

control exitoso y homogéneo de la EM en Cuba. Desde hace varios afios, las cifras de incidencia de
EM s muy bajas y sdlo se natifican casos aidados (Pérez y cols., 2003). Ademés, € predominio
de cepas NA en PEPE, permite evaluar la influencia de la vacuna cubana. Las cepas aidadas de
portadores de |a etapa post-epidémica, han perdido |os atributos de virulencia como efecto favorable
parad control delaEM. Sin embargo, en otras regiones del mundo donde no existe un programa de
inmunizacion similar, la sSituacion epidemiologica se muestra diferente. Entre esas regiones
podemos mencionar la de Norteamérica, territorio que sefiala desde € inicio de la década del 90, un
ascenso de casos vinculados a un nuevo clon del serogrupo C. Québec, fue una de las zonas mas
afectadas y en €la, la situacién epidemioldgica se tornd lo suficientemente grave como para
jugtificar lainmunizacion con A-C en 1,6 millones de nifios durante € afio 1993 (Ringuette y cols.,
1995). Posteriormente (1999-01), Edmonton padeci también brotes por N. meningitidisC, éstos se
caracterizaron por una rapida dispersién y elevado nimero de fallecidos (Tyrrell y cols., 2002). Sin
embargo, un estudio de portadores en 2 004 individuos de la Columbia Briténica (provincia de
mayor densidad geografica de Canada), mostré un porcentaje bajo (7,6%) y solo € 4% de las cepas
correspondié a C (Patrick y cals., 2003). En nuestro trabajo, no detectamos a serogrupo C entre los
aislamientos de PEPE, ni tampoco se identifico en los estudios de portadores realizados entre 1998
02 por otros investigadores cubanos (Matute, 1998; Zamora, 2000; Alvarez, 2001; Lopez, 2002). La
ausencia del serogrupo C en cepas aidadas durante |a etapa post-epidémica, es € resultado de la
inmunizacion sistematica que realizan en Cuba con VA-M ENGOC-BC®' Su administracion ha
permitido eliminar a serogrupo C de nuestra poblacidn, tanto en las cepas de enfermos como en las
de portadores.
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Aunque, Estados Unidos no muestra altas tasas de EM, los serogrupos més comunesson e Y, Cy
B (Pratimay col., 2004). Ademas, han existido variaciones en € comportamiento de esta entidad
clinica. Entre los principales cambios se sefidlan: @) Incremento de casos en personas de 15-24 afios
de edad, la mayoria esporadicos. Sin embargo, en los Ultimos afios, los brotes por € serogrupo C se
han convertido en una amenaza para el pais (Jackson y cols., 1995); b) Aumento sustancial de casos
por & serogrupo Y (McEllistrem y cols., 2004). Este serogrupo, se ha convertido en uno de los
agentes etiol égicos més frecuente de EM en Estados Unidos (Racoosin y cols., 1998), y € principal
agente de neumonia por meningococo (Winstead y cols., 2000; McEllistrem y cols., 2004); ¢)
Incremento del nimero de casos en neonatos, que aunque su notificacion resulté ain infrecuente,
superd a nimero de enfermos reportados en afios anteriores, y a partir de la década del 90, las cifras
son similares a las notificadas en nifios de 6-23 meses de edad (Shepard y cals., 2003).

En América dd Sur, pudiéramos referirnos también a cambios en la conducta de la EM. Entre los
paises que presentan situaciones epidemioldgicas alarmantes podemos citar a 1) Ecuador, pais
donde esta entidad clinica mantuvo un comportamiento endémico en los Ultimos 20 afios, pero en €
2000, 2001 y 2002, se produjeron brotes en Guayaquil. Dos de ellos ocurrieron en reclusos de la
provinciadel Guayasy € resto, se present6 en diferentes sectores de la ciudad. Los casos estuvieron
aparentemente vinculados entre s y aunque existio predominio del serogrupo C, sefidlaron también
casos por Wi 35 (Pesantes, 2002); 2) Uruguay, mostré una disminucion de casos por € C y aument6
el nimero de enfermos por € serogrupo B. En € 2001, existieron eventos que alertaron sobre la
posibilidad de una epidemia por € B, sobre todo en Canelones y Montevideo. Por esa situacion
epidemiol bgica, inmunizaron con VA-M ENGOC-BC° (Pirez y cols., 2002). Ademas, en un estudio
realizado a 510 personas de Montevideo, seidentificod un 8% de portadoresy entre éstos, € 24% fue
B, & 36,6% NA y € resto, se distribuy6 entre los serogrupos A, C, Y y W35 (Parodi y cals., 1998);
3) Argentina, notificd un ligero predominio del serogrupo B (60%), con marcadas variaciones entre
sus provincias. En 1996, Corrientes, comunicé € primer brote de Latinoamérica vinculado con la
asistencia a las discotecas. Estos brotes se describen en la literatura con € nombre de “disco fever”.
Las edades de las personas involucradas en €, oscilaron entre 18-45 afios y en 7 casos, se aido d
serogrupo C (Cookson y cols., 1998); 4) Brasil, que padecio al inicio de los afios 70, una de las
epidemias mas severas del mundo por los serogrupos A y C, cambi6 su situacion epidemiolgicay
en los Ultimos afios, € 68% de las cepas pertenecieron a serogrupo B (Sacchi y cols., 1998).
Recientemente, se describieron cambios en las cepas aidadas en Espafia, pais donde en la década
dd 80, la EM estuvo intimamente vinculada al serogrupo B. Sin embargo, una interesante y
cambiante situacion epidemioldgica se presentd entre 1996 y 1997. N. meningitidis serogrupo C,
gue antes de 1994 integraba menos del 2% de las cepas aidadas, ascendio a 70% en 1996 y 1997.
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La decisién de inmunizar a la poblacion de 219 afios con la vacuna A-C en la mayoria de sus
Comunidades Auténomas, origind un nuevo cambio, y la cepa causante de la onda epidémica
(C:2b:P1.5,2), descendio al 21,8% en & 2002, pero ad mismo tiempo, en & 2001 apareci6 €

fenotipo B:2aPl.5. La situacién existente hizo pensar en un posible evento de “switching’
(cambio) capsular (Alcalady cols., 2003), suceso que se presenta después de redlizar programas
masivos de vacunacion, capaces de provocar proteccion serogrupo especifica. Las nuevas cepas
circulantes parecen mantener e potencial epidémico de las precursoras y se convierten en un

importante factor de virulencia (Alcaay cols., 2002). En Cantabria, tras las distintas campafias de
vacunacion contra N. meningitidis C se consiguié la eliminacion de este serogrupo en e 2000.
Paralelamente, constataron un incremento del B, que acanzo6 un pico entre 1999-2001, junto a un
aumento de la letdidad. A ello puede haber contribuido la difusién por el Pais Vasco y Cantabria, a
partir del 2001, de la cepa B:2a:P1.5, procedente de este “switching” o recombinacién capsular
entre cepas del serogrupo B y C. Una vez que aparece esta cepa recombinante, s previamente ha
exigtido una fuerte presion (por vacunacion) contra un serogrupo, la cepa recombinante encuentra
condiciones favorables para su propagacion, a ser capaz de eludir la respuesta inmune inducida por
la vacuna contra € otro serogrupo. La facilidad de diseminacion y ausencia de respuesta inmune
favorecen su incidenciay letalidad (Gonzalez de Aledo y Viloria 2004).

Espafia, realizo estudios de portadores en algunas de sus regiones. Uno de ellos correspondié a Gran
Canaria, lugar donde existié una prevalencia puntua del 6,45%, con predominio del serogrupo B
(Garciay cals., 2000). Otro estudio se gjecutd en Galicia, territorio con un elevado nimero de casos
por e serogrupo C. El trabgjo incluyé a 9 796 personas gque habitaban en areas con bgja y dta
incidencia de EM. El exudado se tomé previo alavacunacion con A-C y los resultados sefidaron €
0,4y 0,6% de portadores de N. meningitidis C, respectivamente y una prevalenciatotal del 8%. En
los nifios de 24 afios, no detectaron portadores y, a pesar de la dta incidencia de casos por €

serogrupo C en la poblacion estudiada, e nimero de individuos que port6 la cepa epidémica fue
bajo (Ferndndez y cols., 1999).

En Francia, caracterizaron 2 091 cepas invasivas entre 1999-02. En dllas, predominé € serogrupo
B, frecuencia que disminuyd del 69 al 49% en 1999y 2002, respectivamente. A partir del 2001, el
C seincrementd. Ademas, después de los primeros aislamientos del W35, éste ascendié d 9,3% en
el 2002, mientras que @ Y se mantenia estable (3%), aidandose fundamentalmente en individuos
inmunodeprimidos (Antignac y coals., 2003).

Al igual que en otros paises de Europa, Inglaterra, Gales, Escocia e Irlanda del Norte, observaron €
aumento de casos por N. meningitidis C. Desde 1995-01, notificaron 114 brotes en Inglaterra y
Gales, 43 ocurrieron en escuelas primarias y 46 en secundarias (Davison y cals., 2004). En 1999, €l
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Reino Unido aplico la vacuna conjugada contra dl C, inmunizando aproximadamente a 14 millones
de personas menores de 18 afios. En ese momento, realizaron un estudio de portadores en 14 064
individuos con edades entre 15-17 afios y 1 afio después, repitieron € estudio en 16 583 personas de
la misma edad. Al comparar ambos resultados, constataron que la vacuna conjugada redujo los
portadores de N. meningitidis C en el 66% de |as personas inmunizadas (Maiden y Stuart., 2002).
Actualmente, casos de EM por e serogrupo A no son frecuentes en la Unién Europea pero afinales
dd 2003, Moscu detectd € aumento de casos invasivos por este serogrupo, Situacion totalmente
diferente a resto de Europa (Lawrence y Hanford., 2003). MoscU, presentaba desde 1920 ondas
epidémicas, la mayoria producidas por e serogrupo A. Algunas, se vincularon con la presencia de
emigrantes vietnamitas en esa ciudad. La incidencia se mantuvo ata hasta los afios 8, y en 1996,
regparecié un brote por N. meningitidis A, relacionado nuevamente con € arribo de emigrantes
asidticos. El estudio molecular de las cepas aidadas entre 1969-97, demostrd que 4 grupos clonales
diferentes ocasionaron las ondas epidémicas sucesivas de Moscu (Achtman y cols., 2001).

A pesar de que la EM no constituye un problema de salud en Itdlia, este pais realiza una vigilancia
sistemética de |as cepas circulantes. Entre 1999-01, e LNRM corrobor6 el predominio del B (75%)
y € C (24%), en 270 cepas remitidas desde diferentes zonas del pais (Mastrantonio y cols., 2003).
Sin embargo, en & 2002-03, se observo un ascenso del C (42,5%) (Stefandli y cols., 2004).
Ademés, Italia se suma a los paises que sefidlan la transferencia horizonta de los genes siaD, cuyo
resultado estédimplicado en € switching capsular in vitro e in vivo (Stefanelli y cols., 2003).
Aunque en nuestro trabgjo se constatd un nimero reducido del serogrupo W35 entre PEPE, en los
ultimos afios, después del peregringje de los musulmanes a La Meca, brotes de EM por W55 ocurren
en Europay Africa. En € 2000, notificaron 90 casos en 9 paises, la mayoria se sefidlaron en Francia
y & Reino Unido (Aguileray cols.,, 2002). Sin embargo, aunque € mayor nimero de enfermos se
presentd entre peregrinos musulmanes, los brotes se digpersaron a sus contactos e individuos no
vinculados con lavisitaaLa Meca

5.2.4 Distribuciéon de N. meningitidis en enfermos y portadores de la etapa post-epidémica,
seguin ser o/subtipos, inmunctiposy fenotipos

Nuestro trabajo detecté similitud entre los sero/subtipos correspondientes a las cepas aidadas de
EEE y EEPE. El fenotipo B:4:P1.15 ha sido € de mayor circulacién en casos invasivos después de
1979 (Valcarce y cols., 1991). Recientemente, Sosa 'y colaloradores (2001) sefidlaron su primacia
(75,5%) en 111 cepas del serogrupo B. Ademés, trabgjos realizados en Cuba durante periodos
diferentes, también lo identificaron como & més habitua (Galgueray cols., 1994; Caro, 1999; Alea,
2001). El hecho comprobach de no detectar la aparicion de nuevos serogrupos y sero/subtipos
epidemiogénicos entre las cepas de EEPE y PEPE estudiadas, habla también a favor del impacto de
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VA-MENGOC-BC® sobre la epidemia de Cuba y particularmente de su amplio espectro contra
diferentes sero/subtipos de los serogrupos B y C (Sierra 'y cols., 1991; Requeiray cols., 1994).

Ensayos redlizados en modelos animales y estudios de Ac bactericidas con sueros de pacientes
vacunados, demostraron que la proteccion de VA-M ENGOC-BC® es de amplio espectro contra
otros sero/subtipos del serogrupo B y no sdlo contra la cepa vacunal u homdloga (Sierra'y cols.,

1991; Requeiray cols., 1994; Sifontesy cols., 1997).

Sacchi y colaboradores (2001), sefiaaron resultados similares a nuestro cuando estudiaron 1 297
cepas B de Brasil. En ellas identificaron a subtipo P1.19,15 en € 66%. Sin embargo, difieren de
nuestros resultados, € resto de los subtipos por elos encontrados: P1.7,1 (11%) y P1.7,16 (4%).

Otro trabajo de Brasil en 630 cepas, mostré al serotipo 4 en e 81%y alos subtipos PL.15y P1.7,1
como los mas frecuentes, juntos congtituyeron e 75% de las cepas pertenecientes a serogrupo B

(Lemosy cols., 2001).

En Estados Unidos (Tonddllay cols., 2000), estudiaron 444 cepas serogrupo B aisladas desde 1992
98 (244 casos esporédicos, 200 del brote de Oregdn). Al igual que en nuestro trabagjo, predominaron
los serotipos 4 (27,5%) y 15 (16,0%). El resto, correspondieron a serotipos no identificados en

nuestras cepas de EEPE: 14 (8,6%), 10(6,1%), 1(4,9%), y 2a (3,7%). Los subtipos detectados por
Tondella fueron: P1.7,16 (14,3%), P1.19,15 (9,8%), P1.7,1 (8,6%), P1.5,2 (7,8%),P1.22a,14 (7,8%)
y P1.14 (5,3%). Mientras que, en las cepas del brote del estado de Oregdn, predominaron € serotipo
15 (69,0%), €l subtipo P1.7,16 (78,5%) y d fenotipo B:15:P1.7,16.

Debido ala pobre inmunogenicidad del PC del serogrupo B, las estrategias de vacunacién contra N.
meningitidis se dirigen principalmente a la obtencién de vacunas compuestas por Ag no capsulares,
de ahi laimportancia de la caracterizacion de las PME. Las PorA y PorB, constituyen Ag proteicos
gue inducen la formacion de Ac bactericidas protectores y han demostrado su efectividad en

ensayos clinicos (Frasch, 1995). VA-M ENGOC-BC®, congtituye un gemplo de vacuna compuesta
por PME y gracias a su obtencion y aplicacion sistemética, desde hace algunos afios, la EM no
representa un problema de salud para Cuba (Pérez y cols., 2003). Ademas, los resultados de nuestro
trabajo, demuestran su impacto en las cepasde N. meningitidis circulantes en los Ultimos afios.

Al igual que en nuestro pais, las cepas del brote de Uruguay se identificaron como B:4:P1.19,15
seguidas en orden de frecuencia por los fenotipos B:4:P1.16 y B:4:P1.7 (Pirez y cols., 2002).

En las cepas de EEPE y PEPE no detectamos al serogrupo C. Sin embargo, este serogrupo unido a
diferentes sero/subtipos provoca casos esporadicos y brotes en diversas regiones del mundo. Canada
(Tyrrell y cols, 2002; Tsang y col; 2004) y Argentina (Requeira y cols., D94), notificaron €

aumento de casos invasivos por e fenotipo C:2a:P1.5,2. En € brote de Edmonton (1999-01), que
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ocasiond 61 casos, todos los aidamientos fueron C:2a, prevalecieron los subtipos P1.5,2; P1.2 y

P1.15y las cepas delosfdlecidos se clasificaron como C:2a:P1.5,2.

Las cepas C:2a se han asociado con casos invasivos entre jovenes asiduos a las discotecas. Suecia,
Australia, Argentinay Estados Unidos, notificaron brotes de “disco fever”. La mayoria de sus cepas
correspondieron a los fenotipos C:2a:P1.5,2; C:2aP1.5y C:2aP1.NST (Cookson y cols., 1998;

Riesbeck y cols., 2000). Se sefida que las condiciones ambientales y sociales que imperan en estos
locales, favorecen la dispersién de cepas virulentas. El predominio de casos en € sexo masculino,
género donde es mas frecuente e hébito de fumar y e consumo de bebidas acohdlicas, junto a

hacinamiento que existe en esas instalaciones, constituyen factores de riesgo parala colonizacion y
dispersion de cepas virulentas, con consiguiente aparicion de casos clinicos.

Nuestro trabajo detecto la asociacion P1.19,15 como la mas frecuente entre las cepas de EEPE, esta
expresién antigénica se observé también en un nimero significativo de aislamientos pertenecientes
a casos clinicos estudiados por otros autores (Wedege y cals., 1999).

El cambio epidemioldgico ocurrido en Espafia entre 1996-97 (Fernandez y cols., 2003), se dispersd
avarias zonas del pais y motivé campafias de vacunacion con A-C, junto a estudios de portadores.
Sin embargo, un descenso del fenatipo C:2b:P1.5,2 se presentd en €l 2000 y 2002. Posteriormente,
éste disminuy6 a 21,8% y aument6 € C:2a:P1.5 (47,4%) y € B:2a:P1.5, expresién antigénica no
detectada con antelacion (Alcalay cols., 2003). En € estudio de portadores de Gran Canarias, la
mayoria de las cepas resultaron B y mostraron 25 sero/subtipos diferentes, solo un aidamiento se
clasifico como C:4:P1.5,2 (Garciay cols., 2000).

Al comparar los serotipos detectados en nuestro trabagjo, con los identificados en Francia por

Antignac y colaboradores (2003) a partir de cepas invasivas del periodo 1999-02, vemos agunas
diferencias. En Francia, hubo predominio del serogrupo B (58%), pero existié también un aumento
dd Cy e W35, con un nimero reducido de casos del serogrupo A. Dentro del B, prevaecieron las
cepas NT (40.4%) y € serotipo 4 (29,2%). Entre los aislamientos del C, los mayores porcentajes
correspondieron a 2a (53%) y 2b (27%). En €l serogrupo Wi s, predominaron las NT (48,9%) vy €

serotipo 2a (46,7%): Entre las cepas del serogrupo A, se destaco e fenotipo A:4,7:P1.9,1.

También en Italia, Mastrantonio y colaboradores (2003), mostraron resultados diferentes en 343

cepas procedentes de 15 regiones del pais y aunque predominé € serogrupo B (75%), € C, lesiguid
en orden de frecuencia (24%). Entre los aislamientos del B, existieron cambios en las cepas

circulantesy se produjo € ascenso del B:15:P1.4. Los fenotipos mas frecuentes fueron: B:14:P1.13;
B:15:P1.7,16; B:15:P1.4; B:4:P1.4; B:4:P1.13; C:2aP1.5 y C:2b:P1.5. Cepas C:2a:P1.5 aparecieron
por primera vez en 1997, aumentando ddl 3,2-12,2% en & 2000. Sin embargo, en & 2001 descendio
al 6%, afio en que prevalecieron las cepas C:2b:P1.5. Ademés, € fenotipo B:14:P1.13 que surgié de
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manera esporadica, se confind principalmente en Bolzano, regién donde alcanzd mas del 70%. En

€l resto de las cepas, este fenatipo se identificd en d 13%. En & serogrupo W, s, |as asociaciones
mas frecuentes fueron: W35:4:PLNST; W13 NT:PLNST y Wia5:NT:P1.13.

En Escocia, se mostraron los resultados de 774 cepas de N. meningitidis aidadas de casos invasivos
correspondientes a periodo 1994-99. La mayoriaresultaron B (51,7%) y C (39,2%). Entre las cepas
B, prevalecieron los siguientes serotipos: 4, 1, 15, 2b, 12, 21 y subtipos: P1.4, P1.15, P1.9, P1.14,
P1.7y P1.16 (Kyaw y cols., 2002").

En Austraia (Pugh y cols., 2003) y Nueva Zelanda (Martin y cols., 1998), N. meningitidis B ocup0
el primer lugar como agente etioldgico de EM. En € 2002, Australia lo identifico en €l 53% de sus
aislamientos, seguido muy de cerca por € C (41%). El serogrupo B, que prevalecié en todo €

territorio, excepto en Victoria, Tasmaniay la capital, se aid6 principalmente de casos esporéadicos.
Cepas C:2a unidas a sero/subtipos diferentes, se caracterizaron en otras jurisdicciones del pais.

Mientras que, € fenotipo C:2a:P1.4 predomind en Victoriay Tasmania. (Pugh y cols., 2003). Desde
1991, Nueva Zelanda experimentd un aumento de la incidencia de EM por cepas B:4:P1.7b,4. El

serotipo 4 se identifico en @ 73% de los aislamientos correspondientes a la etapa 1989-99 (Martiny
cols., 1998; Baker y cols., 2001).

Situacion desigual presenta Africa, territorio con las més dltas tasas de incidencia de EM, sobre
todo en & “cinturén de la meningitis’, region que incluye 15 paises situados entre Senegal y Etiopia
y abarca aproximadamente 300 millones de habitantes. En los Ultimos 10 afios, ocurrieron 700 000
casos 'y de éstos, €l 10% fallecié (du Chatelet y cols., 2002; Fonkoua y cols., 2002). Aunque las
epidemias se han vinculado tradicionalmente a serogrupo A, los brotes del 2000-02, se asociaron
principalmente con e serogrupo W ss (Fonkouay cols., 2002). En dependencia de lalocalizacion y
el climadd pais afectado, |os brotes suelen presentarse de formaciclica, seinician en noviembrey
findlizan en junio, declinando con e arribo de la lluvia (Ouedraogo-Traore y cols., 2002). En €

primer trimestre del 2004, Burkina Faso notificd 2 783 casos con 527 fallecidos y confirmoé la
presencia de |os serogrupos A y Wiss (Ahmad, 2004).

Después del brote por W35, ocurrido en e 2001 y vinculado con la visita del mundo idamico alLa
Meca, se realizaron estudios de portadores para conocer su dispersién entre peregrinos musulmanes
gue regresaban a su pais de origen. Se describen dos tipos de peregrinacion: la principal (Hajj) y la
secundaria (Umra). Uno de esos trabgjos, compar6 |os resultados encontrados entre ambaos grupos.

En 160 individuos que retornaron del Umra en e 2001, la tasa de portadores (1,3%), fue

significativamente més baja que entre los del Hajj (17%). Ninguno de los peregrinos del Umra
resulté portador de N. meningitidis W35 y entre los del Hajj, este microorganismo se detect6 en €

90% de los portadores (Wilder-Smith y cols., 2003). Posteriormente, ofro trabajo realizado después
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dd Hajj del 2002, reportd la ausencia de portadores del Wias. Este hallazgo, que contrastd con los
resultados anteriores, pudo estar influenciado por la vacunacion que exigen actualmente para visitar
La Meca, o por la adminisracién profilactica de antibiéticos a los individuos que regresan a los
paises con ataincidencia de EM (Wilder-Smith y cols., 2003).

5.2.5 Sero/subtiposy ET de N. meningitidisser ogrupo B estudiadas por EEM

Dado € reconocido origen clona de las poblaciones de N. meningitidis y € hecho probado de la
dispersion de un determinado clon o complgo clond, es necesario estudiar de conjunto los
marcadores fenotipicos y genotipicos (Caugant, 1998).

Autores como Sacchi (1992%), Fischer y Perkins (1997°) sefidaron resultados similares a nuestro.
En todos los casos, & nimero de variantes obtenidas por EEM, superd a la diversidad encontrada
respecto a los serogrupos y sero/subtipos circulantes.

El complgjo ET-5 predominante en nuestra investigacion, se identific6 en Europay América Latina.
Entre los paises 0 ciudades pertenecientes a estas regiones podemos citar a2 Noruega, Espafia, La
Florida, Oregdn, Brasil, Argentinay Chile (Caugant y cals., 1987; Caugant, 1998,). Otros, sefidan
a complejo ET-5 en cepas del serogrupo B aisladas en: Croacia, Africadel Sur, Marruecos, Isragl,
Australia, China, Japén y Tailandia, aunque en estos paises, € niimero de aislamientos fue pequefio
(Orren y cols., 1994; Caugant, 1998; Boras y cols., 2004). Sin embargo, en algunos paises como
Rusia, la Replblica Checay Grecia, no lo han identificado entre las cepas investigadas (Caugant,
1998). Frecuentemente, cepas dd complejo ET-5 se vinculan con diferentes sero/subtipos y entre
dlos se sefidan las siguientes asociaciones. 15:P1.7,16 en Noruega (Caugant, 1998); 4:P1.15 en
Espariay Brasil (Sacchi y cols., 1992% Verdu y cols., 1996) y 15:P1.3 en Chile (Cruz y cols., 1990).
Caro (1999) sefid6 en cepas de Argenting, 14 ET en aislamientos de N. meningitidisBy C,y d
igua que en las cepas de Cuba, notd patrones electroforéticos diferentes a de los clones agrupados
en los ET predominantes. Otros, describen la existencia de clones genéticamente muy distantes del
resto, aln cuando las diferencias no son demostrables desde € punto de vista fenotipico (Caugant,
1998).

En Brasil, observaron un nimero elevado de casos provocados por € serogrupo C, asociado a los
serotipos 2a 'y 2b (Sacchi y cols,, 1992; Noronha y cols., 1997). El serogrupo B, vinculado con €
serotipo 2b, se sefiad 6 también en cepas de Argentina estudiadas en € Ingtituto Finlay (Gutiérrez y
cols., 1994). El serotipo 2b, asociado a cluster A-4 y perteneciente al serogrupo B (Caugant y cols.,
1987), se aid6 en Suiza entre 1960 y 1970 (Caugant, 1998).

En Argenting, circulé también e complgo ET-37, vinculado fundamentalmente a serctipo 2a. Esta
asociacion se propagd en Europa, Africa, Canaday Estados Unidos (Whaleny cols., 1995; Alcalay
cols,, 2002; Kardlovay cols., 2002; Kellerman y cols., 2002; Tsang y cals., 2004).
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Las epidemias por cepas pertenecientes a complgo ET-5 muestran caracteristicas particulares y

entre éstas se sefidan; @) Cuando la epidemia se ingtala, las cepas responsables de esa situacion
epidemiolégica pudieron demostrarse antes de la aparicion dd brote y/o epidemia (Fischer y
Perkins, 1997°); b) La persistencia es otra de sus caracteristicas, cepas del complgo ET-5
provocaron el 70% de los casos ocurridos en Catalufia desde 1987-93 (Verdu y cols., 1996); ¢) Los
brotes y epidemias ocasionados por cepas del complejo clonal ET-5, producen una mortalidad

elevaday un niimero considerable de casos clinicos desarrollan MC; d) Los casos invasivos afectan
frecuentemente a los adolescentes (Iversen y Aavitdand, 1996).

Nuestro trabag 6 detectd un porcentaje bajo de cepas pertenecientes al cluster A-4, complejo clonal

responsable de numerosos brotes y epidemias en diferentes regiones del mundo (Caugant y cols,,
1987). Este cluster, incluye cepas pertenecientes alos serogrupos B y C, que expresan PME clase2
y se caracterizan habitualmente como 2b:P1.2 y 2b:P1.10. El cluster A-4, ha sido causa comin de
EM en Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Idandia 'y ocasion6 una epidemia severa en Ciudad
dd Cabo, Suréfrica, por N. meningitidis serogrupo B (Caugant, 1998). Ademés, se vincul6 a casos
del B en Grecia, a un aumento de la incidencia del serogrupo C en Brasil, a casos notificados en
Austrdia en la década del 90, resultd un agente etioldgico importante de EM en Argentina 'y ha
desplazado al complgjo ET-37 entre las cepas de N. meningitidis C aidadas en Espafia (Caugant,
1998; Alcalay cals, 2002) e ltalia (Stefandlli y cols., 2004).

En nuestro trabajo, no detectamos cepas del complgjo ET-37, grupo a que pertenece un nimero
significativo de clones asociados a brotes y/o epidemias severas. Recientemente, se vinculd con €

brote de Burkina Faso producido por la asociacidn fenotipica Wyss:2a:P1.5,2 (Ouedraogo-Traorey
cols.,, 2002). Sin embargo, otras cepas de esa misma region, correspondieron a fenotipo A:21:P1.9
y a complejo clona “subgrupo 111" (Decosas y Koama, 2002).

En los dltimos afios, un huevo clon designado como “lingje 111", presenta una répida evolucion en
Nueva Zelanda, Holanda, Bélgica, Austria e Idandia (Caugant, 1998). La emergencia de cepas
B:4:P1.4 responsables de la epidemia de Nueva Zelanda, estan estrechamente vinculadas con este
clon (Martiny cols., 1998; Baker y cols., 2001).

El andlisis dd polimorfismo genético entre cepas de 8 serogrupos principales, demostré que la
identidad genética del PC, no es un criterio suficiente para indicar relaciones genéticas estrechas

entre los aislamientos de N. meningitidis (Caugant y cols., 1987). El hallazgo de diferentes ET

representados por cepas del mismo serogrupo, se suman a las evidencias previamente aportadas por
la serotipificacion, de que € seroagrupamiento resulta de un valor limitado como herramienta
epidemioldgica (Caugant, 1998). Las proteinas de serotipo, tampoco son capaces de identificar
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clones individuales dentro de N. meningitidis, s bien en & curso de un brote local 0 una epidemia,
generalmente predomina un serotipo especifico (Fischer y Perkins, 1997°).

Este andlisis de poblaciones de N. meningitidis se ha planteado por otros autores, demostrando la
heterogeneidad en cuanto a su genctipo y la dlevada diversidad genética de la especie como un
todo, aunque su estructura es esencialmente clonal y solo unos pocos clones son marginalmente
distantes de los otros (Caugant y cols., 1987; Caugant, 1998). Esto explica €l elevado porcertaje de
ET que difieren entre s a valores de distancia genética por debajo de 0,45, condicionando una
estrecha relacién de origen, aln cuando Ileguen a diferir en un aelo para una enzima determinada.
Las relaciones genéticas obtenidas por EEM para algunas especies bacterianas, han revelado
correlacion con los resultados de experimentos de hibridizacion ADN/ADN, lo que confirma la
relevancia de su aplicacion con propdsitos taxondmicos y epidemiol 6gicos (Musser, 1996).

Las cepas que comparten patrones electroforéticos de isoenzimas semgantes, se asumen como
descendientes de una misma linea celular ancestral y son miembros del mismo clon, de ahi que
hablemos de “andlisis clonal”, a referirnos a los resultados obtenidos por esta técnica de
incuestionable valor en e estudio y control de las epidemias, puesto que brinda la posibilidad de
conocer de una manera mas profunda, los cambios que se operan en la dinamica epidemiol dgica de
laEM (Caugant, 1998).

No se conocia con exactitud las caracteristicas de las cepas de N. meningitidis aidadas durante la
epidemia de Cuba, sobre la base de un andlisis integral que relacionara los tradicionales marcadores
fenotipicos con métodos modernos para € estudio epidemiol égico de enfermedades infecciosas, s
bien en e caso de nuestro pais, se sabia de la circulacion del complejo ET-5 en unas pocas cepas
estudiadas por Caugant (1987). Se habia estudiado € patrén electroforético de las PME por SDS
PAGE Yy lacaracterizacion por ELISA de células enteras con AcM (Galgueray cols., 1994; Sosay
cols,, 2001). La informacion obtenida por la técnica de EEM, permite establecer nexos genéticos,
conocer la estructura de la poblacion bacteriana investigada y posibilita estudiar diferencias entre
aidamientos cercanos, sobre la base de un andlisis que supera las limitaciones de los marcadores
fenotipicos, sin desestimar la informacion que brindan estos Ultimos en la caracterizacion primaria
de los aidamientos de N. meningitidis (Caugant, 1998).

5.3 Sensbilidad a la penicilina de cepas de N. meningitidis

La emergencia de la resistencia a los antimicrobianos plantea una amenaza cada vez mayor parala
salud publica mundial. Actualmente, € tratamiento adecuado de pacientes con infecciones severas,
exige la correcta identificacion del patégenoy € estudio de su patrén de resistencia. Es por eso que,
la vigilancia de la resistencia antimicrobiana 'y € uso de la informacion generada, permitira tomar
decisiones reguladoras, politicas y terapéuticas (Marin y Gudiol, 2003).
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Los b-actamicos, que actian inhibiendo la Ultima etapa de la sintesis de |a pared celular bacteriana,
congtituyen la familia de antimicrobianos méas numerosay utilizada en la préactica clinicadiaria. Su
espectro aumentd en los Ultimos afios, pero la progresiva aparicion de esistencia adquirida ha
limitado en determinadas ocasiones su uso empirico y eficacia. Aln asi, la penicilina que forma
parte de estos b-lactamicos, todavia congtituye e antimicrobiano de eleccion para un buen nimero
de infecciones clasicas (Marin y Gudiol., 2003). Aunque, se descubrié por Fleming en 1929 y se
generalizo 20 afios después, luego de 70 afios de uso clinico, constituye uno de los antimicrobianos
mas utilizados en la atencién médica primariay en centros hospitalarios (Marin y Gudiol., 2003).
Por su escasa toxicidad, sustituy6 ala sulfadiacina sddica como antimicrobiano de eleccion para €l
tratamiento de la EM y suministrada a altas dosis, resulta para muchos paises, la alternativa mas
vélidaen € tratamiento de esta entidad clinica. Cabe destacar que en los Gltimos afios, |a aparicién
de cepas de N. meningitidis con SD ala penicilina (CMI = 0.12-1 mg/mL), representa un problema
creciente y universal para muchas regiones del mundo. Cepas con estas caracteristicas se notifican
en: Espafia, Portugal, Francia, Italia, Inglaterra, Grecia, Australia, Bélgica, Canada, Suecia,
Argentinay Estados Unidos, entre otras (Richter y cols., 2001; Tapsall y cols., 2001; Kyaw y cols.,
2002%; Antignac y coals., 2003; Kremastinou y cols., 2003; Arreaza y cols., 2004; CaniVay coals.,
2004; Stefanelli y cols., 2004).

Dd total de cepas investigadas en nuestro trabgjo, € porcentaje con SD a la penicilina resulté
inferior al que notifican en Espafia, pais donde antes de la década del 80, cepas con caracteristicas
similares apenas existian, pero tras la comunicacion ddl primer aislamiento, su nimero se eevé del
0,4% en 1985, al 42,6% en 1990 (SaezNieto y Véazquez, 1997). Unos afios después, esta situacion
emergid en Inglaterra y Gales, paises donde en 1993, sdlo € 6% de las cepas mostraban SD.
Posteriormente, en & 2000, esta cifra ascendio a 18% (Trotter y cols., 2002).

En Espafia, se han realizado investigaciones para conocer la sensibilidad de N. meningitidis ala
penicilina. Uno de esos trabajos se gjecutod en Barcelona e incluyd 498 cepas del periodo 1986-97.
Lamayoria de los aidamientos pertenecieron alos serogrupos B y C, aunque en 1997, € porcentgje
del C sedevd a 57,1%. Entre 1990-96 prevalecié e fenotipo B:4:P1.15. Sin embargo, en 1997, la
asociacion C:2b:P1.5,2 ocupo € primer lugar. Ese cambio estuvo también vinculado a ascenso de
cepas con SD alapeniciling, del 9,1% detectado en 1986, su porcentgje se elevé a 71,4% en 1997
y resultd més evidente entre las cepas del serogrupo C (52%). Sin embargo, para el B, la cifra fue
inferior (22,1%) (Latorrey cols., 2000). Aunque, en nuestro trabajo se observé un ascenso de cepas
con SD a la penicilina, principamente entre las de portadores (3,07-20,32%), éste no alcanz6 las
proporciones descritas por otros autores (Saez-Nieto y Vazquez, 1997; Toroy cols., 1997; Arreaza
y cols., 2000°%; Sosay cols., 2001).
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Acaban de publicarse los resultados obtenidos en 1 afio de vigilancia microbiol 6gica de cepas de N.
meningitidis circulantes en Portugal (CaniMa y cols., 2004). Desde septiembre ddl 2000, hasta
agosto del 2001, identificaron los fenctipos y sensibilidad a la penicilina de 116 aidamientos. Entre
éstos, prevalecieron los fenotipos B:4:P1.15 (13,4%) y C:2b:P1.5,2 (75,9%), grupo donde existio €
mayor porcentaje de cepas con SD ala penicilina (27,5%). Ademas, destacaron como una Situacion
epidemiologica importante, € ascenso del fenotipo C:2b:P1.5,2; su cifra se elevo del 33,3% en

1995, d 75,9% en e 2001. Itdia, reconocié también e ascenso del fenotipo C:2b:PL5 en los
Ultimos 2 afios, asociado con SD alapenicilinay d cluster A-4 (Stefanelli y cals., 2004).

En Cuba, Sosay colaboradores (2001), notificaron el hallazgo de cepas de N. meningitidiscon SD a
la penicilina. En 111 aislamientos correspondientes al periodo 1993-99, 35 (31,5%) mostraron SD,

todas pertenecieron a serogrupo B y € fenotipo més frecuente fue € B:4:P1.15 (77,5%), también
mayoritario entre las cepas sensibles a este antimicrobiano.

La SD a la penicilina en cepas de portadores se notificd en Grecia (Kremastinou y cols., 2003),

después de estudiar 3 167 individuos residentes en areas con un elevado niimero de inmigrantes. El

trabajo que incluyé 334 cepas de N. meningitidis, detect6 € 7,5% con SD y d 1,5% correspondi6 a

fenotipo C:2b:P1.5,2, cepa asociada por otros autores con brotes de EM y SD ala penicilina (Toroy
cols,, 1997; Latorrey cols., 2000; Cani\ay cols., 2004, Stefanelli y cols., 2004).

Porcentgje similar a nuestro, presenté e estudio de portadores realizado en 1 765 nifios suecos. Ese
trabgjo, que determind la prevalencia y sensbilidad antimicrobiana de bacterias potenciamente
patdgenas en la nasofaringe de nifios sanos (Liassine y cols., 1999), detectd que, entre las cepas de
N. meningitidisaidadas, € 12% mostré SD ala penicilina.

En Espaiia (Arreazay cols., 2000), investigando la sensibilidad de 901 aislamientos de enfermos y
portadores (112 de enfermos y 789 de portadores), identificaron SD a la penicilinaen e 55.3 y

39.0% respectivamente, ambas cifras superiores a las nuestras. También, existid discrepancias al

comparar la CMlsy (0,12 pug/mL) y CMlgq (0.25ug/mL) por ellos sefialadas.

Para estimar la prevalencia de cepas con SD ala peniciling, realizaron en Estambul un estudio entre
aidamientos de enfermos y portadores (Punar y cols., 2002) y a igual que en nuestro trabgjo, €

porcentaje de cepas con SD entre los portadores (61%6), superd a de los casos clinicos (17%).

Italia, se encuentratambién entre los paises que reportan cepas de portadores con SD ala penicilina.
Al invegtigar la prevalencia de portadores de N. meningitidis y H. influenzae, junto alos patrones de
resistencia en ambas especies, identificaron un nimero reducido de cepas de meningococo con SD a
lapenicilinay sefiaaron que este antimicrobiano resulta aln efectivo paralaregion central de Italia
(Credti y cols.,2003).
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Polonia, notificé SD ala penicilinaen € 27% de las cepas aidadas de casos clinicos y una de dllas,
presentd una CMI de 2 mg/L. El fenctipo predominante correspondi6 al B:22:P1.14 (Grzybows y
Tyski, 2001). Mientras que, en €l Reino Unido, en 774 aidamientos pertenecientes a la etapa 1994
99, & porcentaje de cepas con SD fue bajo (8,3%) y en contradiccion con € reporte de otros autores
(Latorre y cals., 2000; Grzybows y Tyski, 2001; CanMay cals., 2004), correspondio a serogrupo
W35, € mayor nimero de microorganismos (51,7%) con SD ala penicilina (Kyaw y cols., 2002°%).
El continente americano no escapl de la situacidn europea y cada diaincrementd més d informe de
cepas con caracterigticas similares. Tal es € caso de Canadg, pais donde en 232 aidamientos del
periodo 1997-00, € ascenso de la SD a la penicilina presenté la siguiente evolucion: 1997 (9,6%),
1998 (13,7%), 1999 (26,4%) y en & 2000 (34,6%) (Brown y Riley, 2001).

Entre los paises de América del Norte y América dd Sur que notifican cepas con caracteristicas
similares se encuentran: Argentina (Lopardo y cols.,1993; Bardi y cols., 1994), Canada (Blondeau y
cols., 1995), Chile (Castillo y cds., 1994; Gonzalez, 2002), Venezuda (Toro y cals., 1997), Estados
Unidos (Marshdll y cols., 1997) y Uruguay (Palacio y cals., 1998).

Durante los afios en que transcurrio la epidemia de EM en Cuba, se estudi6 también la sensibilidad
antimicrobiana frente a la penicilina. Uno de esos trabgjos, utilizé e método de difusion en agar e
incluy6 181 cepas de portadores correspondientes a 39 focos de casos presuntivos y confirmados de
EM en Ciudad de La Habana (Suérez, 1984). En ese trabajo, todas las cepas fueron sensiblesy
82,3% pertenecid a serogrupo B. Sin embargo, investigaciones realizadas unos afios después, pero
empleando e método de dilucion en agar, demostraron la existencia de cepas con SD a la
penicilina. En élos, la mayoria de las cepas con SD resultaron NA y correspondieron también a
portadores (Garcia, 1998; Zamora, 2000; Alvarez 2001).

Las cepas de N. meningitidisresistentes ala penicilina (CMI 3 2 ng/mL), son extremadamente raras
y se vinculan con la produccion de b-lactamasa adquirida através de plasmidos de resistencia de
Neisserias comensales, incluso de N. gonorrhoeae (Dillon, y cols., 1983). Sin embargo, las cepas
con SD se describen en varios paises, aunque su significado clinico no esta totalmente bien definido
(Vézquez, 2001). Estas cepas, muestran formas ateradas de la proteina 2 fijadora de la penicilina
(PBP,), debido amutacion del gen penA (gen que codifica lasintesis de la PBP,). Asi, mientras que
el gen penA de las cepas sensibles muestra una secuencia uniforme, aguellas con SD, exhiben una
amplia diversidad y adoptan estructuras en forma de mosaico (Spratt y cols., 1992). Los estudios de
genética poblacional atribuyen la aparicion de cepas con SD a procesos de recombinacion que
sustituyen fragmentos del gen de la PBP», por las regiones del gen de Neisseriascomensaes. Los
mecanismos de transduccién, conjugacion y transformacién se consideran importantes en e origen

de edta resistencia, ya que las Neisserias comensaes son de modo natural moderadamente
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resistentes a la penicilina y los fragmentos del gen penA de estas especies, son idénticos a los
correspondientes fragmentos del mismo gen en las cepas patdgenas (Lujan y cols., 1990).

Otro de los mecanismos que pudiera mediar la sensibilidad a los b-lactamicos se refiere a las
ateraciones en la permeabilidad de la membrana citoplasmética, a uso indiscriminado de estos
antimicrobianosy a empleo de dosis bgjas y tratamientos incompletos (Campos, 1997).

A pesar de que existen aidlamientos de N. meningitidis con SD ala penicilina, algunos sefialan que
la administracién de este antimicrobiano a atas dosis, congtituye aln un tratamiento vaido paralos
casos invasivos (Bastida y cols., 1998). Se debe tener en cuenta que la concentracion de penicilina
alcanzada en €l LCR de pacientes con meningitis, es 10 veces superior a valor maximo de CMI en
gue una cepa de meningococo se considera sensible. Sin embargo, las circunstancias actuales hacen
indispensables la determinacion de la CMI frente a la penicilina en cepas aidadas de enfermosy
portadores (Séez-Nieto y cols., 1997).

A pesar de lo anteriormente expresado, € tratamiento con penicilina todavia resulta efectivo en las
infecciones por cepas de N. meningitidis con SD, aunque existen evidencias de que los regimenes
de tratamiento con dosis bajas, pudieran fracasar (Turner y cols., 1990). Por esta situacion, algunos
clinicos preconizan el tratamiento de la EM con las cefalosporinas de tercera generacion y por la
posible aparicion de resistencia a la penicilina, un nimero credente de centros hospitalarios ha
modificado € tratamiento empirico de laEM y han sustituido la penicilina por las cefal osporinas, b-
lactdmicos que penetran con facilidad € sistema nervioso central. Ademas, a esta justificacion

anaden el hecho de que el tratamiento con penicilina no erradica alos portadores de N. meningitidis
algo que s logran estas cefa osporinas. De esa forma, prescinden administrar otros antimicrobianos
para erradicar € estado de portador (Arreazay cols., 2000°; Borasy cols., 2001).

En nuestro trabgjo, las cepas con SD de EEE y PEE mostraron una CMI de 0,125 nmg/mL. En
ambos grupos predominé e B y la asociaciéon B:4:P1.19,15:L.3,7,9, aunque en los EEE, & nimero
de aidamientos con SD fue superior en € fenotipo B:15:P1.19,15:L.3,7,9.

A pesar de existir poca informacion sobre la EM en Venezuela, nuestros resultados difieren del que
notifican en cepas de N. meningitidis aisladas en 11 hospitales de Caracas. El 82,7%, pertenecio a

serogrupo C y € resto a B (Toro y cols., 1997). La mayoria (86,2%) mostré SD a la penicilina,

pertenecieron a fenotipo C:2b:P1.5 y seinhibieron con una CMI de 0,25 mg/mL. Entre las cepas del

serogrupo B, slo una presentd SD y la CMI correspondid a 0,125 ng/mL.

Un predominio de cepas de N. meningitidis serogrupo B y con SD ala penicilina se notificé en

distrito de Zagreb, capital de Croacia. El trabajo incluyd 35 aislamientos clinicos pertenecientes a

periodo 1996-99, d 94% fue B y & 16% mostré unaCMI de 0,125 ng/mL (Borasy cals., 2001).
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En € trabgjo de Latorre y colaboradores (2000), donde se estudiaron 498 cepas de N. meningitidis
aidadas de enfermos en Barcelona (1986-97), detectaron el aumento de cepas con SD (9,1-71,4%) y
las CMI oscilaron entre 0,125-0,5 ng/mL. Anteriormente, sefialaron que entre 1990-96, existio un

predominio de B:4:P1.15 pero en 1997, prevalecio d fenotipo C:2b:P1.5,2.

En Espafia (Arreaza y cols., 2000), a investigar 901 cepas de N. meningitidis: 112 (enfermos) y

789 (portadores), demostraron diferencias significativas entre la SD a la penicilinay los serogrupos
detectados. Las cepas de enfermos con SD pertenecientes a serogrupo C (66,7%), superaron a las
no pertenecientes a este serogrupo (35,0%). Esta situacion también se corrobord entre las cepas de
portadores, donde € porcentgje con SD dd C (64%), superd al de los aidlamientos no pertenecientes
adicho serogrupo (35,9%).

Entre 199902, 2 167 aislamientos clinicos se procesaron por LNRM dd Instituto Pasteur de Paris.
Entre las cepas con SD a la penicilina, prevalecid e serogrupo B (48,2%) y le siguieron en orden
decreciente los serogrupos C (38,5%), Wias (10,1%) y € Y (2,7%). Sus autores sefidaron como

significativa, la diferencia entre las cepas con SD de los serogrupos C y Wiss (Antignac y cols.,,

2003). Respecto alos seratipos y la SD constataron una variada participacion, describiéndose como
significativas las correspondientes a B:1 (40%), C:2b (64%) y W13s:NT (50,4%). El informe de las
cepas con SD aidadas durante 4 afios consecutivos aportd los siguientes datos: 1999 (34%); 2000
(23%); 2001 (27%) y 2002 (39%). En todos los afios, estas cifras superaron € porcentsje de cepas
con SD identificado en nuestro estudio.

Como expresamos anteriormente, €l niimero de cepas con SD a la penicilina en Espafia fue mayor
para & serogrupo C (Arreazay cols., 2000°). Sin embargo, en Inglaterray Gales, aisamientos con

similares caracteristicas y pertenecientes a periodo 1985-89, mostraron predominio del serogrupo B
(Jones 'y Sutcliffe, 1990). Posteriormente, durante el periodo 1993-00, prevalecié € W35 (Trotter y
cols,, 2002) y en Escocia, en la etapa 1994-99, correspondié también a W35, € mayor nimero de
cepas con SD ala penicilina (Kyaw y cols., 2002%).

Sosay colaboradores (2001), identificaron en aislamientos no pertenecientes a fenotipo B:4:P1.15,
un porcentgje de SD ala penicilina (28,6%) superior a gque detectaron en las sensibles (19,7%). El

77,5% resultaron B:4:P1.15, € 4,5% fue NT y & 9% resulté NST.

De las investigaciones realizadas en Cuba con cepas de portadores podemos citar a Garcia (1998),

quien en 90 aidamientos de Ciudad de La Habana, identifico € 17,8% con SD y las CMI oscilaron
entre 0,125-0,5 ng/mL. Los fenotipos con SD correspondieron a2 NA:NT:P1.7 (50%), NA:NT:

P1.12 (33,3%) y Wi35:NT:NST (33,3%). Posteriormente, Zamora (2000), en 32 cepas de portadores
pertenecientes a la provincia de Ciego de Avila, detect6 € 18,8% y todas se inhibieron con una
CMI de 0,125 ng/mL.
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L os numerosos estudios realizados en varias partes ded mundo, revelan diferencias considerables en
cuanto alos métodos y medios de cultivo utilizados para medir la sensibilidad antimicrobiana de N.
meningitidis (Vazquez y cols., 2003). Para comparar los resultados entre diferentes laboratorios y
monitorear la tendencia de la resistencia, resultan imprescindibles protocolos estandarizados que
brinden una mayor precision a la hora de identificar la sensibilidad de este microorganismo. La
NCCL C recomienda metodol ogias especificas para definir las CMI de los antimicrobianos contra N.
meningitidis Sin embargo, para agunos antimicrobianos no estan alin bien delimitados los puntos
de corte (breskpoint) que establecen las categorias de sensible, SD y resistente (NCCLS, 2003).
Para N. meningitidis, la NCCLS recomienda & método de microdilucion en Cado Mudller Hinton
més sangre de caballo lisada o e método de dilucion en Agar Mueller Hinton suplementado con
sangre de carnero a 5%, pero el E-test, lo emplean cominmente en Europa y resulta un método
alternativo y préctico para los laboratorios clinicos (Hughes y cols., 1993; Arreazay cols, 2004).
Otro método aternativo, e método de difusion en agar con discos de 2 U 6 1 ng de oxacillin,
también ha sido empleado, pero en este caso, recomiendan estudios multi-céntricos que esclarezcan
algunas preocupaciones sobre su fiabilidad (Block y cols.,, 1998). Con € objetivo de unificar
criterios en cuanto ala metodologia 'y medios de cultivo a utilizar, recientemente se presentaron los
resultados de un proyecto realizado por € Grupo Europeo de Monitoreo de Meningococo. En este
proyecto, intervinieron 26 laboratorios nacionales y de referencia de Europa, Australia, Israel y
Estados Unidos (Vézquez y cols., 2003). La mayor parte del proyecto, se centralizo en la habilidad
de cada laboratorio para identificar los niveles de resistencia frente a la penicilina. Actua mente,
uno de los principales problemas de la sensibilidad de N. meningitidis se concentra en este aspecto.
Podemos afirmar que & conocimiento de la caracterizacion fenctipica, y los estudios de sensibilidad
frente a los antimicrobianos empleados en € tratamiento y profilaxis de la EM, son imprescindibles
para una mejor interpretacion epidemiolgica de la EM y permiten poner en marcha medidas tiles
para su control (quimioprofilaxis, vacunas, regimenes tergpéuticos). Sin embargo, la incorporacion
de métodos moleculares, ofreceran una explicacion adecuada de lainformacion genéticay relacion
biologica existente entre las diferentes poblaciones de N. meningitidis que circulan en Cuba
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6. CONCLUSIONES

> El Medio TC demostré su capacidad para € trasporte-conservacion de cepas de N. meningitidis
a20-25 °C durante 6 meses. Ademés, facilitd la vigilancia epidemiolégicay € control delaEM,
los estudios de post-licenciamiento de VA-MENGOC-BC® y congiituyé una solucion a la

problemética de la conservacion y remision de cepas aisladas en Cubay otros paises.

» Seidentificaron los marcadores epidemiol 6gicos de cepas de N. meningitidis aidadas en Cuba
durante un periodo de 20 afios. Estos estudios, apoyaron y permitieron la seleccion de la cepa
vacund y garantizaron una informacion microbiolGgica-epidemioldgica oportuna. Ademas,
contribuyeron a establecer |a historia microbiol égica de las cepas circulantes, aportaron datos de
valor a estudio, prevencion y control exitoso de la EM en Cuba y demostraron € impacto y
vigencia de VA-MENGOC-BC®.

» Sedemostré el carécter clonal de las poblaciones de N. meningitidis. Predominé e complejo
ET-5 y se detecté también € cluster A-4, ambos se asocian a brotes y epidemias en diferentes
partes del mundo y su presencia en Cuba, pudiera explicar la severidad de nuestra epidemia. La
variabilidad encontrada por la técnica de EEM, fue superior a la que ofrecen los marcadores
ferotipicos y mostré su superioridad, cuando se precisa conocer con profundidad las
caracteristicas epidemiol dgicas de una poblacion bacteriana, estudiar sus nexos y diferencias

genéticas.

» Predominaron las cepas sensibles ala penicilinay no hubo resistencia. Sin embargo, existieron
aislamientos con SD y a pesar de detectar microorganismos con esta caracteristica, la penicilina
congtituye alin para nuestro pais € antimicrobiano de eeccion en € tratamiento de la EM.
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7.RECOMENDACIONES

» Incorporar nuevos métodos moleculares como la eectroforesis de campo pulsado y €

“multilocus seguence typing” en e estudio de los marcadores genotipicos de cepas de

Neisseria. meningitidis aidadas en Cuba de enfermosy portadores.

» Continuar los estudios de los marcadores epidemiol égicos (serogrupo, serotipo, subtipo,

inmunatipo) en cepas de Neisseria meningitidis aisladas en Cuba de enfermos y portadores.

» Continuar las invegtigaciones sobre sensibilidad antimicrobiana en las cepas de Neissaria

meningitidis aidadas en Cuba de enfermos y portadores.
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Uruguayo de Pediatria. 11 Jornadas Uruguayas de Enfermeria Pediatrica. 14-17 mayo de 2003.
Montevideo-Uruguay.

Portadores de Neisseria meningitidisen una escuela primaria

Portadores de Neisseria meningitidisen nifios de un circulo infantil.

Sensibilidad a la penicilina de cepas de Neisseria meningitidis

. XV Forum Naciond de Cienciay Técnica. La Habana, 2003.

Anticuerpos monoclonaes (Utiles en ensayos de identidad y consistencia en los preparados
vacunales VA-MENGOGC-BC® y MenB (Mencién Especial).
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Cuba

Portadores de N. meningitidis en una escuela Primaria. XV Forum de Ciencia y Técnica
(Primera Etapa). Ingtituto Finlay, junio de 2003. La Habana, Cuba.

Evaluacion de la respuesta inmune contra cepas homologas y heterdlogas inducidas por las
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- Neisseria meningitidiscarriersin a primary shool.

- “Susceptibility to penicillin of Neisseria meningitidisstrains.

- Nesseria meningitidiscarriersin anursery in the city of Havana.

- Assessment d immune response against C11 (ATCC) strain induced by Cuban meningococcal
vaccine (VA-MENGOGC-BC®) in adolescents of Ciego de Avila, Cuba.

46. V Jornada Internacional de Infectologia Pedidtrica. Centro de Convenciones “Plaza América,
Varadero, Cuba, 24-27 de marzo, 2004.

- Evauaciéon de la respuesta de anticuerpos frente a la cepa C11 ATCC inducida por VA-
MENGOC-BC® y estudio de portadores en adolescentes de Ciego de Avila (2000-2002).

- Sendhilidad ala penicilina de cepas de Neisseria meningitidisaisladas en Cuba

- Factores de riesgo y portadores de Neisseria meningitidis en una poblacion escolar de Ciudad
delLaHabana

- Prevalencia de microorganismos potencialmente patégenos en la nasofaringe de nifios de un
circulo infantil de Ciudad de La Habana. V Jornada Internaciona de Infectologia Pediétrica.
Centro de Convenciones “Plaza América. (Premio).

LOGROSNACIONALES, PREMIOS FORUM DE CIENCIA Y TECNICA, RESULTADOS
RELEVANTESRELACIONADOSCONEL TEMA DETESIS

1 Medio de transporte-conservacion de cepas de N. meningitidis Premio ANIR, 1986.
Perfeccionamiento del diagnostico convenciona e introduccion a diagnostico répido de las
infecciones respiratorias agudas bacterianas, IRAB (ogro Academia de Ciencias de Cuba,
1991).

3 Introduccién de tecnologia de avanzada en e diagnéstico rdpido de algunas enfermedades
infecciosas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Logro Anud de la
Academia de Ciencias de Cuba, 1992).

4. Comprobacion epidemioldgica de la efectividad de VA-M ENGOC-BC® (Logro Anud de la
Academia de Ciencias de Cuba, 1992).

5 Estudio de cepas de N. meningitidis serogrupo B: Principa agente causal de la enfermedad
meningococica en Cuba (Logro Anual de la Academia de Ciencias de Cuba, 1993).

6. Estudio longitudina durante 8 afios de la sensibilidad por concentracion minima inhibitoria de
cepas de N. meningitidis (Logro Anual de la Academia de Ciencias de Cuba, 1995).
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Estudio longitudinal de la sensibilidad antimicrobiana por concentracion minima inhibitoria
(CMI) de cepas de N. meningitidis (Mencién Especia, X Forum Naciona de Ciencia y
Técnica).

Estudio longitudinal de la sensibilidad antimicrobiana por concentracion minima inhibitoria
(CMI) de cepas de N. meningitidis (Mencion Especia), X Forum Provincia de Ciencia y
Técnica, 1995).

Empleo del medio de transporte y conservacion TC en e tradado de cepas de N. meningitidis
procedentes de Turquia. (Destacado en € ler. Taller Naciona Colecciones de Cultivo, 1996).
Uso del medio de transporte y conservacién TC para € tradado de cepas de N. meningitidis
procedentes de Turquia (Destacado en  Primer Forum de Base del Ingtituto Finlay, 1996).
Viabilidad de cepas de N. meningitidis en medio de transporte y conservacion después de 12
anos a temperatura ambiente (Relevanteen € Xl1I de Base dd Ingtituto Finlay, 1997).

. Impacto epidemioldgico de la aplicacion de la vacuna VA-M ENGOC-BC® en la Replblica de

Cuba: Un nuevo enfoque para su evaluacion post-licenciamiento (Resultado Relevante IPK,
Logro Anua de la Academia de Ciencias de Cuba).

Comportamiento del sero/subtipo vacuna cubano en cepas de Neisseria meningitidis aidadas
en enfermos desde 1986 a 1996 (Resultado Relevante IPK, 1997).

Sensibilidad antimicrobiana de cepas de N. meningitidis aisladas de portadores (Destacado en €
Forum de Base Instituto Finlay, 1998).

Ensayo de una nueva metodologia en la busqueda de portadores de Neisseria meningitidis
(Relevante en & Forum de Base dd Instituto Finlay, 1999).

Enfermedad meningocécica. Resultados de 17 afios de vigilancia (Premio Anua de la
Academia de Ciencias de Cuba, 2000).

Enfermedad meningocdcica. Resultados de 17 afios de vigilancia (Premio Anud del Ministerio
de Salud Publica, 2001).

Evauacion de la respuesta anamnésica inducida por VA-M ENGOC-BC® en adolescentes
después de 12 afios de su aplicacion. (Destacada. Forum de Base Ingtituto Finlay, 2001).
Enfermedad meningocdécica: 17 afios de vigilancia. Premio en la Categoria de Investigacién
Aplicada. Consgio Naciona de Sociedades Cientificas de la Salud de Concurso Nacional del
Premio Anud dela Saud, Afio 2001.

. Microbiologia y Parasitologia Médicas (Libro). Premio de la Critica Cientifico-Técnica 2001.

Ingtituto Cubano del Libro, 2001.
Microbiologia y Perasitologia Médica (Libro). Premio Anua de la Academia de Ciencias de
Cuba, 2001.
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. Microbiologia y Parasitologia Médicas (Libro) Ponencia Relevante XIV Forum Provincia de

Cienciay Técnica. Noviembre 2002.

. Enfermedad meningocécica: 17 afios de vigilancia. Mencién Especia X1V Forum Naciona de

Cienciay Técnica, Enero 2003.
Portadores de Neisseria meningitidis en una escuela Primaria. Mencion Especial XV Forum de
Cienciay Técnica (Primera Etapa). Ingtituto Finlay, Junio de 2003. La Habana, Cuba.
Evaluacion de la respuesta inmune contra cepas homdlogas y heterélogas inducidas por las
vacunas antimeningococicas VA -MENGO-BC y MEN B en modelos animales. Destacado XV
Forum de Cienciay Técnica (Primera Etapa). Instituto Finlay, Junio de 2003. La Habana, Cuba.
Prevalencia de microorganismos potencialmente patégenos en la nasofaringe de nifios de un
circulo infantil de Ciudad de La Habana. Trabgjo Premiado en la“V Jornada Internacional de
Infectologia Pediatrica’ . Centro de Convenciones “Plaza América’, Marzo 2004.
Anticuerpos monoclonaes Utiles en ensayos de identidad y consistencia en los preparados
vacunales VA-MENGOC-BC? y MenB. Mencién Especia XV Forum Naciona de Cienciay

Técnica, 2003.

. Evaluacion de la respuesta inmune contra cepas homaologas y heterdlogas inducida por e

candidato vacuna MenB en modelos animales asi como su seguridad, reactogenicidad e
inmunogenicidad en voluntarios humanos. Destacado XV, Forum de Base del Ingtituto Finlay,
Junio del 2004.

TUTORIASY/O ASESORIASDEL AUTOR RELACIONADASCON EL TEMA DE TESIS

Respuesta serolégica a la vacuna antimeningocécica BC cubana en nifios de una escuda
primaria. Trabajo para optar por € Titulo de Médico Especiaistade | Grado en Microbiologia
IPK. Ciudad de LaHabana, Cuba, 1990.

Deteccion de la enzima beta-lactamasa y plasmidos en cepas de Neisseria meningitidis con
sensibilidad disminuida a la penicilina. Proyecto de Grado para obtener € Titulo de Técnico
Medio de Laboratorio. IPK, Ingtituto Mértires de Girén, 1993.

Deteccidén de cepas de Neisseria meningitidis moderadamente resistentes a la penicilina
Trabgjo para optar or € Titulo de Master en Microbiologia. Perfil Bacteriologia-Micologia.
IPK, Ingtituto Finlay. Ciudad de La Habana, Cuba, 1997.

Diferenciacion y caracterizacion de cepas previamente identificadas como Neisseria
meningitidis aisladas de portadores nasofaringeos. Trabajo de Diploma, Facultad de Biologia,
Universidad de La Habana, Cuba, 1996.
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Adherencia de Neisseria meningitidis a células epiteliales. Trabgjo para optar por € Titulo de
Master en Microbiologia. Perfil Bacteriologia-Micologia. 1PK, Ingtituto Finlay. Ciudad de La
Habana, Cuba, 1997.

Determinacion de adherencia de Neisseria meningitidis a células epiteliales Hep-2 mediante
citometria de flujo. Trabajo para optar por e Titulo de Médico Especidista de | Grado en
Microbiologia. IPK, Instituto Finlay. Ciudad de La Habana, Cuba, 1997.

Ensayo de una nueva metodologia en la blsqueda de portadores de Neisseria meningitidis.
Tesis para optar por € Titulo de Médico Especidista de | Grado en Microbiologia, Instituto
Finlay, IPK. La Habana, Cuba, 1998,

Estudio de la sensibilidad antimicrobiana en cepas de Neisseria meningitidis aidadas en
portadores. Tesis para optar por € Titulo de Médico Especidista de | Grado en Microbiologia,
La Habana, Cuba, 1998.

Marcadores epidemiol dgicos en cepas de Neisseria meningitidis aisladas en Cuba (1985-1992)
y Argentina (1991-1993). Tesis para optar por € Titulo Académico de Master en Microbiologia.
Mencion: Microbiologia Clinica. Universidad de La Habana, Facultad de Biologia, Ciudad de
La Habana, 1999.

Marcadores epidemiol 6gicos de cepas de Neisseria meningitidis aisladas en portadores. Cuba
(1998-1999). Trabajo de Diploma, Universidad de La Habana, Facultad de Biologia, Ciudad de
La Habana, Cuba, 2000.

Nuevos cebadores para la deteccién de microorganismos causantes de meningoencefalitis
bacteriana. Trabajo de Diploma, Universidad de La Habana, Facultad de Biologia, Ciudad de La
Habana, Cuba, 2000.

. Portadores de Neisseria meningitidis en una poblacion infantil. Tesis paraoptar por € Titulo de

Médico Especidlista de | Grado en Microbiologia La Habana, Cuba, 2001.

Fenotipos de cepas de Neisseria meningitidis aidadas en Cuba. Tesis para optar por € Titulo de
Médico Especidistade | Grado en Microbiologia. La Habana, Cuba, 2001.

Portadores de Neisseria meningitidis en nifios de una escuela primaria de Ciudad de La Habana.
Trabgjo para optar por € Titulo de Especidista de | Grado en Microbiologia. Ciudad de La
Habana, Cuba, 2002.

. Inmunidad inducida por VA-M ENGOC-BC® en una poblacién de adolescentes después de 12

afos de la vacunacion. Tesis para optar por € Titulo Académico de Master en Micrabiologia
Mencién: Microbiologia Clinica. Universidad de La Habana, Facultad de Biologia, Ciudad de
La Habana, 2002.
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16. Sensibilidad a la penicilina y fenotipos de cepas de Neisseria meningitidis aidadas en Cuba.
Trabajo para optar por € Titulo de Master en Bacteriologia-Micologia. Instituto Finlay-1PK.
Ciudad de La Habana, Cuba, 2003.

17. Prevalencia de microorganismos potencialmente patdgenos en la nasofaringe de nifios de un
Circulo Infantil”. Trabajo para optar por e Titulo de Master en Microbiologia Perfil
Bacteriologia-Micologia. IPK, Indtituto Finlay. Ciudad de La Habana, Cuba, Enero 2004.
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Anexo 1. Estructura antigénica de N. meningitidis

Cytaplasmic membrang

Pariplasmic space

Outer membrane

Lipooligosaccharide

Pilus

Dutar-membrana proteins

Phosphalipid

Tomado de: N England J Med 2001; 344; 1380. www.ngjm.org
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Anexo 2. Cronologia de los hechos mas importantes de la historia de la EM en Cuba (Vacarcd y
cols., 1991; Sotolongo, 1999).

1916: Se citan los primeros casos de meningitis cerebroespinal epidémica por Martinez Fort(in
en su cuaderno Historia Sanitaria.

1921: Se plantea por Martinez Fortun un brote epidémico de EM en Ciudad de La Habana
1925: Se registran casos de meningitis cerebroespina en Cuba.

1925-1934: Notifican 7 casos de meningitis cerebroespina epidémica en Cuba

1929-1937: Solo se conoce del informe de un caso de EM en una nifia de 13 afios de edad.

1938: Se redliza € primer diagndstico bacteriologico de N. meningitidis por Martinez Cruz y
Curbelo.

1946. Redlizan € segundo aislamiento bacteriol6gico de N. meningitidis

1948: El Dr. Martinez Cruz presenta € primer trabgjo recopilatorio de 340 meningitis purulenta
en lainfancia (1937-1947) y entre éstos, 5 casos corresponden a N. meningitidis (4 serogrupo C
y 1B).

1938-1970: Casos de EM muy esporadicos, su notificacion varia entre 10 y 41 a afio.
1968-1971: El Dr. Cordova Vargas, en € Hospital William Soler de Ciudad de La Habana,
realiza un estudio controlado de los sindromes neurol égicos infecciosos (SNI) atendidos en esa
unidad y observa que de 94 aislamientos obtenidos en nifios mayores de 1 mes de nacidos, N.
meningitidis se aida en 18 casos (19,2%).

1969; Se publica por la Comision Nacional de SNI dd MINSAP, un manua titulado
“Nomenclatura, clasificacion y estudio clinico de las infecciones del sistema nervioso central”,
dirigido alos médicos generales.

1971: Se discute en la IV Reunién Nacional de Laboratorios de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia, las Normas de Microbiologia que incluyen e estudio de las muestras de LCRy
el hemocultivo.

1973: Asiste delegacion de Cuba a “ Simposio Internaciona sobre Meningitis Cerebroespinal
Epidémica: Clinica, Epidemiologia y Microbiologia’ y se presenta € trabagjo “Estudios
etiol 6gicos de las meningitis en Cuba’.

1974: Aungue la BM no congtituia un problema de salud para Cuba, en € “II Forum Naciona
de Higieney Epidemiologia’, de La Ciudad de La Habana, se establecen las medidas de control
aseguir en estaentidad clinica.

1975: Se revisan de nuevo por la Direccion Nacional de Epidemiologia del MINSAP, los
aspectos epidemiolégicos y de laboratorio relacionados con la EM, en respuesta a la nota de
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alerta enviada por la OPS, sobre @ pdligro que representaba para los paises del continente
americano, la epidemia de meningitis meningocoécica que desde 1971, se desarrollaba en Brasil.

- 1976: Marcad comienzo de la epidemia con € brote intradomiciliario mas importante ocurrido
hasta esa fecha, en sdlo 17 dias, se presentan 6 casos y 3 falecidos. Se aidd N. meningitidis
serogrupo A, sensible ala sulfadiacina sodica.

- 1977: Se devalaincidencia de EM en un 50%, del 0,4-0,8/100 000 habitantes; los lugares més
afectados son: Ida de la Juventud, Ciudad de La Habana, Villa Clara y La Habana. La
problemética epidemiol égicareflegaun mayor riesgo en escolaresy reclusos.

- 1978: La Direccién Nacional de Higiene y Epidemiologia, crea en € Instituto Nacional de
Higiene, Epidemiologiay Microbiologia, & Centro Nacional de Referencia para Meningococo.
Se solicité la importancia de los recursos necesarios para desarrollar los laboratorios
provinciales y de los hospitales con vistas a mejorar d diagnéstico de la EM. Redlizan € primer
estudio de portadores y detectan una prevaencia del 36,9%. Este estudio tiene & mérito de ser
el primero que brinda la prevalencia de portadores con € empleo del medio selectivo de Thayer
Martin y plantea la existencia de cepas resistentes a la sulfadiacina sddica. Laincidenciade EM
resulta de 1,8/100 000 y las provincias mas afectadas son: Ida de la Juvertud, Sancti Spiritus,
Cienfuegos, Villa Clara, Las Tunas, Ciudad de La Habana y Matanzas, predominan los
serogrupos C (50%) y B (34,3%).

- 1979: Redizan inmunizacién masiva a la poblaciéon entre 3 meses y 19 afios con la vacuna
francesa A -C (Mérieux). Crean la Comision Nacional y Comisiones Provinciales de SNI. Ponen
en marchael Sistemade Vigilancia Epidemioldgicay se creael Programade Lucha paralaEM.
Se conocen con certeza los serogrupos circulantes y se verificala presencia de cepas resistentes
a las sulfamidas, elimindndose este antimicrobiano como quimioprofiléctico. La incidencia es
de 5,6/100 000 habitantes con un mayor nimeros de casos en: Las Tunas, Villa Clara, Sancti
Spiritus, Isla de la Juventud y Ciego de Avila

- 1980: Caracterizan ala EM como € primer problema epidemiolégico del pais. Laincidencia se
eleva a 5,9/100 000 habitantes y existe un alarmante ascenso del serogrupo B. Entre las
provincias més afectadas se sittian: Villa Clara, Las Tunas y Ciego de Avila. Se perfecciona d
diagndstico bacterioldgico y € Sistema de Vigilancia de los SNI.

- 1981: Inician las investigaciones para lograr un preparado vacuna efectivo contra N.
meningitidis B y realizan estudios con la vacuna A-B-C soviética. La incidencia asciende a
9,4/100 000 habitantes con un mayor ndmero de casos en Ciego de Avila, Villa Clara y
Camagliey. El serogrupo B, representa €l 93,6% de los aidamientos, seguido por € C (3,6%).
Redlizan estudios de portadores, estudios de sensibilidad y aplican técnicas de diagnéstico
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rgpido (contrainmunoel ectroforesis). En este afio, € serogrupo C, degja de constituir un problema
para Cuba.

- 1982: Visitan a Cuba especialistas de paises vinculados a brotes y epidemias de EM; comienza
la produccién de antisueros con cepas autéctonas. Contindan trabajos de sensibilidad con
diferentes antimicrobianos recomendados en la quimioprofilaxis. La tasa de incidencia aumenta
a 12,5/100 000 habitantes con un mayor nimero de casos en: Ciego de Avila, Villa Claray
Sancti Spiritus. Se crea un grupo de investigacion encargado de obtener una vacuna efectiva
contra N. meningitidis B.

- 1983 El EM contintia su tendencia ascendente (14,3/100 000 habitantes) y se registra €l pico
méximo de la epidemia, pero en los menores de 1 afio, sobrepasa la cifra de 120/100 000
halitantes. Las provincias més afectadas son: Ciego de Avila, 19a de la Juventud, Villa Clara.
En la Isla de la Juventud, ocurre un brote de EM en becarios extranjeros de Ghana. Realizan
estudio de portadores y en € 86,2% de los estudiantes ghaneses se aida N. meningitidis C.
Visitan médicos cubanos varios paises nordicos y Espafia, existe un intenso intercambio con
especiaistas de otros paises y se redliza @ montgje y aplicacion del método de caracterizacion
por SDSPAGE.

- 1984; Se efectlia | Smposio Nacional de Enfermedad Meningocdcica. Realizan la Encuesta
Naciona de Portadores y un estudio especia de portadores entre contactos efectivos de casos
con EM en Ciudad de La Habana. Crean @ nuevo Laboratorio Naciond de Referencia de
Meningococo. Este es € Unico afio desde 1975, que no se produce un incremento en la tasa de
incidencia (14,0/100 000 habitantes). Sin embargo, aumentan los casos en las provincias
occidentales y orientales.

- 1985: Se redizan estudios de inmunogenicidad y reactogenicidad de la vacuna en animaesy
los primeros ensayos en humanos. Se desarrolla € Il Taler Naciona de Enfermedad
Meningococica. Se redlizan estudios de portadores en focos antiguos de EM y se redliza €
folleto de “Actualizacion de Técnicas de Diagnéstico Bacterioldgico e Inmunolégico de las
Meningitis’. Este material se envia atodos los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia
y Microbiologia dd pais.

- 1986-1987: Se realiza Protocolo de estudios de campo con VA-MENGOC-BCP.

- 1987-1988: Se gecuta ensayo de Fase |1, estudio experimental, aeatorio, a doble ciego, con
placebo y vacuna en nifios de 10-16 afios de escuelas internas y se demuestra una eficacia del
83%.



ANEXOS 145

1989: Cumplimentados satisfactoriamente las fases de los estudios preclinicos y clinicos de la
vacuna, se le otorga a VA-M ENGOC-BC®, d Registro Médico Sanitario por la Autoridad
Nacional Regulatoria.

1989-1990: Se redliza en Cuba una campafia de inmunizacion masiva con VA-MEN GOC-BC°
en la poblacion de 3 meses-24 afios de edad vy se adcanza una cobertura del 95%. A partir de esa
etapa, se reflgia una caida sostenida de la tasa de incidencia de la EM.

1991: Se incorpora VA-M ENCOC-BC® Programa Nacional de Inmunizacion del MINSAP
con un esguema de dos dosis. Se cread Ingtituto Finlay en la Ciudad de La Habana.
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Anexo 3. Reactivos, medios de cultivo y equipos utilizados en € trabgjo

a) Reactivosy medios de cultivo

¢ Glutamil-aminopectidasa (Enzyline g¢-GT 20S, bioMérieux)

Acido Acético (Merck)

Acido Clorhidrico (Merck)

Acido Tioglicdlico (Sigma)

Agar Cerebro Corazon (Merck)

Agar Dextrosa Almidon (Difco)

Agar DNasa (Merck)

Agar Mudler Hinton (MercK)

Agar Noble (Difco)

Agar Tributirina Base (Merck)

Almiddn (Connaught)

Almiddn Soluble (Merck)

Anti-1gG fosfatasa dcdina de ratén (Sigma)

Antisueros de N. meningitidis serogrupos. A, B, C, X, Y, Z, Wiss (Difco)

Azucares (Glucosa, Maltosa, Lactosa, Sacarosa) (Merck)

Azul de Bromotimol (BDH)

Bicarbonato de sodio (BDH)

Caldo Mudller Hinton (Merck)

Carbon (Sigma)

Cigtina Tripticasa Agar (Merck)

Clorhidrato de L-Cisteina (Merck)

Cloruro de Calcio (Merck)

Cloruro de Magnesio (Merck)

Cloruro de Sodio (Merck)

Colorantes para tincion de Gram (Centro de Produccion de Bioldgicos, Ingtituto Finlay)
Dietanolamina (Sigma)

EDTA (Sigma)

Erzimas (Sigma): Enzima Mdica (ME); Glucosa 6-fosfosfato (GGP); Peptidasas (PEP);
Isocitrato; Deshidrogenasa—NAD (GD1); Glutamato Deshidrogenasa—NADP (GD2); Alcohol
Deshidrogenasa (ADH); Fumarasa (FUM); Fosfatasa acalina (ALK); Indofenol Oxidasa 1
(IP1);Indofenol oxidasa 2 (1P2); Adenilato Kinasa (ADK); Deshidrogenasa (IDH); Aconitasa
(ACO); Glutamato Deshidrogenasa desconocida (UDH).
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- Extracto de Levadura (Oxoid)

- Fosfato Disodico (Merck)

- Fosfato Monopotasico (Merck)

- Gedatina(Merck)

- Glucosa (Merck)

- Hidrocloruro de Tetrametil-Paraf enilendiamina (Oxidasa) (BHD)

- Hidroxido de Sodio (Merck)

- L-Cigtina (Merck)

- Leche Desnatada, en polvo (Merck)

- L-Glutamina(Merck)

- Medio TC (Ingtituto Finlay)

- Metanol (Merck)

- MezclainhibidoraVCN (bioMériex)

- Monoclona Kit. Serosubtyping Meningococci, Nationa Institute for Public Health and
Environmenta Protection, Bilthoven, Holanda (RIVM).

- MOPS (3-{ N-Morpholino} propane-sulfonic acid) (Sigma)

- NADP (Sigma)

- Nitrato Férrico (Merck)

- Ortonitrofenil b-D-galactopirandsido (ONPG) (bioMériex)

- Penicilina (Merck)

- Peptona Bacterioldgica (Ooxoid)

- Peroxido de Hidrégeno (Merck)

- p-nitrofenilfosfato (Sigma)

- Rojo Amaranto (Sigma)

- Suero bovino (Hyclone)

- Suplemento N (Ingtituto Finlay)

- Tributirato de Glicerina (Merck)

- Tris(Sigma)

- Tween 20 (Merck)

b) Equipos

- Agitador Magnético con calor (IkamagO RH)

- Bafio de Maria termostatado (Gallenkamp)

- Congelador de -70°C (Sanyo).

- Espectofotdmetro (Pharmacia)
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- Fuente Electroforesis (Poly-Labo)

- Gabinete de Seguridad (Gelaire, Flow Laboratories, BSB 49
- Incubadora con atmésfera de CO, (Incubadora Assab, Kebo Biomed, Suecia)
- Lavador automético (Denley)

- Lector de micro ELISA (Anthos Labtec)

- Medidor de pH (Retomed)

- Lavador automético (Denley)

- Lector de micro ELISA (Anthos Labtec)

- Medidor de pH (Retomed)

- Micropipetas fijas y graduables (Gilson)

- Microscopio Binocular (Leyca)

- Microscopio estereoscépico (Olympus)

- Placas de poliestireno (Costar)

- Replicador Steer (Microtiter)

- Zarandaorbita (Infors AG)
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Anexo 4. Suplemento enriquecedor Nm (Sotolongo, 1995)

Nitrato Férrico 001g
L-Glutamina 50049
L-Cidina 1,109
Clorhidrato de L-Cigteina 0,10g
Extracto de Levadura 1,009
Glucosa 1,30g
Cloruro de Sodio 20,00 g
Fosfato Disbdico 20,00 g
Fosfato monopotasico 4009
Peptona Bacterioldgica 10,00¢g
Lab-Lemco 10,009
Agua destilada 800 mL
Suero bovino o de caballo 200 mL

Preparacion del Suplemento Nm

b)

<)

Disolver, mediante calentamiento, € Extracto de Levadura en 200 mL de agua destilada,
posteriormente, afiadir € resto de los componentes, excepto e suero.

Para esterilizar el Suplemento Nm puede hacerse lo siguiente:

Esterilizar por autoclave (121°C, 15 minutos), la solucién sin e suero. Dejar enfriar a la
temperatura ambiente y posteriormente mezclar con € suero en condiciones estériles. Al final,
distribuir en frascos estériles arazén de 75 ml por frasco.

Filtrar la solucion sin @ suero, por un filtro de membrana de 0,22nm. Mezclar con € suero en
condiciones de esterilidad y posteriormente, distribuir 75 mL en frascos estériles.

Mezclar la solucién y € suero. Filtrar por filtro de membrana de 0,2 M, distribuyendo €
suplemento en cantidad de 75 mL por cada frasco previamente estéril.

Cuando se va aredlizar la distribucion del medio de cultivo a placas Petri, afiadir € suplemento

Nm alabase del medio a utilizar, a una concentracion del 25 %.
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Anexo 5. Incidencia de enfermedad meningocdécica en Cuba (1976-2003)

Tasa/100 000 habitantes

16

LN

Fuente: http://www.dd.cu/anuario/indice.html.

Anexo 6. Niveles de significacion asociados ala Figura 2

ADA ACH CTA
TC 0.00357 0.00012 0.00001
ADA - 0.01834 0.00001
ACH - - 0.00087

Anexo 7. Niveles de significacion asociados ala Figura 3.

ADA ACH CTA
TC 0.28968 0.00084 0.00000
ADA - 0.01054 0.00004

ACH - - 0.12315
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