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RESUMEN

RESUMEN

Neisseria meningitidis es uno de los principales agentes causales de meningitis
bacteriana y sepsis. La identificacion de los marcadores epidemiolégicos y la
susceptibilidad antimicrobiana de las cepas circulantes constituyen una actividad
fundamental para la vigilancia de la enfermedad meningocécica. Se realizd un
estudio transversal descriptivo para la caracterizacion de aislamientos remitidos al
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patogenas del IPK, durante 10
anos (2002-2011). Se estudiaron 69 aislamientos de meningococo, la
identificacion de especie y seroagrupacion se realizé por métodos convencionales;
cuando esta ultima fue dudosa, se determiné por PCR. La caracterizacion
fenotipica se realiz6 por ELISA de células enteras con anticuerpos monoclonales y
la susceptibilidad antimicrobiana se determiné por E-test. Predominé el serogrupo
B (98,6%); un solo aislamiento fue C (1,4%); entre los serotipos prevalecieron el 4
(55,1%), las cepas NT (15,9%) y el 2a (8,7%). Mientras que, los subtipos mas
frecuentes fueron el P1.15 (42,0%), P1.19 (20,3%) y cepas no subtipables (NST,
10,1%); otros sero/subtipos mostraron porcentajes inferiores. En el serogrupo B
predominé el fenotipo B: 4:P1.15 (26,1%), y por primera vez se detectd en Cuba al
fenotipo C: 2a:P1.5. Predominaron las cepas sensibles: ceftriaxona (100,0%),
rifampicina (98,2%), cloranfenicol (92,8%), ciprofloxacina (89,3%), penicilina
(87,5%), excepto para el cotrimoxazol, donde 92,8% de los aislamientos fueron
resistentes; se detectd también resistencia a ciprofloxacina (10,7%), penicilina
(8,9%) vy cloranfenicol (5,3%), y hubo cepas con porcentajes bajos de
susceptibilidad intermedia para penicilina, cloranfenicol y rifampicina. Los
resultados obtenidos aportan datos imprescindibles para una mejor interpretacion

epidemioldgica y control de la enfermedad meningocdcica.
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AcM: Anticuerpos monoclonales
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l. INTRODUCCION

Neisseria meningitidis constituye hace mas de 200 afios uno de los principales
agentes causales de meningitis bacteriana y sepsis en el mundo, se distingue de
los otros agentes por su potencial epidémico. Este microorganismo es un
patogeno exclusivo del hombre, coloniza la nasofaringe humana y puede formar
parte de la microbiota normal sin producir sintomas ni signos clinicos evidentes de
infeccion (Almeida et al 2004; Chiavetta et al., 2007). Se calculan alrededor de
500 millones de portadores asintomaticos en el mundo, los que representan un
elemento crucial en la diseminacién de la enfermedad meningocécica (EM).
Durante etapas endémicas, las cifras de portadores oscilan entre 5-35%; estas
suelen incrementarse por encima de 50%, a partir de la cual pueden surgir brotes
o epidemias (Hannah et al., 2010; Ochoa et al., 2010).

Durante el siglo XX la EM muestra una distribucion global y causa endemias,
epidemias y pandemias. Al inicio del siglo XXI, la incidencia anual es de 500 000
casos, entre los cuales 300 000 se notifican en el Africa subsahariana, nimero
gue asciende durante los brotes y las epidemias (Frosch y Maiden, 2006; WHO,
2009). El término EM engloba a un conjunto de manifestaciones clinicas (sobre
todo, meningitis y sepsis); entre 5-20% de los pacientes presentan sepsis
meningocdcica, con fiebre y exantema purpurico, 50% muestran afectacion
meningea, aunque otras localizaciones (neumonia, artritis, uretritis, pericarditis,
conjuntivitis, otitis media y epiglotitis) muestran bajos porcentajes (Rosenstein et
al., 2003; Ochoa et al., 2010).

La EM afecta principalmente a los nifios pequeiios (6 meses a 4 afios de edad),
aunque es también frecuente en los adolescentes y adultos jévenes. No obstante,
puede presentarse a cualquier edad (Kugelberg et al., 2010; Ibarz-Pavon et al.,
2011). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ubica entre las 10
principales enfermedades del ser humano; se estima que ocurren alrededor de
1 200 000 casos invasivos y 135 000 muertes, con una mortalidad global de 10%

(WHO, 2009). En América Latina se notifican alrededor de 5 000 casos anuales,
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de los cuales, 14% termina en muertes prematuras (Gabastou et al., 2008; Safadi
y Cintra, 2010).

Se describen factores de riesgo que favorecen el desarrollo de la EM. Entre ellos:
la edad, las infecciones virales, las deficiencias de algunos factores del
complemento, asi como otras alteraciones del sistema inmune. También el
hacinamiento y el humo del tabaco, contribuyen a la diseminacion de
N. meningitidis. Por sus caracteristicas epidemioldgicas, la gravedad de sus
manifestaciones clinicas y la alarma social que origina en la comunidad, la
notificacion de casos requiere de una vigilancia constante por parte del personal
de salud publica, sobre todo en el momento actual, pues la introduccion de
vacunas puede modificar la dinamica de esta enfermedad (Stephens et al., 2009).
La caracterizacion fenotipica sobre la base de sus marcadores epidemiolégicos
(serogrupo, serotipo, subtipo e inmunotipo) constituye un objetivo fundamental en
las investigaciones dirigidas al estudio de las cepas de N. meningitidis circulantes
(Vazquez, 2006). La identificacion del polisacarido capsular (PC) permite la
clasificacion en serogrupos, ademas, el estudio de las proteinas de la membrana
externa (PME) y las diferencias estructurales de sus lipooligosacéaridos (LOS),
determinan los serotipos, subtipos e inmunotipos, respectivamente (Frasch et al.,
1985). Las diferencias antigénicas del PC clasifica a N. meningitidis en 13
serogrupos (A, B, C, H, I, K, L, M, X, Y, Z, 29E y W-135), aunque cinco (A, B, C, Y
y W-135), causan cerca de 90% de los casos invasivos.

El serogrupo B se caracteriza por su virulencia, capacidad para provocar
epidemias con una alta morbimortalidad y en algunas regiones desplaza a los
serogrupos A y C (Rosenstein et al., 2003; Flores, 2009). Es también el principal
responsable de EM endémica en paises desarrollados, representando hasta 90%
de los casos esporadicos en varios paises europeos, y cerca de 50% en Estados
Unidos (Racloz y Silva, 2010). Las epidemias por el serogrupo B se producen de
manera mas lenta, se asocian a bajas proporciones de enfermedad, a la

emergencia de cepas hipervirulentas y pueden durar mas de 10 afios. En algunos
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paises se identifica en mas de 60% de los casos notificados; aunque los
serogrupos A y C son también importantes agentes causales de epidemias
(Harrison et al., 2009; Caugant y Maiden, 2009; lbarz-Pavén et al., 2011). Sin
embargo, algunas regiones sefialan un aumento de los serogrupos W-135y Y
(Weidlich et al., 2008; Agudelo et al 2008; Rentero y Romero, 2011).

A pesar de las dificultades que presenta la caracterizacion fenotipica por la
variabilidad antigénica de N. meningitidis y la incapacidad para suptipar todos los
aislamientos, esta metodologia es aun fundamental en la vigilancia microbiolégica
(Bae y Kang, 2008).

La epidemiologia molecular aporta métodos valiosos para el estudio de los brotes
y epidemias, detecta las diferencias genéticas existentes entre las cepas de
N. meningitidis e incrementa la informacién que ofrecen los métodos fenotipicos
(Vazquez y Berrén, 2004). Entre los métodos moleculares, los estudios de
polimorfismo enzimatico brindan informacién 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 genes estructurales (Brehony et al 2007; Caugant, 2008) No obstante,
a finales de la década del 90, basado en la secuenciacién de genes estructurales y
virulentos, un nuevo esquema de identificaciébn bacteriana reconocido con las
siglas MLST del inglés “multilocus sequence typing”, establece las relaciones
genéticas entre las cepas e identifica los miembros de linajes hipervirulentos.
Ademas, permite trabajar con un material no infeccioso distribuido por correo y
comparar los resultados obtenidos en diferentes laboratorios del mundo (Brehony
et al. 2007; Climent et al., 2010; Ochoa et al., 2010).

En esta era, donde la emergencia de la resistencia a los antimicrobianos
representa un problema para la Infectologia, N. meningitidis no muestra altos
indices de resistencia a los farmacos utilizados en el tratamiento y la profilaxis de
la EM. A partir del fallo clinico a la sulfadiacina descrito en 1963 (Millar et al.,

1963), la notificacion de cepas resistentes a este farmaco aumenta, las que se
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vinculan a brotes y epidemias (Oppenheim, 1997). Ademas, desde 1985, emergen
cepas con sensibilidad intermedia (Sl) a la penicilina, uno de los farmacos de
eleccion para el tratamiento de la EM (Muhamed et al 2006; Brown et al., 2010;
Bertrand et al., 2012; Ibarz-Pavon et al., 2012). Se describen también cepas
resistentes a la tetraciclina, la rifampicina y al cloranfenicol (Galimand et al., 1998;
Shultz et al., 2005; Saguer et al., 2006). Recientemente, se sefialan cepas con Sly
resistencia a la ciprofloxacina (Alcala et al., 2004; Corso et al., 2005; Singhal et al.,
2007; Wu et al.,, 2009). EI comportamiento de N. meningitidis frente a los
antimicrobianos utilizados para la profilaxis y el tratamiento de la EM obliga al
estudio sistematico de la susceptibilidad de este microorganismo, con el fin de
establecer in vivo la correcta seleccion de los mismos.

En mayo de 1976 comienza una epidemia de EM en Cuba ocasionada por
N. meningitidis serogrupo C. En 1979, la incidencia es de 5,6/100 000 hab, pero
tras una vacunacion masiva con la vacuna francesa A-C, la incidencia asciende a
expensas del serogrupo B. El pico de la epidemia ocurre en 1983, con una tasa de
14,4/100 000 hab (Valcarcel et al., 1991; Pérez et al., 2010). El desarrollo de la
epidemia representa el principal problema de salud durante la década de los afios
80 y conduce a la obtencion de una vacuna eficaz para su prevencion y control.
Ademas, se inician las investigaciones microbioldégicas necesarias para la
seleccién de la cepa (CU385/83) representativa de la epidemia cubana; tras su
identificacién, se desarrolla la vacuna VA-MENGOC-BC® y en 1988, el Ministerio
de Salud Publica (Minsap), realiza una campafia de inmunizacion en siete
provincias del pais. Luego, VA-MENGOC-BC® se incluye en el Programa Nacional
de Inmunizacion (PNI), medida que logra una disminucion paulatina y creciente de
la incidencia de la EM a menos de 1/100 000 hab desde 1993 hasta la fecha, por
lo que, en estos momentos, esta enfermedad no constituye un problema de salud
en Cuba (Valcarcel et al., 1991; Pérez et al., 2010).

La vigilancia microbiologica de N. meningitidis permitira identificar la emergencia

de cepas surgidas por el intercambio genético capsular (Caugant, 2008; Climent et
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al., 2010). El control de la EM es de alta prioridad debido a sus elevadas tasas de
mortalidad, su naturaleza epidémica y por las graves secuelas que persisten en
los casos que sobreviven. Estas caracteristicas, conllevan a que Cuba, al igual
que otros paises, desarrolle una rigurosa vigilancia epidemioldégica como una de
las bases fundamentales para su control, con una fuerte orientacién hacia el
desarrollo de las estrategias de prevencion (Pérez et al., 2010).

El diagnostico y la caracterizacion de cepas de N. meningitidis aisladas de
enfermos y portadores, junto a los estudios de resistencia antimicrobiana, aportan
una valiosa informacion al conocimiento de la dinamica de la EM en todo el
mundo. Por la problematica descrita con anterioridad, esta investigacion se
propone analizar la vigilancia microbiologica de las cepas de N. meningitidis
recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patdgenas
(LNRNP) del Instituto “Pedro Kouri” (IPK) durante un periodo de 10 afos (2002-
2011).

Tomando en consideracion los aspectos analizados se proponen los siguientes
objetivos:



OBJETIVOS

[.1 OBJETIVOS

General

e Contribuir a la vigilancia microbioldégica de la enfermedad meningocécica
mediante la identificacion de los marcadores epidemiolégicos y el
comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

N. meningitidis en el periodo 2002-2011.

Especificos

e Identificar los fenotipos de los aislamientos de N. meningitidis objeto de

estudio.

e Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de
N. meningitidis frente a los farmacos recomendados para el tratamiento y

profilaxis de la enfermedad meningocadcica.
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Il. MARCO TEORICO

[I.1 Generalidades

La historia de la EM refleja el desarrollo cientifico y tecnologico de la misma a
través del tiempo. Cada avance, desde la observacién microscopica temprana de
N. meningitidis, hasta el cultivo y las diferentes técnicas utilizadas para su
clasificacion, asi como los modelos matematicos, la genética y la microbiologia
molecular aplicadas, junto con la protedmica, permiten una mejor comprension y

entendimiento para el control de esta afeccion (Cartwright, 2006).

II.2 Breve resefia histérica de la enfermedad meningococica

Durante el siglo IXX las comunicaciones sobre la EM son limitadas, no existian la
microbiologia ni la epidemiologia. La primera descripcién de la “meningitis
cerebroespinal epidémica”, la realiza Viesseux, en 1805, al observar un brote de
EM en Ginebra, Suiza. Al afio siguiente, esta afeccion emerge en Massachusetts
(Estados Unidos) y luego, ataca al ejército prusiano en Europa. Desde entonces,
la EM invade nuevos paises y se extiende a todos los continentes, a veces en
proporciones epidémicas, seguida de periodos de latencia, pero siempre
reaparece en forma de brotes con una mayor o menor intensidad. A lo largo del
tiempo, sufre un incremento paulatino en su distribucion geografica y el nimero de
casos notificados. Segun algunos autores, durante el siglo IXX se establecen
diferentes periodos de prevalencia: 1805-1830 (prevalece en Norteamérica); 1837-
1850 (prevalece en Francia y los paises nérdicos); 1854-1874 (se extiende a
Europa y América) y a partir de 1875, se propaga a los demas continentes. La
mayoria de los brotes ocurre entre poblaciones militares y por corresponder este
periodo a la era pre-antibiotica, la mortalidad es muy elevada (70%) (Cartwright,
2006).

El primer aislamiento de N. meningitidis lo obtiene Weichselbaum, en 1887, a
partir de seis casos mortales de EM ocurridos en Viena. Unos afos después

(1893), Quincke practica la primera puncion lumbar y en 1896, Kiefer lo aisla e
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identifica por primera vez a partir del hisopado faringeo, lo que permite avanzar en
el entendimiento de su mecanismo de transmision. Entre 1900-1920,
investigadores  alemanes 'y americanos obtienen el primer suero
antimeningocécico, considerado como el mas importante avance del periodo,
demostrandose que tras su aplicacion a los animales se logra proteccién contra
N. meningitidis, lo que permite luego su administracion a los humanos por via
intratecal. En esa etapa se desarrollan brotes de EM entre las tropas militares,
sobre todo en los reclutas de nuevo ingreso a la | Guerra Mundial. Esta situaciéon
obliga a tomar medidas preventivas para reducir el estado de portador (Cartwright,
2006).

La etapa comprendida entre 1921-1939 se caracteriza por brotes de EM
ocasionadas por el serogrupo A, con epidemias severas en el Africa subsahariana.
En 1935, se demuestra la composicién polisacaridica de su capsula y dos afios
después (1937), describen a la sulfonamida como el primer farmaco terapéutico
especifico para la EM, convirtiéndose en el medicamento de elecciéon durante la I
Guerra Mundial. Posteriormente, en 1940, se utiliza como quimioprofilactico para
eliminar el estado de portador. Desde esa etapa se documentan epidemias
masivas en Africa y en 1963, Lapeysonnie describe al “cinturon de la meningitis”;
y Millar et al., 1963, publican la emergencia de cepas resistentes a la sulfonamida
(Cartwright, 2006).

[1.3 Taxonomiay consideraciones microbiolégicas de N. meningitidis
Neisseria meningitidis pertenece al Reino Procarionte; Division |. Protophyta;
Seccion IV: Bastones y cocos gramnegativos aerobios/microaerdfilos; Familia VIII:
Neisseriaceae; Género |: Neisseria; Especie tipo: Neisseria gonorrhoeae
(Rouphael y Stephens, 2012).

La familia Neisseriaceae se describe por Neisser, un bacteri6logo aleman que
descubre a Neisseria gonorrhoeae en 1879. Esta familia abarca cuatro géneros

(Neisseria, Moraxella, Acinetobacter, Kingella) y las especies que los integran se
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diferencian entre si por su morfologia, las reacciones de oxidasa, catalasa, la
presencia de anhidrasa carbonica, asi como la produccion de acido a partir de la
glucosa, su habilidad para reducir el nitrito, la presencia de timidina fosforilasa,
deoxirribosil nucledsido transferasa y timidina quinasa (Ochoa et al.,, 2010;
Rouphael y Stephens, 2012).

El género Neisseria abarca mas de 20 especies, algunas se aislan en el hombre y
otras de los animales. Entre las identificadas en los humanos,
N. meningitidis y N. gonorrhoeae son las Unicas patdgenas; las otras
(N. polysaccharea, N. lactamica, N. subflava, N. flavenscens, N. mucosa,
N. cinerea, N. elongata, N. sicca, y N. wearieri), integran la microbiota normal,
aunqgue, en ocasiones se comportan como oportunistas (Ryan y Ray ,2004; Ochoa
et al., 2010).

Neisseria meningitidis tiene forma esférica (coco), se presenta aislada o en
parejas (diplococos), con los lados adyacentes planos y la apariencia de rifibn o
grano de café. Es una bacteria gramnegativa, aunque en ocasiones resiste la
decoloracion. La observacion microscopica directa a partir de las muestras clinicas
muestra su localizacién dentro o fuera de los leucocitos polimorfonucleares (LPN).
En dependencia de la fuente de aislamiento y la edad del cultivo, presentan
diametros entre 0,6 a 1,5 um; poseen capsula y pili, son no esporulados e
inmoviles (Manchanda et., al 2006). Se cultiva en medios enriquecidos, requiere
de una atmoésfera himeda con 5% de CO,, una temperatura entre 35-37 °C y un
pH entre 7,2-7,4. Es sensible a la desecacién, a los antisépticos y los
desinfectantes, asi como a los cambios de temperatura. Su crecimiento puede
inhibirse por la accién de los acidos grasos o las sales presentes en los medios de
cultivo, comportamiento que suele contrarrestarse mediante la adicion de suero,
albumina o carbodn, capaces de adsorber los productos toxicos liberados al medio.
Este microorganismo es un patdgeno exclusivo del hombre; su identificacion y
diferenciacion de las otras especies del género Neisseria se hace por pruebas

bioquimicas y enzimaticas (Rouphael y Stephens, 2012). Degrada la glucosa y la
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maltosa, con la produccion de acido, pero no de gas. No degrada otros azucares
(sacarosa, fructosa, lactosa ni manitol), aunque se describen aislamientos con un
comportamiento diferente, denominados “cepas deficientes”, las que causan
cuadros clinicos diversos. Entre las pruebas claves para su identificacion se
destacan: la produccion de oxidasa y catalasa, la actividad y-Glutamil-
aminopectidasa positiva y el no poseer B-Galactosidasa, lipasas ni DNasa (Ochoa
et al., 2010).

[I.4 Estructura antigénica

Como todas las bacterias gramnegativas, posee una pared celular que recubre su
membrana citoplasmatica (Sperandeo et al., 2009). La pared estd compuesta por
una capa rigida de peptidoglicano y una membrana externa. Insertas en esa
membrana aparecen proteinas con capacidad antigénica (Buckee et al., 2011).
Las de clase 2/3 (Por B) definen a los 20 serotipos conocidos, son mutuamente
excluyentes y se expresan por numeros arabigos.

Las proteinas de clase 1 (PorA) distinguen 11 subtipos, se identifican también con
nameros, pero precedidos del prefijo P1 (Harrison et al., 2010; Ochoa et al., 2010).
En la pared celular se localiza el lipopolisacérido (LPS), otra de las estructuras
antigénicas, que permite clasificar a 13 determinantes de inmunotipos diferentes.
Estos se identifican con numeros del 1 al 13, pero precedidos de la letra L (Ochoa
et al., 2010; Brandtzaeg y van Deuren, 2012).

Rodeando la membrana externa aparecen polisacaridos acidicos que a veces
constituyen una verdadera capsula. Los meningococos poseen, ademas,
proyecciones filamentosas o pili de naturaleza proteica que median la adherencia
a las células epiteliales de la mucosa y a las células endoteliales del sistema
nervioso central y que son también responsables de la capacidad antigénica del
microorganismo. Basandose en las estructuras antigénicas de N. meningitidis se
desarrolla una amplia clasificacion fenotipica (Poolman et al., 1995; Vogel et al.,
2001).
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[1.4.1 Polisacarido capsular

Es un poliésido. Desde el punto de vista quimico y seroldgico, permite la
diferenciacion de N. meningitidis en 13 serogrupos (A, B, C, D, X, Y, Z, 29E,
W135, H, I, K y L) mediante técnicas de aglutinacién en lamina con antisueros
especificos de grupo. Los serogrupos A, B y C son los responsables de la mayor
parte de los casos notificados, aunque los serogrupos Y y W-135 también causan
procesos invasivos (Harrison et al., 2010).

El antigeno capsular del serogrupo A es un N-acetil-O-acetil manosamina fosfato.
El polisacarido B es un 2-alfa-ligado acido N-acetil neuraminico, idéntico
inmunolégicamente al PC de Escherichia coli K1. Mientras que, el polisacarido C
es un 2-9-alfa-ligado-acetil, acido O-acetil neuraminico (Jolley et al.,, 2006). La
identificacion y purificacién de los PC de los grupos A, C, W-135y Y, se utilizan
para la produccion de vacunas e inducen la formacion de anticuerpos especificos
(Vazquez, 2002; Borrow y Miller, 2006); mientras que, la capsula del serogrupo B
es poco inmunogénica debido a su similitud con componentes estructurales
presentes en las membranas externas de las células neuronales del hospedero
(Ochoa et al., 2010).

[1.4.2 Proteinas de la membrana externa

Neisseria meningitidis posee seis clases de proteinas mayoritarias de membrana
externa. Las de clase 2/3 definen al serotipo y las de clase 1 al subtipo, que segun
algunos estudios, pueden cambiar en una cepa a lo largo del tiempo. Estas tres
proteinas son estructurales y actian como porinas, transportando moléculas fuera
y dentro de la célula bacteriana (Frasch et al., 1985).

Las proteinas de clase 4, muy conservadas, estan presentes en todas las cepas.
Las de clase 5 son heterogéneas e intervienen en la adherencia. La de clase 6 es
termomodificable y esta presente en algunos meningococos del serogrupo A, pero
no en los serogrupos B o C (Poolman et al., 1995).

11.4.3 Lipopolisacarido
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Los LPS de meningococo son similares desde el punto de vista estructural a los
gue expresan muchos bacilos gramnegativos, son termoestables y de potente
actividad endotoxica, carecen de cadenas laterales de antigeno O y se les suele
denominar lipooligosacéaridos (Jones et al., 2009). La fraccion de lipido A de los
LOS, llamada endotoxina (en oposicion a las exotoxinas bacterianas) es la porcion
gue gobierna la induccién de las citocinas inflamatorias frecuentes en la EM (Bos
et al.,, 2004). Tanto la morbilidad como la mortalidad de la bacteriemia
meningocacica y la meningitis son directamente proporcionales a la cantidad de
endotoxina meningocadcica circulante. La variabilidad en su composicion permite la
clasificacion seroldgica de 13 inmunotipos diferentes basados en la estructura
antigénica del LOS (Pedersen et al., 2008).

No existen suficientes estudios que refieran su distribucién, pero se sefala que los
inmunotipos L8, L9, L10 y L11 se asocian al serogrupo A, de ellos, L10y L11 son
los mas frecuentes. También se documenta que L1 al L9 se identifican en los

serogrupos B y C (Zollinger y Mandrell, 1980).

[1.4.4 Pili

Son filamentos de naturaleza proteica distribuidos por la superficie bacteriana y
estdn relacionados con la capacidad de adherencia de N. meningitidis.
Constituyen uno de los principales componentes que determinan el ataque a las
células no ciliadas (Virji, 2009; Szeto et al., 2011). Por tanto, le confieren una
mayor virulencia, hasta tal punto de que, el pili junto a la cipsula, parecen ser los
factores mas importantes que median en la interaccibn con las células del

endotelio y el epitelio (Nassif, 1999; Brown et al., 2010).

11.4.5 Proteasas IgAl
Las cepas patdgenas de N. meningitidis pueden producir estas enzimas, capaces
de descomponer las IgAl en diferentes puntos del segmento bisagra de la

inmunoglobulina. Ademas, participan en la colonizacién de la mucosa, jugando un
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papel importante en la supervivencia intracelular de N. meningitidis, ya que
parecen estar relacionadas con la prevencion de la fusion de los fagolisosomas en

el interior de las células (Lin et al., 1997).

[I.5 Factores de virulencia

Las cepas invasoras de N. meningitidis se caracterizan por la expresion de su PC
y otras estructuras de la membrana externa, tales como las endotoxinas (LOS).
Algunos de los factores importantes para la virulencia son la formaciéon de
vesiculas en la membrana externa, la autolisis del meningococo, la imitacion
molecular, la plasticidad del genoma, el intercambio horizontal de ADN y la

variacion antigénica o de fase (Lappann y Vogel, 2010; ; Livorsi et al ., 2011).

[1.5.1 Otros mecanismos de virulencia

La expresidon o estructura de los componentes de la membrana externa de
N. meningitidis (vellosidades, LOS, proteinas Opa, Opc, capsula) varian con gran
frecuencia (10-2 a 10-4/célula y generacion). Estas variaciones son la
consecuencia de cambios genéticos que estimulan o mitigan la expresion de un
componente, regulan su cantidad o modifican su estructura (Bourdoulous y Nassif,
2006). Los eventos genéticos que originan variaciones de fase y estructura
permiten el escape inmunitario y crean una gran variabilidad de las estructuras
gue son importantes en la patogenia (estimulacién o disminucion) de la expresién
de los ligandos de fijacion, la proteccidn contra la aniquilacion sérica y los factores
gue definen la invasion (Schielke et al ., 2010).

La cépsula del serogrupo B constituye un ejemplo de la manera como
N. meningitidis modera la respuesta inmune del ser humano por medio de la
expresion de antigenos similares a los del hospedero. La cépsula de acido
polisidlico de serogrupo B es idéntica a las estructuras de la molécula N-CAM de

adherencia de las células nerviosas humanas (Holst et al., 2009).
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Neisseria meningitidis se caracteriza, ademas por una frecuente formacion de
vesiculas en la membrana externa. Estas vesiculas contribuyen al comienzo
inmediato de la secuencia inflamatoria y a la cascada de la coagulacién. Quizas
estan también vinculadas a la autolisis natural de meningococo, que genera la

liberacion del ADN y facilita la transformacion genética.

I1.6 Patogenia

El hombre es el Unico hospedero natural para el cual N. meningitidis es patégena.
Su habitat natural y reservorio son las superficies mucosas del tracto respiratorio
superior (Rusniok et al., 2009). Este microorganismo puede permanecer en la
nasofaringe, por periodos variables, sin provocar signos clinicos evidentes de
infeccion (Brandtzaeg, 2006). En el caso del serogrupo B, la colonizacion persiste
varios meses. N. meningitidis se transmite de persona a persona por via aérea,
aunque para que esta se produzca, deben cumplirse los requisitos de proximidad
(menos de un metro de nariz a nariz) y continuidad (exposicion por tiempos
prolongados). Se describen factores de riesgo que predisponen a la EM y entre
ellos se sefialan: las alteraciones anatomicas del sistema inmune (asplenia) o
alteraciones funcionales (deficiencia de la properdina y los componentes del
complemento). Existe también el peligro de casos secundarios en nucleos
familiares con un caso clinico. El riesgo de contraer EM entre los miembros de esa
familia se eleva entre 400-800 veces, es mayor en la raza negra y en personas
gue viven bajo malas condiciones socioeconémicas. La exposicion activa o pasiva
al tabaco, asi como las infecciones virales del TRS, aumentan también el riesgo
de contraer EM (Caugant et al., 2007; Ochoa et al., 2010).

La puerta de entrada de N. meningitidis es la nasofaringe humana, a ese nivel
coloniza, invade la mucosa y evita la accién de la IgA secretora mediante IgA
proteasa. N. meningitidis dafia las células nasofaringeas no ciliadas, liberando una

toxina soluble. Después de su adhesion, penetra en la mucosa por endocitosis y
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una vez que pasa del extremo apical al basal de la célula epitelial, alcanza al
torrente sanguineo (Hill et al., 2010; Trivedi et al 2011).

En el compartimiento vascular puede destruirse por la accion de los anticuerpos
séricos, el complemento y las células fagocitarias o puede multiplicarse, iniciando
la fase bacteriémica. A ese nivel, la defensa principal del hospedero es el sistema
del complemento. La via clasica requiere la presencia de anticuerpos especificos
(bactericidas), estos activan la cascada del complemento y conducen a la lisis
bacteriana. Cuando el hospedero carece de anticuerpos especificos, depende de
la via alternativa del complemento. La capacidad de evadir esta via, facilita la
permanencia de N. meningitidis en la circulacién sanguinea (Rouphael y Stephens,
2012).

La liberacion de LOS desempefia un papel central en la aparicion de la EM, estos
se liberan en la sangre durante la multiplicacion y tras la autolisis de
N. meningitidis se establece una correlacion entre los niveles de LOS en el plasma
y la gravedad de esta entidad. En los casos fulminantes, la presencia de LOS
inicia y estimula los principales sistemas de cascada asociados a la inflamacion y
a la produccién de citocinas. La respuesta inflamatoria produce una vasodilatacion
intensa, hay disminucién del rendimiento cardiaco, agregacion plaquetaria,
coagulacion intravascular diseminada (CID) y escape en los capilares. Finalmente,
ocurre el shock séptico con sindrome de dificultad respiratoria y fallo multiorgano
(Pedersen et al., 2008)

Para que ocurra meningitis, N. meningitidis debe atravesar la barrera
hematoencefélica (BHE) e inducir una respuesta inflamatoria en el espacio
subaracnoideo. Por microscopia se demuestra la presencia de bacterias en el
interior de las células, indicando que la via transcelular es probablemente la mas
aceptable para explicar el paso a través de la BHE. En el LCR, por su pobre
contenido en opsoninas, N. meningitidis se multiplica, pero para que se produzca
la inflamacion de las meninges, se requiere de decenas de miles de bacterias por

mm?3. La permeabilidad de la BHE aumenta debido a los mediadores de la
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inflamacion producidos localmente, como el TNFa, interleucinas 1, 2, 6 y 8,
secundarias al incremento de los niveles de LOS en el LCR, con aparicion de
edema cerebral por exudacion de albumina. En una fase avanzada, los
mediadores inducen la activacion de los neutréfilos con produccion de sustancias
toxicas que aumentan el dafio de la BHE. Se activan otros mediadores
(endorfinas, sistema de quininas, factores de la coagulacion, metabolitos del acido
araquidonico y sustancia depresora del miocardio, entre otras), todas actian sobre
el miocardio, el sistema vascular y 6rganos vitales para producir shock y fallo
multiorgano (van Deuren et al., 2000; Stephens, 2009; Aspholm M et al., 2010).

[1.7 Sindromes clinicos

En dependencia de los oOrganos afectados, la infeccibn por N. meningitidis
ocasiona manifestaciones clinicas diversa, estas van desde una colonizacion
asintomatica de la nasofaringe hasta la meningococemia fulminante (sindrome de
Waterhouse Friderichsen). La infeccién es asintomatica, si N. meningitidis queda
restringida en la nasofaringe (portadores sanos). Las formas clinicas mas
frecuentes son la meningococemia y la meningoencefalitis (Goldman y Ausiello
,2007).

[1.7.1 Infeccion de las vias respiratorias superiores: Después de colonizar la
nasofaringe, N. meningitidis puede permanecer en ella por periodos de tiempo
variables. La mayoria de las personas no suelen presentar sintomas o signos
clinicos evidentes de infeccién, pero pueden expresar fiebre antes del inicio de las
manifestaciones generales. Algunos revelan sintomas leves antes de la
hospitalizacion: faringitis, rinorrea, tos, cefalea y conjuntivitis (Vazquez, 2000;
Fauci et al., 2008).

I1.7.2 Meningococemia: Entre 30-40% de los pacientes con EM muestran

meningococemia, sin sintomatologia meningea. Las manifestaciones clinicas van
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desde una bacteriemia transitoria y sintomatologia leve, hasta casos fulminantes
de pocas horas de duracién. El inicio suele ser sibito, con fiebre (39-41°C),
escalofrios, nduseas, vomitos, exantema, mialgias y artralgias. La caracteristica
mas llamativa es el exantema maculopapular, petequial o equimoético que puede
evolucionar y transformarse en un cuadro hemorragico. Son indicadores de mal
prondéstico: la erupcion petequial diseminada, la hipotension, la disminucion o
reduccion de la circulacion periférica y la ausencia de signos meningeos. Se
sefialan casos de meningococemia asociados a un sindrome broncopulmonar sin
otra sintomatologia; generalmente, son pacientes con una edad avanzada (media
de 71 afios) y el diagnostico se establece por la clinica y lesiones tipicas en el RX
del térax. En estos casos predominan los serogrupos Y, B y C (Soult y Mufioz,
2005; Rentero y Romero, 2011).

[1.7.3 Meningococemia fulminante: Denominada sindrome de Waterhouse-
Friderichsen, difiere de la forma mas leve de EM, por su evolucion rapida y
fulminante. Se presenta en 10-20% de los casos y se caracteriza por
shock,coagulacion intravascular diseminada( CID) y fallo multiérgano. Afecta a los
lactantes y nifios pequefios; el inicio suele ser subito, con rapida apariciéon de
parpura, hipotensién y una vasoconstriccion periférica con extremidades frias y
ciandticas. Las lesiones purpuricas aumentan de tamafio y afectan a la piel, las
mucosas Yy los organos internos. Puede ocurrir depresion miocardica, acidosis
metabdlica, oliguria, leucopenia y disminucion de los niveles de los factores de la
coagulacion. El estado de la conciencia es variable y a pesar del tratamiento
intensivo, 50% de los pacientes mueren por insuficiencia cardiaca, respiratoria o
ambas (Soberg, 1998; Daley, 2003).

I1.7.4 Meningococemia croénica: Es poco frecuente y se asocia a un déficit
inmunitario. Se describe desde 1902, pero su evoluciébn no estad precisada; la

mayoria de los casos evolucionan de forma favorable, puede ocurrir a cualquier
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edad, pero afecta preferiblemente a las personas mayores de 16 afos. El
diagnostico se realiza por el aislamiento de N. meningitidis en el hemocultivo de
casos con fiebre de una semana de evolucion, artralgias y erupcion cutanea. El
LCR es con frecuencia negativo y la mayoria son producidos por el serogrupo B.
El mecanismo inmunopatolégico responsable no esta dilucidado y se describen
varias hipoétesis. Algunos casos, presentan un déficit de la fase terminal del

complemento (Farron et al., 1996; Hansen et al., 2003).

[1.7.5 Meningitis meningocécica: Es la manifestacion clinica méas frecuente y la
complicacion mas comun de la meningococemia. Sucede en cerca de 50% de los
casos y su cuadro clinico es similar a las otras meningitis bacterianas. Se inicia
con fiebre, cefalalgia, vémitos, confusion, letargia, rigidez de nuca y puede
progresar al coma en poco tiempo. En los lactantes, se inicia con sintomas
inespecificos y una fontanela tensa y abombada. En pacientes de edad avanzada,
comienza sin signos clinicos especificos. Durante la meningitis ocurren
convulsiones, paralisis de los pares craneales, hemiparesia, u otros signos
neurolégicos focales. En alrededor de 11-19% de los enfermos pueden quedar
secuelas; Barreiro et al., 2002; Daley, 2003).

[1.7.6 Otras manifestaciones: Cerca de 10% de los pacientes con EM tienen
artritis, la que se refleja, en los primeros dias de la enfermedad, por una invasion
directa de la articulacién por N. meningitidis. La artritis de inicio tardio se atribuye a
depdsitos de inmunocomplejos (Vienne et al., 2003). La neumonia meningocdcica
se detecta en casos aislados, considerandose al serogrupo Y como responsable
de hasta 44,2% de los casos descritos. Se presenta como una neumonia adquirida
en la comunidad, cuya patogenia implica la diseminacion hematogena o la
aspiracion de N. meningitidis seguida de una invasion directa del parénquima
pulmonar. Se observa, sobre todo, en personas con factores de riesgo

predisponentes (adultos y poblaciones militares) (Rentero y Romero, 2011).
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Aungue en ocasiones se ven casos con pericarditis, la endocarditis por
N. meningitidis es rara. La conjuntivitis meningocoécica primaria puede complicarse
con meningococemia, por tanto, esta justificado el tratamiento por via general
cuando se diagnostica este trastorno. Se describen uretritis meningocécica en

sujetos que realizan sexo oral (Pollard y Nadel, 2006).

[I.7.7 Complicaciones: Los pacientes con meningitis meningocoécica pueden
presentar paralisis de pares craneales, tromboflebitis venosa cortical y edema
cerebral. En los nifilos puede haber derrames subdurales. Entre las posibles
secuelas permanentes figuran el retraso mental, la sordera y la hemiparesia. La
mayor morbilidad a largo plazo de la meningococemia fulminante es la pérdida de
la piel, las extremidades o los dedos a causa de una necrosis o infarto (Barreiro et
al., 2002; Pollard y Nadel, 2006).

[1.8 Diagndstico clinico y microbiolégico

El diagnédstico de certeza de la EM se basa en el aislamiento de N. meningitidis a
partir del LCR, de la sangre, las petequias o de los liquidos sinovial, pleural o
pericardico. Las tres primeras muestras son las mas utilizadas. El LCR tipico de
una meningitis tiene la presibn aumentada, esta turbio o purulento, tiene un
elevado numero de células (= 2 000 células/uL), con predominio de LPN, las
proteinas estdn también elevadas (> 200 mg/dL) y existe hipoglucorraquia

(glucosa en LCR/glucosa plasmatica < 40%) (Rouphael y Stephens, 2012).

Los estudios microbiologicos a realizar son:

e Tincidn de Gram: Se observan diplococos gramnegativos y numerosos LPN.

e Cultivo: N. meningitidis crece en los medios de cultivo enriquecidos habituales
no selectivos; su crecimiento se favorece con una atmdosfera enriquecida con

5% de COZ. Tras comprobar que se trata de diplococos gramnegativos,

oxidasa y catalasa positiva, se realiza la identificacion enzimatica, bioquimica y
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el seroagrupamiento por aglutinacion en laminas portaobjetos con antisueros
especificos de grupo.

e Deteccion de antigeno capsular. Existen métodos Uutiles para aquellos
pacientes que por recibir tratamiento antimicrobiano previo, el crecimiento del
microorganismo se inhibe. Este método se aplica en casos con una celularidad
elevada en el LCR, pero donde no se observan microorganismos en la tincion
de Gram.

e Otras técnicas: La Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés:
Polymerase Chain Reaction) (PCR), de elevada sensibilidad y especificidad,
podria tener utilidad en pacientes con tratamiento antimicrobiano previo
(Jordens et al 2002).

« Las radiografias de térax, craneo y senos paranasales permiten el diagndstico
de focos primarios. La resonancia magnética de craneo es util en la deteccion

de complicaciones o de focos parameningeos (Apicella, 2005).

[1.9 Epidemiologia de la EM

La EM afecta a todos los paises, con un predominio de casos en los nifios
menores de cinco afos. Su patron y frecuencia varia; en los paises frios, es
usualmente endémica y presenta una incidencia anual entre 1-10/100 000 hab,
con tasas mas elevadas en el invierno. Se presentan periodos hiperendémicos,
con una incidencia de hasta 20/100 000 hab, asociados a la expansion de clones
virulentos entre las poblaciones no inmune 0 en grupos con una mayor
susceptibilidad de enfermar (pobreza, hacinamiento) o en aquellos donde existe
una influencia genética. En muchos paises industrializados, predomina el

serogrupo B, seguido por el C (Caugan y Maiden, 2009; Lee y Harrison 2010).

Los serogrupos B y C, prevalecen en Europa y América Latina; mientras que, el A
y C, sobresalen en Asia y Africa (Gray et al., 2006; Vyse et al., 2011; Nakayama et
al 2011). Israel, Suecia y Estados Unidos, son los paises con un incremento de
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EM por N. meningitidis Y (Gray et al., 2006; Rentero y Romero, 2011, Gorla et al.,
2012). En los ultimos afios, los serogrupos Y y W-135 ascienden en Chicago,
donde ocasionan un tercio de los casos notificados. Un cambio similar se describe
en Canada y Colombia (Agudelo et al., 2008). La emergencia del serogrupo W-135
se manifiesta en Arabia Saudita, donde el elevado numero de peregrinos
musulmanes que acuden a la ceremonia religiosa del Hajj, ocasiona brotes de EM.
Tras el regreso de los musulmanes a su lugar de origen, el serogrupo W-135
causa brotes en paises europeos y, especialmente, en el afio 2002, ocasiona una
epidemia en Burkina Faso (Memish y Alrajhi, 2002; Badolo O et al. ,2008). Asi, la
vigilancia de los cambios de incidencia de estos y otros serogrupos dara respuesta
al interrogante que surge sobre si otros serogrupos no habituales seran mas o
menos frecuentes en el futuro (Vazquez, 2006).

El serogrupo parece condicionar parte del comportamiento epidemiologico
temporal de las cepas. El B causa ondas epidémicas con periodos interepidémicos
de duracion variable (Racloz y Silva ,2010; Steindl et al 2010), el C se asocia a
brotes y ondas de corta duracién y el serogrupo A ocasiona grandes epidemias
ciclicas en los paises subsaharianos (Stephens et al., 2007).

Entre 1993-1996, N. meningitidis B predomina en Europa; este serogrupo provoca
brotes en los paises desarrollados, con tasas de ataque entre 5-50/100 000 hab.
En los ultimos 100 afos, la EM por el serogrupo A, representa un grave problema
para las organizaciones de salud, sobre todo en el “cinturdn de la meningitis”
(Rosenstein et al., 2003), donde la incidencia es més alta que la notificada en los
paises industrializados, y la mortalidad, se encuentra cerca del 10%, valor similar
al de los paises desarrollados. En los ultimos afios, las epidemias se extienden
fuera de esa region y otros paises sefialan su ascenso, lo que hace muy dificil el
control epidémico de la EM (Rouphael y Stephens, 2012).

Durante el siglo pasado se notifican ciclos epidémicos en Asia y China. Algunos
clones ocasionan enfermedad hiperendémica o epidémica en varias regiones del

mundo (Vyse et al., 2011). El clon ET-5 (tipo electroforético 5), que incluye sobre
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todo a cepas del serogrupo B, es responsable de brotes en Cuba, Brasil, Chile,
Noruega y Estados Unidos (Harrison et al., 2009), pais donde en la década del 90,
cepas de este complejo clonal, causan un brote en Oregdon y Washington
(Diermayer et al., 1999).

[1.10 La enfermedad meningococica en Cuba

El primer caso de EM notificado en Cuba se remonta al afio 1928, aunque esta
enfermedad se observa desde 1916. Entre 1916-1976 (etapa pre-epidémica), la
EM muestra un comportamiento endémico, se notifican casos esporadicos y
pequefios brotes. El primer aislamiento de N. meningitidis se realiza en 1938 por
los hermanos Martinez Cruz luego en 1946 Aballi refiere casos sospechosos
relacionandolos con la movilizacion de las tropas norteamericanas a Cuba
(Valcércel et al., 1991).

En 1976, se describe el primer brote intradomicilario ocurrido hasta esa fecha,
hecho que se relaciona con el inicio de la epidemia; a partir de ese momento, los
casos aumentan y en 1980, el Minsap considera la EM como el principal problema
de salud. En 1979, la incidencia es de 5,6/100 000 hab y debido al predominio del
serogrupo C (50%), se inmuniza con la vacuna antimeningocécica A+C (Mérieux) a
la poblacién comprendida entre los 3 meses y 19 afios de edad. Los nifios de 10-
14 afos, seguidos por los menores de un afo, constituyen los grupos priorizados.
De esta manera, el porcentaje de casos ocasionados por el serogrupo C disminuye
(7,2%) y se incrementa el B (78,4%) (Valcarcel et al., 1991).

El pico de la epidemia ocurre en 1983 (14,4/100 000 hab) y para los menores de
un afo, la cifra es muy alta (120/100 000 hab). En ese momento, la ausencia de
una vacuna efectiva contra el serogrupo B, hace imprescindible la caracterizacion
de las cepas circulantes, con el objetivo de seleccionar un candidato vacunal. Se
inicia la serotipificacion de cepas aisladas de enfermos y portadores, asi como la
clasificacion de las PME de N. meningitidis. En cinco afios, y tras investigaciones
béasicas, estudios farmacoldgicos, preclinicos y clinicos (Fase |, Il, 1l), junto a la

intensificacion de las etapas de desarrollo y el escalado productivo, un grupo de
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investigadores del Instituto Finlay, desarrollan y obtienen una vacuna efectiva
contra N. meningitidis B y C (VA-MENGOC-BC®) (Sotolongo y Gonzalez, 1999).
Entre 1989-1990, se realiza una campafia de inmunizacion masiva con VA-
MENGOC-BC® en la poblaciéon comprendida entre los 3 meses y 24 afios, con una
cobertura general de 95%. La inmunizacion tiene un efecto inmediato, pues se
constata un descenso pronunciado y sostenido de la tasa de incidencia, descenso
gue se mantiene hasta el presente, actualmente se registra una incidencia de
0,1/100 000, cifra inferior a la registrada en el periodo pre-epidémico (0,6/100 000
hab) (Anuario Estadistico, 2011). EI comportamiento de la EM durante los afios
que abarco este estudio se muestra en la figura 1.

VA-MENGOC-BC®, elaborada a partir de la cepa CU385/83 (B:4:P1.19,15),
aislada de un caso invasivo, demuestra su eficacia clinica (83%), en la poblacion
de 10-66 afios de edad. Ademas, la morbilidad desciende en los menores de 5
afios. En 1991, el Minsap incorpora la vacuna al PNI mediante un esquema de
administracion de dos dosis, la primera a nifios de 3% meses, con una segunda

dosis a los 5%2 meses de edad (Valcarcel et al., 1991; Sotolongo et al., 2007).
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Figura 1. Comportamiento de la enfermedad meningocdécica en Cuba, 2002-2011

Fuente: Sistema de Vigilancia Nacional de Meningitis Bacteriana. IPK
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[1.11 Marcadores epidemioldgicos

Durante muchos afos, las investigaciones epidemioldgicas de los brotes de EM
se basan en la caracterizacion serolégica de las cepas de N. meningitidis, seguido
del desarrollo de un esquema que incluye al PC y dos de las mayores PME (PorA
y PorB) (Frasch et al., 1985). Dicho esquema, sirve de base para el desarrollo y la
distribucion de estuches comerciales de gran aceptacion, los que se utilizan para
la identificacion de los serogrupos, serotipos y subtipos (Abdillahi y Poolman,
1987). Sin embargo, a pesar de la ventaja de serotipificar los microorganismos
aislados, el método muestra los inconvenientes provocados por una cobertura
incompleta del panel de AcM utilizado, el fallo en el reconocimiento de los
epitopes debido a la variacion de fase y al intercambio de &cido
desoxirribonucleico (ADN) por los mecanismos de transformacion que ocurren en
esta bacteria, asi como por la seleccidon impuesta por la respuesta inmune del
hospedero (Brehony et al., 2007). La clasificacion solo del serogrupo es
insuficiente para las investigaciones epidemiolégicas. Una mejor discriminacion
esta dada por la determinacién del serotipo y subtipo, sin embargo, muchas cepas
se clasifican como no tipables (NT) o no subtipables (NST) particularmente las de

portadores.

[1.11.1 Nuevos marcadores

Desde el punto de vista del aporte de la microbiologia a los estudios
epidemioldgicos es importante tener en cuenta la epidemiologia local y la global.
Para dar respuesta a las necesidades de la epidemiologia local, se desarrollan los
sistemas de tipificacibn microbioldégicos que podrian definirse como clasicos,
incluyendo los fenotipicos y los moleculares o genotipicos. En los ultimos afios, se
desarrollan sistemas definidos como universales por poder aplicarse a todas las
especies bacterianas: Analisis del ADN mediante electroforesis en campo pulsado
(ECP), PCR (del inglés: “Polymerase Chain Reaction”) arbitrario (AP-PCR), entre
otros (Vazquez y Berrén, 2004).
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La epidemiologia global hace imprescindible el intercambio rapido y preciso de
informacion entre los laboratorios. A menudo, estos no utilizan los mismos
métodos, y aun si lo hicieran, los resultados son dificiles de comparar. Los
métodos mencionados se basan en la generacion de patrones de bandas en
geles de agarosa y su comparacion en formato de imagen. Asi pues, con el
empleo de los mismos, compartir la informacién es un proceso complejo que
requiere la formacion de amplias redes capaces de estabilizar el método, asi
como implantar una metodologia idéntica para el andlisis e intercambio de
imagenes, lo cual complica mucho todo el procedimiento. La necesidad de
desarrollar un marcador valido para la epidemiologia global en el caso de

meningococo se hace, pues, evidente.

[1.12 Prevencion y control

[1.12.1 Quimioprofilaxis

Como en otras enfermedades transmisibles, al interrumpir la cadena de
transmision se previene la aparicion de casos invasivos de EM; actuar sobre el
estado de portador, constituye una forma basica para el control de esta afeccion y
configura la base de la quimioprofilaxis (Lepe y Aznar, 2009). La poblacion diana
de esta medida son los contactos estrechos de los casos clinicos, grupo con un
mayor riesgo, sobre todo durante la primera semana de la aparicion del caso
indice. Reducir el riesgo de enfermar entre los contactos justifica la intervencion
precoz después de la notificacion de los casos invasivos (Cardefiosa, 2006).

La sulfadiacina sddica, por su efectividad, bajo costo y ausencia de efectos
secundarios fue considerada como el mejor quimioprofilactico para la prevencion
de la EM. Sin embargo, en el afilo 1963, se describen las primeras cepas
resistentes (Millar et al., 1963), las que ascienden y se vinculan a brotes y
epidemias (Cartwright, 2006). Ese comportamiento justifica su abandono y el inicio

de ensayos con nuevos farmacos de probada eficacia “in vitro” frente a
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N. meningitidis (minociclina, espiramicina, ofloxacina, ciprofloxacina, rifampicina y
ceftriaxona), (Neri et a., 2010).

La minociclina es efectiva como quimioprofilactico, pero los efectos vestibulares
que produce limitan su administracion. Se utiliza en los casos de resistencia a la
sulfadiacina y a la rifampicina (Fraser et al., 2005). Por otro lado, las quinolonas,
penetran facilmente el tejido faringeo y por alcanzar una concentracion elevada en
la saliva y las secreciones nasales, son también efectivas en la erradicacion del
portador de N. meningitidis. Ademas, tras su administracion, la concentracion
minima inhibitoria (CMI) se mantiene alta durante mas de 12 h. Sin embargo,
puede producir lesiones en el cartilago de crecimiento y no se recomienda en los
nifios pequenos ni en las gestantes. No obstante, a pesar de su eficacia, se
notifican cepas con sensibilidad disminuida y resistentes a la ciprofloxacina (Corso
et al., 2005; Singhal et al., 2007; Chu et al., 2007; Strahilevitz et al., 2007;
Enriquez et al., 2008).

La rifampicina es uno de los farmacos mas eficaces para reducir los portadores de
N. meningitidis, aunque después de su utilizacién puede conducir a la aparicién de
cepas resistentes, por mutaciones en el gen rpoB o alteraciones en la
permeabilidad de la membrana externa (Stefanelli et al., 2001; Rainbow et al
2005). Algunos autores sefialan fallos en su utilizacién para prevencion de la EM y
la reduccion de portadores, otros refieren la ocurrencia de brotes por cepas
resistentes (Pérez et al., 2010).

Las cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona), tras su aplicacion
mantienen una larga vida media en sangre. Esto permite administrarlas en
monodosis y son utiles para el tratamiento y la profilaxis de la EM En situaciones
epidémicas no se recomienda la quimioprofilaxis masiva en los colectivos abiertos.
Esta medida se justifica entre las personas que conviven en el domicilio del
paciente, los nifios que comparten la misma aula o guarderia, en los reclusos de
una misma celda y en el personal de salud que tiene contacto con las secreciones

nasofaringeas del enfermo (Cardefiosa, 2006).
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[1.12.2 Inmunoprofilaxis

La principal medida de prevencion para la EM es la vacunacion. Desde la década
del 70 existen vacunas contra los principales serogrupos de N. meningitidis
(Bilukha y Rosenstein ,2005; Dominguez et al., 2006). Las primeras se obtienen
mediante la purificacion de sus PC, y aunque son eficaces en los nifilos mayores
de dos afios y adultos, son poco inmunogénicas en las edades mas tempranas,
etapa cuando hay una mayor susceptibilidad a esta afeccion (WHO, 2008). El
proceso de conjugacion del PC con una proteina transportadora se desarrolla a
partir de 1987 (Verma y Fisher, 2009). Las vacunas conjugadas son eficaces
frente a los principales agentes etioldégicos de las meningitis bacteriana y a
diferencia de las polisacaridicas, son seguras y eficaces a partir de los dos meses
de edad, producen una proteccién de larga duracién al eliminar el estado de
portador nasofaringeo y reducen la transmision de serogrupos incluidos en la
vacuna. Existen vacunas conjugadas efectivas contra los serogrupos A, C, Y y W-
135. Mientras que, para la prevencion de N. meningitidis B, existen las vacunas de
PME. (Harrison et al., 2010; Sadarangani y Pollard, 2010).

[1.13 Susceptibilidad antimicrobiana de N. meningitidis

Desde que Ehrlich, en 1913, postula el ideal terapéutico de un quimioterapico, se
avanza considerablemente en este campo. No obstante, pese a los beneficios
obtenidos, no existe el farmaco que cumpla con estos postulados y la
investigacion sigue vigente. Por otro lado, la emergencia de nuevas infecciones y
la resistencia a los antimicrobianos actuales, lleva a la busqueda de nuevas
moléculas o a la recuperacién de otras y que el mundo del tratamiento con
antimicrobianos sea un tema muy actual (Lepe et al., 2006). La consecuencia
directa de este fendmeno es la emergencia de cepas multirresistentes y su
solucion involucra esferas como la vigilancia epidemioldgica y el control de los
antimicrobianos, acciones que aportan mejores resultados que el disefio y la

produccion de nuevos farmacos (Spellberg et al., 2008). N. meningitidis no
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escapa a esta problematica y a través del tiempo se describen cambios en su
comportamiento frente a los antimicrobianos profilacticos y terapéuticos utilizados
en la EM (Jorgensen, 2006; Crawford et al. ,2006; Enriquez et al., 2009).

El uso de la penicilina desde 1944, supuso un tratamiento eficaz parala EMy a
pesar de que N. meningitidis no desarrolla con facilidad resistencia a los farmacos,
la emergencia de cepas con Sl a partir de 1985, se convierte en un problema
actual (Arreaza et al., 2000; Jorgensen et al., 2005; Valdés et al., 2008; Ibarz-
Pavon et al., 2012). La penicilina, por su escasa toxicidad, sustituye a la
sulfadiacina sodica y utilizada en altas dosis es una alternativa valida para el
tratamiento de la EM (Trotter et al., 2002), pero la descripcion de cepas con Sl es
un problema de amplia distribucion geogréfica y gran diversidad poblacional
(Jorgensen et al., 2005; du Plessis, et al 2008; lbarz-Pavén et al., 2012). Las
cepas con estas caracteristicas muestran una disminucion de la afinidad por la
proteina fijadora de la penicilina 2 (PBP2), comportamiento también descrito en
Neisserias saprofitas, atribuyéndose su aparicion a procesos de recombinacion
genética que sustituyen partes del gen penA de la PBP, por las correspondientes
regiones de este gen en Neisserias comensales (Stefanelli et al., 2011). Por otro
lado, la resistencia a la penicilina mediada por B-lactamasa se sefiala en casos
muy aislados (Botha, 1995; Fontanals et al; 1989).

El cloranfenicol, descrito en 1947, es un excelente antimicrobiano frente a
N. meningitidis. Se utiliza para el tratamiento de la EM en el continente africano y
por motivos econdmicos, constituye una buena alternativa terapéutica para esa
region. En Espafia, es una opcion para los pacientes alérgicos a la penicilina 'y a
las cefalosporinas de tercera generacion. La resistencia a este farmaco se debe a
la produccidén de la enzima cloranfenicol acetil-transferasa y es poco frecuente,
aunque se notifican en Francia y Vietnam (Oppenheim, 1997; Galimand et al.,
1998; Shultz et al., 2005).

Por su parte, las cefalosporinas de tercera generacion son eficaces contra

N. meningitidis. La ceftriaxona se utiliza con éxito para el control de epidemias y
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muestra su efectividad en la erradicacion del estado de portador (Arreaza et al.,
2000; Antignac et al., 2003; Ibarz- Pavon et al., 2012).
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ll. MATERIALES Y METODOS

[1l.1 Disefio general de la investigacion

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en el marco de la vigilancia
microbiolégica pasiva de N. meningitidis que realiza el LNRNP del IPK y que
incluyé la caracterizacion de los aislamientos recibidos durante 10 afios (2002-
2012). Los aislamientos fueron remitidos por los Centros Provinciales de Higiene y

Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) de las diferentes provincias.

[11.2 Marco de la investigacion

Esta investigacion se realizO en el LNRNP, perteneciente al Departamento de
Bacteriologia-Micologia de la Subdireccion de Microbiologia del IPK. Este
laboratorio posee el equipamiento tecnolégico necesario para brindar servicios
especializados, asi como enfrentar las contingencias que se presenten en Cuba
sobre la EM y otras enfermedades producidas por Neisserias patdogenas, ademas
realiza el control de calidad del diagnéstico de los CPHEM. Todos los afios hace el
diagnéstico microbiolégico a los aislamientos remitidos por las diferentes
provincias del pais. Por sus condiciones técnicas y la preparacion cientifica de los
profesionales que laboran en él, constituye el Centro de Referencia Nacional
reconocido por el MINSAP para acometer los estudios de vigilancia microbiolégica
de la EM en Cuba.

[11.2.1 Universo de trabajo y muestra

El universo de este estudio incluyé 136 aislamientos previamente identificados
como N. meningitidis en diferentes provincias del pais, obtenidos de procesos
invasivos y remitidos al LNRNP-IPK desde enero de 2002 hasta diciembre de
2011. De estos aislamientos, 67 fueron no viables, por lo que la muestra estudiada
incluyo 69 aislamientos. El analisis de estos aislamientos se realiz6 en dos etapas,
la primera incluy6 la caracterizacion fenotipica de los mismos y en la segunda

etapa se realizo el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana.
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[11.3 Consideraciones éticas

Se cumplimentaron las regulaciones descritas para este tipo de estudio, de
acuerdo con lo establecido por las normas éticas, institucionales y regionales de la
medicina actual. La informacién obtenida en el LNRNP-IPK solo se utilizé para la

investigacion, manteniéndose la debida privacidad de los datos del paciente.

[1l.4 Identificacion y caracterizacion de los aislamientos

[11.4.1 Cepas utilizadas

A continuacion se describen las cepas que se incluyeron en esta investigacion:

a) Cepas utilizadas en la caracterizaciéon fenotipica: Se estudiaron 69 cepas de
N. meningitidis remitidas durante 10 afios (2002-2011) al LNRNP-IPK desde las
diferentes provincias de Cuba.

d) Cepas para el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana: De las 69 cepas
viables recibidas durante el periodo objeto de estudio, se investigaron 56 que

mantenian la viabilidad en la segunda etapa.

[11.4.2 Procesamiento de los aislamientos

Los aislamientos se remitieron al LNRNP-IPK en cufias de agar Chocolate y se
procesaron de acuerdo con los métodos convencionales descritos en el Manual de
Operaciones y Procedimientos (MOP) del LNRNP-IPK.

Todos los aislamientos se sembraron en placas de agar Mueller-Hinton (AMH),
enriquecido con suplemento Vitox (Oxoid) y una mezcla de inhibidores (VCN)
compuesta por vancomicina (3 pg/mL), colistina (750 pg/mL) y nistatina (1 250
ug/mL). Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 horas en una
atmosfera humeda con 5-10% de CO,; los aislamientos identificados vy
confirmados como N. meningitidis se conservaron a —80 °C en caldo Triptona

Soya mas glicerol al 20%, para su posterior estudio y clasificacion (anexo 1).

[11.4.3 Cultivo y replicaciéon bacteriana
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Los aislamientos se mantuvieron almacenados en caldo Triptona Soya con 20%
de glicerol a -80 °C. A partir de esta conservacion se realizaron subcultivos a

placas Petri de AMH tal como se describe en el acapite anterior (l11.4.2).

1.4.4 Pruebas de identificaciobn y confirmacion de las cepas de
N. meningitidis

En todos los cultivos obtenidos se siguié el siguiente proceso de identificacion:
tincion de Gram, produccion de citocromo-oxidasa y catalasa, deteccion de la
actividad y-Glutamil-aminopectidasa y la utilizacién de diferentes carbohidratos

(glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa) (Sotolongo F, 1995; OMS, 2009).

[11.4.5 Produccioén de citocromo-oxidasa

Se empled una solucion de Hidrocloruro de Tetrametil-Parafenilendiamina al 1%,
la cual se impregné en una tira de papel de filtro. Las colonias de las cepas a
investigar, se extendieron sobre esta tira de papel y transcurridos unos pocos
segundos, se observo la reaccion producida (MacFaddin, 2006).

Lectura e interpretacién: En los casos positivos se observé la aparicion de un
color puarpura intenso en la estria realizada sobre el papel de filtro; en los casos

negativos no se produjo este cambio de color.

[11.4.6 Produccion de catalasa

Se coloc6 una gota de Perdxido de Hidrégeno (H20,) al 3% sobre una lamina
portaobjetos. Luego, con la ayuda de un asa estéril desechable, se depositd una
asada de la cepa a investigar sobre la gota de H,0, (MacFaddin, 2006).

Lectura e interpretacion: En los casos positivos, a los pocos segundos, se
observd la produccion de burbujas y en los negativos, no se visualizO esta

reaccion.

[11.4.7 Deteccidon de la actividad y-Glutamil-aminopectidasa
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Se determind mediante el sistema Enzyline y-GT 20S (bioMerieux). Una
suspension bacteriana de las cepas a investigar, se depositdé en la solucion del
reactivo preparada en el momento del ensayo (segun instrucciones del fabricante),
se mantuvo a la temperatura del laboratorio (20-25 °C) durante 30 minutos y
posteriormente se realizé la lectura (Sotolongo F, 1995).

Lectura e interpretacion: En los casos positivos, a los 30 min, la suspension
bacteriana tomo un color amarillo intenso y en los negativos, no hubo cambio de

color.

[11.4.8 Utilizacion de carbohidratos

Como medio base se empled el agar Cistina Tripticasa (CTA) (Difco). Al medio
base se le afiadieron los azlcares (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa) a una
concentracion del 1%, previamente esterilizados de forma independiente (filtros
0,22 um, Sartorius) en soluciones al 10%. Para la siembra, mediante asa estéril
desechable, se tomé un in6culo bacteriano abundante, el que se sembré por
puncion, en cada uno de los tubos que contenian los azucares incorporados al
medio base, posteriormente se incubé a 37 °C, sin CO, ( Sotolongo F, 1995; OMS,
2009).

Lectura e interpretacion: Se interpreté como reaccidén positiva, si existio un
cambio de color del indicador de pH (Rojo Fenol), de anaranjado a amarillo. En los

casos hegativos, no se observé esta reaccion.

[11.4.9 Determinacién de los serogrupos

La determinacién de los serogrupos se realizd por el método de aglutinacion en
laminas portaobjetos con antisueros comerciales monovalentes dirigidos contra los
serogrupos A, B, C, Y y W135 (Difco) y mediante la aglutinacion con particulas de
Latex (Wellcogen®). A partir de un cultivo puro de N. meningitidis se realiz6 una

suspension bacteriana densa; luego, una gota de cada suspension se enfrento a
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los antisueros especificos, se realizdé una rotacién de la mezcla y se observo la
aparicion de aglutinacion (Sotolongo F, 1995; OMS, 2009).

Interpretacion: El resultado de la aglutinacion se definié en funcidn del antisuero
que aglutind al ponerse en contacto con la suspension bacteriana. Las cepas que
no aglutinaron, las que lo hicieron con mas de uno de los antisueros probados y
aguellas que no aglutinaron con ninguno de estos, se identificaron como cepas de
N. meningitidis no agrupables (NA). Respecto al latex, se interpretd como positiva,
aquella reaccion donde se observd una aglutinacion visible de las particulas de
latex en un plazo de tres minutos con alguno de los reactivos del panel,
acompafado por reacciones negativas con los otros reactivos. Se clasificaron
como cepas NA las que no aglutinaron, las que lo hicieron con mas de uno de los
antisueros y las que no aglutinaron con ninguno.

En aquellas cepas donde la reaccion de aglutinacion fue dudosa, la
seroagrupacion se realiz6 mediante PCR a partir del ADN obtenido por el sistema

comercial Wizard Genomic DNA purification (Promega).

[11.4.10 Determinacion del serogrupo mediante PCR

Se realizé un PCR cualitativo cuyos pasos se describen a continuacion:
Extraccién de ADN

A las cepas de N. meningitidis se le afiadié 200 pL de tampon lisis (CINa 100 mM,
EDTA 100 mM, 0.5% de SDS, pH 8). Se resuspendid por vértex durante 30
segundos y se le afiadié 50 pL de proteinasa K (20 mg/ mL). Luego, se incubaron
1 hora a 56 °C. El ADN se extrajo mediante solucién de fenol/cloroformo y se
precipité con 2 volimenes de etanol frio al 95% y CINa a una concentracion final
de 150 mM. EI ADN se lavé con 1 mL de etanol al 70% y luego se resuspendio en
50 pL de H,O bidestilada estéril. EI ADN se conservé a -20 °C para utilizarse
posteriormente en la reaccion de PCR.

Mezclay condiciones de lareaccion de PCR
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La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 50 pL compuesto por 0,2
mM de cada dNTP; 1,5 mM de CI,Mg; 25 pM de cada cebador, 5 uL de tampoén
10X; 0,25 U de Taq polimerasa y 2 pL de ADN (Promega). Las reacciones se
amplificaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler personal, Alemania).
Para la determinacion de los serogrupos se utilizaron cebadores que amplifican
diferentes regiones del gen orf (tabla 1). El programa de PCR se realiz6 de la
siguiente manera: desnaturalizacién inicial por 2 min a 94 °C; seguido de 30 ciclos
de 30 seg a 92 °C, 30 seg a 58 °C, 30 seg a 72 °C y una extension final a 72 °C
durante 5 min. En cada una de las reacciones se utilizaron como controles
positivos las cepas de referencia de N. meningitidis 2695 (serogrupo B),
N. meningitidis (A, C, W-135, Y) y como control negativo se empleo una cepa de
N. lactamica.

Andlisis de los productos amplificados

Los productos de PCR se aplicaron en una electroforesis submarina en gel de
agarosa (Promega) al 2% (p/v), con 2% de bromuro de etidio, utilizando el tampon
de corrida Tris-Borato-EDTA (TBE) a una concentracion de 1X, segun el
procedimiento estandar. Las tallas de los productos amplificados se determinaron
comparandolos con el marcador de peso molecular de 100 bp ADN Step Ladder
(Promega). Los resultados de la electroforesis se visualizaron a través de un
transiluminador de luz UV (Vilber Loumat, Francia).
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados para la determinacion del

serogrupo de las cepas de N. meningitidis estudiadas.

Fragmento
Genes Diana | Secuencia de los cebadores (5" — 3°) que

amplifica

5-CGCAATAGGTGTATATATTCTTCC-3'
orf-2 (A) 400pb
5-CGTAATAGTTTCGTATGCCTTCTT-3'

) 5-GGATCATTTCAGTGTTTTCCACCA-3'
siaD (B) 450pb
5-GCATGCTGGAGGAATAAGCATTAA-3'

_ 5 TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT-3'
siaD (C) 250pb
5-CAATCACGATTTGCCCAATTGAC-3'

_ 5-CAGAAAGTGAGGGATTTCCATA-3’
siaD (W135) 120pb
5'-CACAACCATTTTCATTATAGTTACTGT-3'

iab (v) 5-CTCAAAGCGAAGGCTTTGGTTA-3' 1200h
Sla
5-CTGAAGCGTTTTCATTATAATTGCTAA-3' P

Cepas patrén de serogrupos de N. meningitidis

Para la determinacién del serogrupo se utilizaron las siguientes cepas de
referencia: A (M139), B (M166), C (M137), X (M405), Y (M406), Z (M406) y W-135
(M603), todas pertenecientes a la coleccion de cultivos del IPK. Ademas, se utilizd
la cepa vacunal cubana de N. meningitidis B (385/83) del Departamento de

Colecciones de Cultivo del Instituto Finlay

[11.3.11 Determinacion de serotipos y subtipos
Se utilizé un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras AcM, segun el
protocolo descrito por Abdillahi y Poolman (1987), modificado por Garcia (1991).
Esta modificacion consistio en disminuir a 1 hora el tiempo de incubacion con el
conjugado, y el empleo de Tween 20, en sustitucion de Tween 80. Para determinar
los serotipos y subtipos se empledé un panel comercial de AcM, del Instituto
Nacional para Control Biolégico y Estandares del Reino Unido (NIBSC) (tablas 2 y
3).
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales especificos para determinar los serotipos de

N. meningitidis

AcM Serotipos
MN3C6B 1
MN2D3F 2a
MN2C3B 2b
MN14G21 4
MN5C8C 14
6B11-E2-B5 21

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales especificos para determinar los subtipos de

N. meningitidis

AcM Subtipos
MN14C2.3 P1.1
MN16C13F4 P1.2
MN20B9.34 P1.4
MNZ22A9.19 P1.5
MN19D6.13 P1.6
MN14C11.6 P1.7
MN5A10F P1.9
MN20F4.17 P1.10
MNZ20A7.0 P1.12
MN24H10.75 P1.13
MN3C5C P1.15
MN5C11G P1.16
8B5-5-G9 P1.19
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Para la determinacion de los sero/subtipos se utilizaron las siguientes cepas
patrones (tabla 4), todas pertenecientes a la coleccion de cultivos del IPK.
Ademas, se utilizé la cepa vacunal cubana de N. meningitidis B (385/83) del

Departamento de Colecciones de Cultivo del Instituto Finlay.

Tabla 4. Cepas patrones empleadas para la determinacion de serotipos y subtipos

de N. meningitidis

Cepas Serotipo/subtipos Cepas Serotipo/subtipos
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
M982 9:P1.9 S3032 12:P1.12,16
S3446 14:P1.6,14 H355 15:P1.15
H44/76 15:P1.7,16 882066 NT:P1.4

[11.5 Susceptibilidad antimicrobiana

El estudio de la susceptibilidad antimicrobiana para la determinacién de la CMI se
llevé a cabo por E-test, siguiendo las normas establecidas por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, del inglés Clinical and Laboratory
Standards Institute), para los siguientes antimicrobianos: penicilina G, ceftriaxona,
cloranfenicol, rifampicina, cotrimoxazol y ciprofloxacina (CLSI, 2012).

A partir del crecimiento bacteriano puro se prepararon suspensiones en caldo
Mueller-Hinton y se ajusto la concentracion, tomando como referencia el patron de
turbidez del tubo 0,5 de la escala de McFarland (1X10% UFC/mL). Con la ayuda de
un hisopo estéril, esta suspension se sembrd en tres direcciones, con el fin de
asegurar la uniformidad del inéculo en las placas de AMH suplementadas con
sangre de carnero al 5%. Las tiras de E-test se colocaron sobre la superficie del
medio mediante pinzas estériles. Las placas se incubaron a 37 °C con 5% de CO,
durante 18-24 h.
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Para la lectura de los resultados, se asumiéo como CMI el punto donde la elipse de
crecimiento bacteriano intercept6 la escala de la tira, leyéndose siempre el punto
de completa inhibicion de todo el crecimiento, incluyendo el desarrollo difuso y las
colonias aisladas. Se interpretdé como CMI, la menor concentracion del
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento microbiano y se emplearon las
categorias de sensible (S), sensibilidad intermedia (SI) y resistente (R), segun los
rangos descritos (CLSI, 2012) (tabla 5).

Tabla 5. Valores de corte para los antimicrobianos utilizados en el estudio segun
los criterios del CLSI (2011).

. : Criterios CLSI (pg/mL)
Antimicrobianos

S Sl R
Penicilina <0,06 0,12-0,25 >0,5
Cotrimoxazol <0,12/2,4 0,25/4,75 >0,5/9,5
Rifampicina <0,5 1 >2
Cloranfenicol <2 4 >8
Ciprofloxacina <0,03 0,06 >0,12
Ceftriaxona <0,12 - -

[11.5.1 Produccion de la enzima 3-lactamasa
A los aislamientos identificados como resistentes a la penicilina se les determind la
actividad de la enzima B-lactamasa mediante el método de la Nitrocefina

Cromégena, de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Oxoid).

[11.6 Recogida de la informacion

Para la recogida de la informacién se consultaron los datos incluidos en la planilla
“Modelo de Envio de Muestras para el Diagnostico Microbiologico”, que constituye
el documento vigente y autorizado por el MINSAP para este propésito. Ademas, se
consultd el Libro de Registro de Entrada de las Cepas del LNRNP-IPK, de donde

se tomaron los datos correspondientes (procedencia de las muestras por
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provincias, fuente de los aislamientos y afios) y el Sistema de Vigilancia Nacional
de Meningitis Bacteriana del IPK (VNMB).

[1l.7 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos se introdujeron en una base de datos, utilizando el programa
Microsoft Excel 2007.Se calcularon las frecuencias absolutas y los porcentajes de

las varibles investigadas.
Operacionalizacion de las variables

Para cumplimentar los objetivos trazados se estudiaron las variables que se

muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Operacionalizacion de las variables demogréaficas y microbiolégicas

evaluadas durante el estudio.

Variables

Operacionalizacion de las variables

Clasificacion
de la variable

Categorias de la escala

Definicién de las categorias
de la escala

Se tuvo en cuenta la

distribucién de las provincias,

Procedencia del Cualitativa Regiones occidental, central i L »
. . . . segun la division politica
aislamiento nominal y oriental o ) )
administrativa vigente hasta
el afio 2011
Segun el lugar de
o procedencia de la toma de
Fuente de los Cualitativa ) ) )
] ) ] Sangre, petequias y LCR muestra para el aislamiento,
aislamientos nominal )
referido en la boleta de
recogida de los datos
o Segun resultado de ELISA
] Cualitativa 4: NT; 2a; 7; 17; 4.15; .
Serotipos . con AcM especificos para
nominal 4.7, 15; 21; 7.17 .
cada serotipo
P1.2;P1.4,19;P1.9; P1.1;P1.19,15;
) Cualitativa P1.15,16; P1.9,15 Segun resultado de ELISA
Subtipos ] »
nominal con AcM especificos para
B:4:P1.15; B:4:P1.19; B:2a:P1.5; B:7:P1.15;
B:NT:P1.NST; B:NT:P1.15; B:4:P1.4,19;
B:4:P1.9; B:NT:P1.2; B:4,7:P1.15;
F i Cualitativa B:15:P1.4; B:17:P1.15; B:17:P1.15,16; Segun la combinacién de
enotipos
P nominal B:21:P1.NST; B:4,15:P1.19; B:4,15:P1.4; serogrupo serotipo y subtipo
B:4:P1.NST; B:4:P1.19.15; B:4:P1.9,15;
B:7,17:P1.NST; B:NT:P1.1;
B:NT:P1.4;C:2a:P1.5
) Susceptibilidad demostrada
o o Sensible ) ]
Susceptibilidad Cualitativa ] para cada aislamiento en
Intermedia
antimicrobiana Nominal ) estudio, segun criterios CLSI,
Resistente

2012
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IV. RESULTADOS

IV.1 Caracterizacion del universo de estudio

La vigilancia microbiolégica de este trabajo incluy6 10 afios y durante este periodo
se recibieron 136 aislamientos de N. meningitidis, remitidos desde las diferentes
provincias del pais (tabla 7). Al reagruparse estas por regiones (occidental, central
y oriental) se observo que 53,7% correspondieron a la region central, donde las
provincias con mayores porcentajes de remision fueron: Villa Clara (26,5%),
Cienfuegos y Camaguey, ambos con cifras idénticas (8,8%); en el occidente, se

destacaron Ciudad de La Habana y Matanzas, con 11,0 y 9,6%, respectivamente

Tabla 7. Distribuciéon de las cepas de N. meningitidis enviadas por las diferentes
provincias de Cuba. LNRNP- IPK, 2002-2011.

Provincias* n %
Pinar del Rio 5 3,7
La Habana 1 0,7
Ciudad de La Habana 15 11,0
Matanzas 13 9,6
Cienfuegos 12 8,8
Villa Clara 36 26,5
S. Spiritus 6 4.4
Ciego de Avila 7 5,1
Camagley 12 8,8
Las Tunas 5 3,7
Granma 7 51
Holguin 6 4.4
Santiago de Cuba 8 5,9
Guantanamo 2 15
Isla de la Juventud 1 0,7
Total 136 100,0

Fuente: Modelo de envio de muestras

Leyenda: *Dado el periodo de estudio, se adopté segun la distribucion politica administrativa vigente hasta el 2011.
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IV.2 Analisis de la viabilidad de los aislamientos recibidos en el LNRNP por
afo de estudio

El porcentaje de cepas viables fue de 50,7% y el de no viables 49,3% (datos no
mostrados en la tabla). El mayor nUmero de aislamientos viables recibidos durante
el periodo investigado correspondio al afio 2006 (88,8%), seguidos por los afios
2008 (77,7%) y 2009 (70,0%). Los otros afos investigados mostraron porcentajes
inferiores (tabla 8).

Tabla 8. Distribucion anual de los aislamientos de N. meningitidis, recibidos y viables en el
LNRNP- IPK, 2002-2011.

Aislamientos

Afios
Recibidos Viables

n %
2002 38 13 34,2
2003 16 8 50
2004 13 3 23,1
2005 14 8 57,1
2006 11 9 88,8
2007 7 4 54,1
2008 9 7 77,7
2009 10 7 70,0
2010 13 7 53,8
2011 5 3 60,0

Fuente: Modelo de envio de muestras
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IV.3 Fuente de los aislamientos recibidos en el LNRNP entre 2002-2011
De los 136 aislamientos se recuperaron el 90% (122) a partir del cultivo del LCR,;
9% se obtuvieron de los hemocultivos (12) y el 1% se aislaron de las petequias (2)

(figura 2).

9%

1%

M sangre M LCR W petequias

Fuente: Modelo de envio de muestras
Figura 2. Distribucion de la fuente de los aislamientos de N.meningitidis recibidos en el LNRNP-

IPK, 2002-2011

IV.4 Distribuciéon de serogrupos y sero/subtipos en las cepas estudiadas
Los serogrupos, serotipos y subtipos detectados se describen en la tabla 9. Hubo
un predominio casi absoluto del serogrupo B (98,6%), con un aislamiento del C

(1,4%). La deteccion de serogrupo B para siete aislamientos se logré por PCR.

Respecto a los serotipos se observo un franco predominio del serotipo 4 (55,1%),
seguidos por cepas NT (15,9%) y 2a (8,7%). Otros serotipos como el 15,21y 7,17
se identificaron en un aislamiento (1,4%). Se observo diversidad respecto a los
subtipos, predominaron el P1.15 (42%) y P1.19 (20,3%), seguidos de los
aislamientos NST (10,1%). Otros subtipos mostraron una baja frecuencia. La

relacion P1.19,15 se observo en un aislamiento (1,4%) (tabla 9).
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Tabla 9. Marcadores epidemiologicos de las cepas de N. meningitidis identificados
durante el periodo investigado. LNRNP-IPK, 2002-2011

Marcadores
Epidemiolégicos Clasificacién Numero de aislamientos %
B 68 98,6
Serogrupos C 1 1,4
Total: 69 Total: 100,0
4 38 55,1
Serotipos NT 11 15,9
2a 6 8,7
7 5 7,2
17 2 29
4,15 2 2,9
4,7 2 2,9
15 1 1,4
21 1 14
7,17 1 14
Total: 69 Total: 100,0
P1.15 29 42,0
Subtipos P1.19 14 20,3
P1.NST 7 10,1
P1.5 6 8,7
P1.4 3 4,3
P1.2 2 2,9
P1.4,19 2 2,9
P1.9 2 2,9
P1.1 1 14
P1.19,15 1 14
P1.15,16 1 1,4
P1.9,15 1 1,4
Total: 69 Total: 100,0
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IV.4 Distribucion de fenotipos en las cepas estudiadas

Predoming el fenotipo B:4:P1.15 (18/26,1%), seguido por el B:4:P1.19 (13/18,9%),
B:2a:P1.5 y B:7:P1.15, ambos con el mismo numero de aislamientos (5/7,2%).
Otros mostraron porcentajes bajos, aunque es importante destacar la presencia
del fenotipo C: 2a:P1.5 (1,4%) (tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de los fenotipos de N. meningitidis identificados durante el
periodo investigado. LNRNP-IPK, 2002-2011.

Fenotipos NUumero de aislamientos %
B:4:P1.15 18 26,1
B:4:P1.19 13 18,9
B:2a:P1.5 5 7,2
B:7:P1.15 5 7,2
B:NT:P1.NST 4 5,8
B:NT:P1.15 3 4,4
B:4:P1.4,19 2 29
B:4:P1.9 2 2,9
B:NT:P1.2 2 29
B:4,7:P1.15 2 2,9
B:15:P1.4 1 1,4
B:17:P1.15 1 1,4
B:17:P1.15,16 1 1,4
B:21:P1.NST 1 1,4
B:4,15:P1.19 1 1,4
B:4,15:P1.4 1 1,4
B:4:P1.NST 1 14
B:4:P1.19.15 1 14
B:4:P1.9,15 1 14
B:7,17:P1.NST 1 14
B:NT:P1.1 1 14
B:NT:P1.4 1 14
C:2a:P15 1 14
Total 69 100,0
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IV.5 Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de N. meningitidis
estudiadas

Al analizar la susceptibilidad de los aislamientos investigados, aunque
predominaron la cepas sensibles, cabe destacar la alta resistencia al cotrimoxazol
(52/92,8%). Hubo también cepas resistentes a la penicilina (5/8,9%), al
cloranfenicol (3/5,45%) y a la ciprofloxacina (6/10,76%). Todos los aislamientos
fueron sensibles (100%) a la ceftriaxona (tabla 11) y ninguna cepa resistente a la

penicilina produjo B-lactamasa.

Tabla 11. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de N. meningitidis aisladas
durante el periodo investigado. IPK, 2002-2011.

Antimicrobianos Sensible Sensibilidad Resistente
intermedia

n % n % n %
Penicilina 49 87,5 2 3.57 5 8.9
Ceftriaxona 56 100 0 0,0 0 0,0
Cloranfenicol 52 92,8 1 1,78 3 53
Rifampicina 55 98,2 1 1,78 0 0,0
Ciprofloxacina 50 89,3 0 0,0 6 10,7
Cotrimoxazol 3 53 1 1,8 52 92,8
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V. DISCUSION

V. 1 Procedenciay viabilidad de los aislamientos remitidos al LNRNP

La vigilancia de las MB se establece en Cuba desde 1961 como parte de las
Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDO); luego, a partir de la epidemia de
EM, se implanta una vigilancia especial de cobertura nacional para esta
enfermedad, pero desde los afios 90, el incremento de la frecuencia de otras
bacterias causantes de MB (sobre todo de Haemophilus influenzae vy
Streptococcus pneumoniae), motiva la implementacion, en 1998, de un sistema de
VNMB en el IPK, como parte del Programa Nacional y Control de los Sindromes
Neuroldgicos Infecciosos, o que permite la obtencion de una informacién mas
completa sobre la EM. (Valcércel et al., 1991; Pérez et al., 2003). La remision de
N. meningitidis al LNRNP en condiciones Optimas, forma parte de la vigilancia
epidemiologica de la EM vy contribuye al conocimiento, identificacion vy
caracterizacion de los aislamientos obtenidos en la comunidad.

En los 10 afios analizados, la remision de cepas de N. meningitidis desde las
diferentes provincias de Cuba, puso de manifiesto que Villa Clara y Ciudad de La
Habana, remitieron el mayor numero de cepas, seguidas por Matanzas,
Cienfuegos y Camaguey. El bajo numero de aislamientos recibidos pudiera estar
en correspondencia con el descenso de los casos de EM en Cuba después de la
inmunizacién con VA-MENGOC-BC®. La introduccién de esta vacuna al PNI
produjo un descenso pronunciado y mantenido de la tasa de incidencia general de
EM en todo el pais, la que en estos momentos es muy baja (0,1/100 000 hab)
(Pérez et al., 2010?%; Anuario Estadistico, 2011).

No obstante, histéricamente, algunas provincias centrales y occidentales, asi
como Camagiiey mantienen una remision sistematica, quizas porque durante la
epidemia de EM mantenian altas tasas de incidencia e integraban las provincias
involucradas en el trabajo de campo sobre la vacunacion antimeningocdcica

cubana (Valcarcel et al., 1991). Por otro lado, Pérez et al., 2010% en
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correspondencia con los resultados de este trabajo, destacan a Villa Clara,
Cienfuegos y Ciudad de La Habana entre las provincias de mas alta incidencia de
MB en la comunidad durante la década 1998-2007, aunque incluyen también a
Guantanamo, regién que remitié un nimero muy limitado de cepas al LNRNP en
los 10 afios que abarco este trabajo.

Ratifican también este planteamiento, Rodriguez et al., 2010, quienes ubican a
Ciudad de La Habana, Cienfuegos y Villa Clara, entre las provincias con las tasas
de MB mas elevadas. Otros autores, buscan una posible relacion entre la
incidencia de las MB y las caracteristicas geogréficas, al describir que, en la region
central de Cuba, hay una mayor radiacién solar y variabilidad climatica, factores
gue pudieran favorecer a un mayor niumero de casos en esa region (Ortiz et al.,
2006).

Al analizar las cepas recibidas en el LNRNP se constaté un numero inferior al de
los casos de EM notificados (222 casos), por el sistema de VNMB del IPK. Este
resultado pudo estar vinculado a la no remision de todas las cepas aisladas por los
CPHEM, tal como est4 orientado por el Programa Nacional de Prevencion y
Control de Sindromes Neurolégicos Infecciosos (Quintana et al., 1999); ademas,
en algunos casos, la notificacion no siempre se acompafia de un aislamiento
bacteriano. No obstante, la incidencia de EM en Cuba se mantiene muy baja y no
representa un problema de salud después de mas de 20 afios de inmunizacion
con VA-MENGOC-BC® (Pérez et al., 2010°). Este comportamiento apoyaria, en
parte, el bajo nimero de cepas remitidas al LNRNP desde los CPHEM, aunque, el
descenso en la remisiébn pudiera también relacionarse a un diagndstico
microbiolégico menos fortalecido por los laboratorios que integran la red de salud.
Influyen de manera significativa en la recuperacion de este microorganismo
problemas relacionados con la calidad de la toma de muestras, asi como las
dificultades en el transporte y la conservacion de las cepas recuperadas y el

tratamiento antimicrobiano previo de los pacientes (Pérez et al., 2010P).
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Durante 1985 y 1986, el diagnostico microbiolégico de N. meningitidis alcanza
porcentajes de 74,2 y 85,7%, cifras superiores a las obtenidas en los ultimos afos
(Valcércel et al., 1991). Pérez et al., 2008, sefialan que los porcentajes de no
identificacion de los agentes causales de MB entre los afios 1998-2007, oscilan
entre 40,9-73,4%. Por otro lado, en Camagley, Sanchén et al., 2010, refieren una
positividad bacteriolégica (55%) superior al indicador nacional (50%). Las MB sin
agente especifico aislado o identificado constituyen alrededor de las % partes del
total de los casos reportados en este grupo de infecciones. (Pérez et al., 2008).
Rodriguez et al., 2010 en su valoracion de las MB en el primer semestre de 2010 y
2009, notifican 53 y 44%, respectivamente de MB sin agente especifico o
identificado.

En Espafia, un estudio sobre el diagnostico bacteriolégico de la MB, llama la
atencion sobre el elevado niamero de casos de probable etiologia bacteriana sin
diagnéstico preciso, por no existir una confirmacion bacteriolégica en los cultivos
realizados y relaciona este comportamiento con el uso indiscriminado de
antibiéticos previo a la toma de muestras (Martinez-Boné, 2004). Otros relacionan
los fallos con una inadecuada técnica de recogida y remisién de las muestras al
laboratorio, dada la labilidad de algunas bacterias como N. meningitidis, ademas,
lo vinculan con la escasa sensibilidad que tienen algunos de los métodos
microbiolégicos disponibles (Costa, 2006).

La obtencién de microorganismos viables es fundamental para el trabajo de los
laboratorios de referencia, estos requieren de una remisién en condiciones
adecuadas. En este sentido, hay que recordar la labilidad y dificil preservacion de
N. meningitidis. Ademas, los subcultivos frecuentes y el almacenamiento
prolongado pueden conducir a una pérdida de su viabilidad y virulencia, asi como
ocasionar también cambios en sus propiedades antigénicas (Martinez et al.,
2003). La remision constituye un obstaculo a vencer cuando se necesita la
recuperacion optima de este microorganismo. Para lograr este proposito, se

requieren métodos y medios de cultivo que garanticen su viabilidad, actividad que
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adquiere mayor relevancia, cuando las cepas se remiten a lugares distantes (Ajello
et al.,, 1984; Popovic et al.,, 1998; Martinez et al., 2004). La remision de
N. meningitidis al LNRNP en condiciones oOptimas, forma parte de la vigilancia
epidemiologica de la EM y contribuye al conocimiento, identificacion y

caracterizacion de los aislamientos obtenidos en la comunidad.

V.2 Fuente de los aislamientos recibidos en el LNRNP

El diagnostico de certeza y la confirmacion de la EM se basa en el aislamiento de
N. meningitidis a partir de liquidos biol6gicos (LCR, sangre, liquido sinovial, pleural
o pericardico, entre otros) (Quintana et al., 1999), las dos primeras muestras son
las més investigadas. La puncion lumbar y el andlisis del LCR constituyen el
procedimiento mas importante para el diagnéstico de los casos con sospecha
clinica de meningitis, siempre y cuando no represente ningun riesgo para la
seguridad del paciente.

El resultado de este trabajo se correspondié con los descritos en la literatura. El
grupo SIREVA (Sistema Regional de Vigilancia en las Américas, en América
Latina y el Caribe), identifican los mayores porcentajes de aislamientos de
N. meningitidis a partir del cultivo de LCR (78,7%), cifras inferiores refieren para el
hemocultivo (19,9%) y las petequias (1,4%) (Gabastou et al., 2008). Mientras que,
Panchon y Lopez (1998), asi como Costa (2006), en Espafa, refieren entre 60 y
80%, respectivamente de positividad en los cultivos de LCR.

Los hemocultivos son de una importancia capital no solo porque establecen con
certeza el diagnoéstico etiolégico, sino también porque la identificacion del
microorganismo causal y el estudio de su sensibilidad a los antimicrobianos
permite elegir el tratamiento mas eficaz. Por ello, el diagnostico de las
bacteriemias, con un adecuado procesamiento de los hemocultivos debe ser una
actividad prioritaria en los laboratorios de microbiologia clinica. La positividad de
esta muestra estd muy vinculada al tratamiento previo con antimicrobianos. Bohr

et al., 1983 refieren 90% de positividad en pacientes sin tratamiento previo.
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Las petequias representan microémbolos con bacterias presentes en la lesion y
constituyen muestras Utiles para el aislamiento y cultivo de N. meningitidis. A partir
del raspado o puncion de las mismas se puede practicar la tincion de Gram vy el
cultivo, con buenos resultados, sobre todo en los pacientes sin tratamiento
antimicrobiano previo. Brines (1998), en Espafia, detecta 80% de positividad a
partir de pacientes con lesiones purpuricas. No se encontré0 en la literatura
consultada ningun trabajo sobre la utilidad de esta muestra en Cuba; pero el
namero limitado de cepas remitidas al LNRNP, pudiera estar relacionado a que
pocos laboratorios toman en cuenta la posibilidad de aislamientos a partir de esta
muestra, a pesar de que la literatura describe un alto porcentaje de pacientes

(75%) con manifestaciones purpuricas (Fauci et al., 2008).

V. 3 Distribucion de serogrupos y serosubtipos en las cepas estudiadas

El diagndstico microbioldgico de la EM es fundamental para la deteccidén de los
cambios y las tendencias epidemiol6gicas, asi como la aparicién de resistencia a
los antimicrobianos en las cepas circulantes. Los procedimientos microbiol6gicos
clasicos tienen especial importancia para el manejo clinico del paciente, mientras
gue las nuevas técnicas de microbiologia molecular son fundamentales para la
deteccién y la caracterizacion de nuevos brotes epidémicos. (Codina et al., 2011).
Frasch et al., 1985, basado en la integracion de esquemas previos, proponen un
sistema Unico para la clasificacion fenotipica de N. meningitidis, utilizando un
disefio semejante al sistema OKH empleado para Escherichia Coli. En ese
sistema, el serogrupo esta dado por las diferencias antigénicas del PC; el serotipo
por las diferencias de las PME de clase 2/3; el subtipo por las PME de clase 1y el
inmunotipo por las diferencias antigénicas de los LPS.

El seroagrupamiento puede condicionar el comportamiento epidemiolégico
temporal de las cepas de N. meningitidis. ElI serogrupo B ocasiona casos
esporadicos, endémicos o0 epidémicos con periodos interepidémicos de duracion

variable, asociandose con brotes prolongados en Cuba, Europa, Chile y Nueva
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Zelanda, regiones donde los casos presentan una elevada morbimortalidad
(Valcarcel et al., 1991; Castillo et al., 1994; Stephens, 2007; Caugant, 2009; Ibarz-
Pavon et al., 2011).

Mientras que, el serogrupo C se vincula con brotes y ondas epidémicas no
perdurables. Este serogrupo provoca brotes locales en Estados Unidos, Canada y
Europa Occidental (Rouphael y Stephens, 2012). Por otro lado,
N. meningitidis A se relaciona con grandes epidemias, sobre todo en el "cinturén
de la meningitis", zona del continente africano que abarca 21 paises y que se
extiende desde Senegal hasta Etiopia. En esa region se notifican también desde
2002, brotes por el serogrupo X en Niger y Ghana (Boisier et al., 2007). Es en el
“cinturdn de la meningitis” donde ocurren los mayores brotes de EM del mundo. La
epidemiologia molecular y el andlisis genético sugieren que el serogrupo A es su
principal agente etiolégico, aunque los serogrupos C, W-135 y X estan también
involucrados; entre los afios 2000-2002, N. meningitidis W-135 provoca brotes de
EM asociados al peregrinaje de los musulmanes a La Meca (Raghunathan et al.,
2006; Lemos et al., 2010).

En este trabajo, la casi totalidad de la cepas pertenecieron al serogrupo By el C
se identifico en un caso. El serogrupo B aumenta a partir de la década de los afios
90 en las Américas, Europa y Asia. En América, se notifican brotes o epidemias en
Cuba, Estados Unidos, Brasil, Chile, Argentina y Uruguay, entre otros (Castillo et
al., 1994; Martin et al.,, 1998; Gonzélez de Aledo et al., 2004; Vazquez, 2006;
Chiavetta et al., 2007; Gabastou et al., 2008; Climent et al., 2010; Ibarz-Pavon et
al., 2011). Ibarz-Pavén et al.,, 2012, en 4 735 aislamientos de N. meningitidis
notificados por 19 paises latinoamericanos y caribefios entre 2006 a 2010
describen el predominio del serogrupo C en Brasil; el B prevalece en el Cono Sur;
mientras que, en los paises andinos como México, Centro América y la region del
Caribe circulan los serogrupos B, Cy Y.

En Europa, el serogrupo B se identifica en Espafa, Francia, Australia, Noruega,

Republica Checa y Nueva Zelanda, entre otros. En este Ultimo, ocasiona una
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epidemia con una morbimortalidad elevada, que motiva al igual que en Cuba, el
desarrollo de una vacuna hecha a la medida a partir de la cepa responsable (B:
4:P1.7b, 4) de esa epidemia (Martin et al., 1998; Tapsall, 2008). Espafia, identifica
un alto porcentaje del serogrupo B (80 - 90%) desde finales de los afos 70
(Vazquez, 2006) y en la Republica Checa, observan también el ascenso del
serogrupo C, asociado a un complejo clonal virulento (Kris, 2004).

En Cuba, durante la epidemia de EM, N. meningitidis B se aisla en 93,6% de las
cepas investigadas, seguido por el C (3,6%) (Valcarcel et al., 1991). El predominio
del serogrupo B detectado en este trabajo se correspondié con los resultados
descritos con anterioridad por Martinez et al., 2006, quienes en 728 cepas de
N. meningitidis correspondientes a enfermos y portadores (1982-2002) de dos
etapas diferentes: epidémica y posepidémica, detectan durante la epidemia, un
predominio del serogrupo B en enfermos (96,77%) y portadores (67,30%). Sin
embargo, en la etapa posepidémica, todas las cepas invasivas son serogrupo B
(100%), pero en los portadores predominan las NA (70,77%) (Martinez et al.,
2006?; Martinez et al., 2006°). Un predominio del serogrupo B describen también
Climent et al., 2010 (96,60%), asi como Pérez et al., 2010°.

Un porcentaje inferior del serogrupo B (36,65%) observan Jorgensen et al., 2005,
en 442 cepas aisladas en Estados Unidos y regiones de Europa, América, Asia y
Australia. Es también inferior (69%) la cifra notificada por Gabastou et al., 2008, en
6 955 aislamientos de casos invasivos en América Latina y el Caribe. Mientras
que, Canada, refiere en 552 aislamientos invasivos, a los serogrupos B (34,6%), C
(50%), Y (11,1%) y W-135 (4,2%) (Tsang et al., 2004; Law et al., 2006), resultados
gue no se correspondieron con los de este trabajo.

Aungue en esta investigacion, el nimero de cepas del serogrupo C fue minimo,
este serogrupo es un importante agente causal de EM en diversas regiones del
mundo (Tsang et al., 2004; Kris, 2004; Vazquez 2006; Gabastou et al., 2008;
Rouphael y Stephens, 2012). Respecto al mismo, el autor de esta tesis considera

su hallazgo como una importante sefial de alerta epidemioldgica, ya que cepas del
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serogrupo C no se notificaban en Cuba desde la etapa epidémica (Martinez et al.,
2006°); aunque, Pérez el al., 2010% en 314 aislamientos de N. meningitidis
investigados desde 1989 hasta 2006, describen una cepa aislada en el afio 2001,
pero obtenida de un paciente extranjero.

Al igual que en este trabajo, Climent et al., 2010, detectan en 69 cepas invasivas
aisladas entre 1983-1988 y pertenecientes a la etapa previa a la vacunacion con
VA-MENGOC-BC®, un bajo porcentaje del serogrupo C (1,43%). Comportamiento
diferente describen Chavietta et al., 2007, en Argentina, entre 2 244 cepas
invasivas, donde 65% son serogrupo C. Mientras que, para América Latina y el
Caribe, Gabastou et al., 2008, sefialan 25,7%. Ambos porcentajes muy superiores
al de este trabajo. La baja frecuencia del serogrupo C en Cuba, pudiera asociarse
a la inmunizaciéon sostenida que se realiza con VA-MENGOC-BC® desde 1989.
Esta vacuna muestra su seguridad y efectividad para controlar brotes de EM
causados por N. meningitidis de los serogrupos B y C (Sotolongo et al., 2007).
Otra situacion presenta Africa, donde las epidemias son tradicionalmente
ocasionadas por el serogrupo A, pero en los Ultimos afios se asocian también al
W-135 (Ibarz-Pavoén et al., 2011). En el primer trimestre de 2004, Burkina Faso
notifica 2 783 casos y 527 fallecidos, ocasionados por los serogrupos A y W-135
(Ahmad, 2004; Mueller et al., 2007; Shingal et al., 2007 ratifican al serogrupo A
como el principal agente causal de meningitis en Africa y Asia. En este Ultimo
continente, Taiwan, detecta hasta el afio 2000, una prevalencia de los serogrupos
B y W-135. Sin embargo, los serogrupos A, C y Y, ascienden a partir de 2001-
2002 en los casos invasivos (Chiou et al., 2006).

En este trabajo no se identificaron cepas del serogrupo Y; sin embargo, en las
Gltimas décadas se observa su incremento en varias regiones (Estados Unidos,
Corea, Italia, Colombia y Finlandia, entre otros) (Agudelo et al 2008). El serogrupo
Y, se asocia con frecuencia a neumonia meningocaocica primaria y emerge como

el agente etiolégico mas frecuente de EM en algunas regiones de Estados Unidos
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(Bae yKang., 2008; Fazio et al., 2009; Rentero y Romero, 2011; Ibarz-Pavon et
al., 2012; Fazio et al., 2009).

En estos ultimos afos, se describen cepas de N. meningitidis que intercambian el
material genético responsable de la produccion del PC y acarrean cambios del
serogrupo B al C o viceversa, esta sustitucion ocurre tras las campafas de
inmunizacibn masivas con vacunas que inducen una proteccion serogrupo
especifica y convierten esta situacién en un importante mecanismo de virulencia,
pues las nuevas cepas circulantes mantienen el potencial epidémico de las
precursoras (Alcala et al., 2004; Vazquez, 2006).

En este trabajo no se identificaron cepas NA, ya que en las muestras donde hubo
reacciones de aglutinacion dudosa se realiz6 PCR para definir el serogrupo. El
resultado obtenido corroboré la importancia de contar con esta herramienta, ya
que la caracterizacion molecular brinddé un diagnostico preciso. De no haber
podido realizar PCR a las muestras con una aglutinaciéon dudosa, las cepas se
hubieran clasificado como NA. Multiples autores recomiendan y aplican este
método sobre todo para el diagnostico de N .meningitidis a partir de muestras
clinicas en pacientes con tratamiento antimicrobiano previo. (Hoang et al., 2005;
Climent et al., 2010). Sin embargo, los aislamientos NA son frecuentes entre las
cepas de portadores estudiadas en Cuba (Martinez et al., 2006%). Esta
documentado que alrededor de 50% de las cepas de portadores pierden su
capsula, clasificandose como NA. Ademas, al ser N. meningitidis naturalmente
transformable, se facilita el intercambio genético entre estos microorganismos,
dando lugar, en ocasiones, a que cepas de un determinado serogrupo expresen
otro a través de los procesos de recombinacién genética que afectan al complejo
génico implicado en la expresion del PC. Esta estructura, importante factor de
virulencia y fundamental en la patogénesis de la EM, esta vinculada con la
invasividad, por la presencia de un complejo de genes que codifican los factores
necesarios para la expresion del serogrupo (Hoang et al., 2005). Claus et al.,

2005, demuestran que cuando una cepa pierde el operdn cps, esta region es
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reemplazada por otra no codificante denominada “capsule null locus” (locus nulo
de la capsula, cnl). Las cepas no capsuladas se asocian principalmente con el
estado de portador (Hoang et al., 2005).

Entre las cepas de N. meningitidis se describen mas de 20 serotipos y 11 subtipos.
La vigilancia continua de la distribucion en serotipos y subtipos de
N. meningitidis constituye un elemento crucial frente a la perspectiva de las
vacunas basadas en PME. Las proteinas de clase 1, actian también como porinas
y la mayoria de las cepas aisladas de casos invasivos las expresan, aunque con
valores variables.

Al igual que en este trabajo, Martinez et al., 2006° describen el predominio del
serotipo 4 en cepas invasivas correspondientes a la etapa epidémica (85,66%) y
posepidemica (88%). Mientras que, el porcentaje de cepas NT identificadas en
portadores fue inferior en la etapa epidémica (6,45%) y posepidémica (5,33%).
Climent et al., 2010, sefiala al serotipo 4 (93,88%), con un porcentaje superior al
de este trabajo. Sin embargo, para Nufiez et al., 2006, en el estudio longitudinal de
portadores realizado a una poblacion militar de Ciudad de La Habana, el
porcentaje de cepas NT es muy elevado (79%), con solo 10% de aislamientos
pertenecientes al serotipo 4. Difieren también de este trabajo, los serotipos
encontrados por Valdés et al., 2008, en portadores adolescentes de un Politécnico
de Oficios de Ciego de Avila, donde las cepas NT (53,1%) superan las de esta
tesis, seguidas por los serotipos 15 y 4, ambos con un porcentaje de 21,9%.

El serotipo 4 predomina también en cepas invasivas de Nueva Zelanda (Martin et
al., 1998) y Espafia, donde a principios de los afios 90, predomina el serotipo 2b
entre las cepas del serogrupo C, pero a partir del afio 2000, la mayoria de los
aislamientos invasivos son del serotipo 2a. La situacion es diferente entre las
cepas de serogrupo B, donde en los ultimos 15 afios, el serotipo 4 se identifica
entre 30-40% (Vazquez, 2006).

En Argentina, Chiavetta et al., 2007, al analizar 2 244 aislamientos de casos

invasivos recuperados entre 1993-2005, detectan los siguientes serotipos: 15 (220
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cepas), 4 (207 cepas), NT (146 cepas) y 2b (142 cepas). Cabe destacar que el
namero de cepas pertenecientes al serotipo 15 en este trabajo fue muy bajo y no
se observd al serotipo 2b. El serotipo 15 se asocia a 69% de los casos
identificados en un brote de EM por N. meningitidis B ocurrido en Oregén, Estados
Unidos (Diermayer et al., 1999). También en lItalia sefialan su incremento
(Mastrantonio et al., 2003). Por otro lado, en 552 cepas investigadas en Canada
por Tsang et al.,, 2004, entre 1999-2000, predominan los serotipos 2c y 14,
resultados que difieren de los obtenidos en este trabajo.

Es de destacar la presencia del serotipo 2a en la cepa correspondiente al
serogrupo C detectado en este trabajo, serotipo no descrito anteriormente en
Cuba (Martinez et al., 20062; Nufiez et al., 2006; Valdés et al., 2008; Climent et al.,
2010). Sin embargo, Chiavetta et al., 2007, en Argentina, lo detectan en casos
invasivos del serogrupo C, correspondientes al periodo de 1993-2005; aunque, al
compararlo con el serogrupo B, el C muestra una menor variabilidad y una
prevalencia del serotipo 2b durante los 13 afios que duré el estudio, alcanzando
68% del total de los aislamientos serogrupo C investigados.

En el periodo que abarcé este estudio hubo heterogeneidad en la distribucién de
los subtipos, aunque los mas frecuentes fueron: P1.15, P1.19 y las cepas NST.
Estos resultados no se correspondieron con los identificados en Argentina por
Chiavetta et al., 2007, quienes sefalan un alto porcentaje de cepas NST (52,8%),
relacionando su resultado a la limitada capacidad de serotipificacion que ofrecen
los métodos convencionales. Se sugiere la utilizacion de métodos alternativos
como la secuenciacion de las regiones variables del gen porA. Su secuenciacion
permite conocer la expresion de las tres regiones variables (RV1, RV2, RV3). Las
dos primeras son las de mayor polimorfismo y constituyen la base para la
subtipificacion de N. meningitidis (Climent et al., 2010).

Los subtipos mas frecuentes del serogrupo B detectados por Chiavetta et al., 2007
se agrupan en dos periodos, el primero abarca desde 1993 a 1999, destacandose
los subtipos P1.10; P1.7,16; P1.15 y P1.14; mientras que, entre 2000-2005
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prevalecen: P1.7,16; P1.14 y P1.15, con una marcada disminucién del P1.10,
resultados que difieren de los identificados en este trabajo. No hubo tampoco
correspondencia entre este trabajo y los descritos por Sacchi et al., 2001, en
Brasil, donde prevalecen los subtipos P1.19,15 (66%) y P1.7,16 (4%).

El subtipo P1.19,15, predomina entre las cepas invasivas estudiadas por Climent
et al., 2010 y Martinez et al., 2006°, con 82,99 y 78,32%, respectivamente. No
obstante, en los estudios de portadores realizados en Cuba predominan las cepas
NST, asi lo describen Nufiez et al., 2006 (36,0%), Valdés et al., 2008 (31,2%) y
Martinez et al., 20062 (29,31%), resultados que difieren de los obtenidos en este
trabajo.

Se observo una gran diversidad fenotipica entre las cepas del serogrupo B, con
un franco predominio del B:4:P1.15, resultado que coincidié con el de Pérez et al.,
20102, quienes en 202 cepas lo identifican en 64,3%. También, Gonzalez de Aledo
et al., 2004, al analizar 79 cepas serogrupo B obtenidas de casos invasivos, en
Cantabria, Espafia, entre 1998 y 2003, refieren su predominio (67,8%), aunque
sefalan otras combinaciones detectadas en este estudio B: NT:P1.15 (6,3%) y
B:2a:P1.5 (2,5%). Por otro lado, Lemos et al., 2006, en Brasil, observan un franco
predominio del fenotipo B: 4:P1.15 en cepas invasivas.

El resultado de esta tesis no coincidié con los trabajos de Martinez et al., 2006°, ni
de Climent et al., 2010, ambos declaran un predominio del fenotipo B:4:P1.19,15,
con 66,69 y 82,99%, respectivamente. Mientras que, entre portadores de la etapa
endémica, Martinez et al., 20062 refieren la prevalencia de cepas NA:NT:P1.NST
(22,12%), detectando al fenotipo B:4:P1.19,15 (40,08%) como el mas frecuente
entre portadores del periodo epidémico, cifra que disminuye de forma significativa
en la etapa posepidémica, descenso que pudiera vincularse a cambios en la
circulacion de cepas tras la inmunizacion sistematica con VA-MENGOC-BCP.
Debido a la pobre inmunogenicidad del PC del serogrupo B, las estrategias de
vacunacion contra este serogrupo se dirigen a la obtencidbn de vacunas

compuestas por antigenos no capsulares, de ahi la importancia de Ila
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caracterizacion de las PME. Las PorA y PorB, inducen la formacién de anticuerpos
bactericidas protectores que demuestran su efectividad en ensayos clinicos
(Frasch, 1995). VA-MENGOC-BC®, constituye un ejemplo de vacuna compuesta
por PME y gracias a su obtencién y aplicacion sistemética, la EM no representa un
problema de salud para Cuba (Pérez et al., 2003).

Difieren también de esta trabajo los resultados obtenidos por Tapsall et al., 2008,
en Australia, donde en 1 279 aislamientos destacan a los fenotipos B:15. P1.7 y
B:4:P1.4, no identificados en este trabajo.

En este trabajo se detectd al fenotipo B:2a:P1.5, en un bajo porcentaje. Es de
destacar que este fenotipo no estd descrito con anterioridad en Cuba (Martinez et
al., 2006"; Nifiez et al., 2006; Valdés et al., 2008; Climent et al., 2010). Cepas
pertenecientes al mismo emergen en Espafia durante el afio 2001, tras una
epidemia por cepas C:2b:P1.5,2 que obliga a la aplicacion de la vacuna A-C en las
Comunidades Autbnomas. La situacion existente hizo pensar en un posible evento
de “switching” (cambio) capsular, suceso que se presenta después de programas
masivos de vacunacion, capaces de provocar proteccion serogrupo especifica
(Alcala et al., 2004; Vazquez et al., 2006, Castilla, 2009).

Entre los fenotipos detectados es este trabajo, solo uno pertenecié al serogrupo C
(C:2a:P1.5), un fenotipo hipervirulento en varias regiones (Espafa, Canada, Italia
y Australia, entre otros) (Vazquez, 2006; Law et al., 2006; Tapsall et al., 2008;
Fazio et al., 2009. En Canadd, Tsang et al., 2004 lo notifican en un brote de
Edmonton (1999-2001). Las cepas C:2a se asocian también a casos invasivos
entre jovenes asiduos a las discotecas. Suecia, Australia, Argentina y Estados
Unidos, notifican brotes de “disco fever”. La mayoria de los aislamientos se
corresponden con los fenotipos C:2a:P1.5,2; C:2a:P1.5 y C:2a: P1.NST (Riesbeck
et al., 2000).

No se correspondieron con este trabajo los fenotipos detectados en lItalia, donde
sefialan el ascenso de cepas B: 15:P1.4; C:2a:P1.5 y C:2b:P1.5, en 343

aislamientos de casos invasivos (Mastrantonio et al., 2003); mientras que, en
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Uruguay predominan las cepas B:4:P1.19,15, B:4:P1.16 y B:4:P1.7 (Pirez et al.,
2004). Tampoco se identificaron en este estudio los fenotipos epidémicos de
Noruega (B: 15:P1.7,16), Chile (B:15: P1.3) ni Nueva Zelanda (B:4:P1.4) (Castillo
et al., 1994; Martin et al., 1998; Caugant, 2008).

Al comparar los fenotipos observados en este estudio, con los descritos en Cuba
entre cepas perteneciente al serogrupo C, no hubo correspondencia con los
resultados de Climent al al., (2010), quienes detectan bajos porcentajes de los
fenotipos C:NT:P1.15 (2,04%) y C:4:P1.19 (1,36), en 167 cepas invasivas.
Mientras que, Martinez et al., 2006°), no detectan cepas del serogrupo C durante

la etapa posepidémica.

V. 4 Susceptibilidad antimicrobiana

Si importantes son los esfuerzos destinados a identificar las cepas de
N. meningitidis aisladas de enfermos y portadores, relevantes y necesarios son
también los encaminados a vigilar su comportamiento frente a los farmacos
empleados en la quimioprofilaxis y el tratamiento de la EM (Vazquez, 2007)

En estos momentos, el aumento de la resistencia constituye una amenaza para la
salud publica mundial y N. meningitidis no escapa a esta problematica. La
interpretacion de los resultados del laboratorio, la determinacion de los puntos de
corte que pudieran predecir fallos terapéuticos, asi como la definicibn de los
niveles de susceptibilidad en cepas obtenidas de muestras clinicas (mediante el
empleo de métodos moleculares), son puntos criticos para continuar la vigilancia
de la resistencia de N. meningitidis a los antimicrobianos, aunque esto constituye
aun un tépico controversial (Vazquez, 2007; Taha et al., 2007).

N. meningitidis no es muy eficiente para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos, excepto para la resistencia a las sulfonamidas, presente en mas
de 25% de las cepas, Este microorganismo mantiene una sensibilidad aceptable
frente a los antimicrobianos utilizados para el tratamiento y la quimioprofilaxis de la
EM (Vazquez et al., 2007).
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En estos momentos, las sulfonamidas no se utilizan para el tratamiento ni la
profilaxis de la EM, pero su estudio se mantiene, porque desde el punto de vista
epidemiologico aporta datos importantes. Esta bien documentado que las cepas
invasivas y epidemiogénicas muestran porcentajes elevados de resistencia a estos
farmacos. Desde 1937, momento de su introduccion para el tratamiento de la EM,
la mortalidad disminuye. Sin embargo, desde 1963, la emergencia de cepas
resistentes, conduce a cambios en la terapéutica y profilaxis de la EM (Vazquez,
2007). Los rangos de resistencia oscilan desde 6,35 hasta 100%. Esta resistencia
y el predominio de cepas sensibles a la rifampicina, justifica su abandono y la
basqueda de nuevos farmacos (minociclina, espiramicina, ofloxacina, rifampicina,
ceftriaxona y ciprofloxacina).

Este trabajo detectd un porcentaje elevado de cepas resistentes al cotrimoxazol
La resistencia a las sulfonamidas se sefiala en Cuba desde la etapa epidémica,
confirmandose en 83,3 y 93,9% de los aislamientos recuperados de enfermos y
portadores, respectivamente. Esto hace que, desde 1983, se selecciona a la
rifampicina como quimioprofilactico (Valcarcel et al., 1991). Estudios posteriores
confirman su efectividad y persiste como la alternativa mas aceptable hasta estos
momentos Martinez et al., 2000; Valdés et al, 2008; Arreaza et al., 2000, en
Galicia, detectan resistencia a las sulfonamidas (entre 86-92%), en cepas de
portadores; sin embargo, estas exhiben una sensibilidad elevada a la rifampicina,
la ciprofloxacina y la ceftriaxona. Ercis et al., 2005, en Ankara, Turquia, identifican
también resistencia a las sulfonamidas (54,4%), con 100% de sensibilidad a la
rifampicina; mientras que, en Portugal, 47,3% de 118 aislamientos clinicos son
resistentes a la sulfadiacina (Ferreira et al., 2006). Porcentaje elevado al
cotrimozaxol refieren Shabani y Siam 2009, y en Egipto (Thuling et al., 2009), este
altimo trabajo detecta 94% de resistencia al cotrimozaxol al estudiar cepas
aisladas en 18 paises africanos.

En esta tesis no se detectaron cepas resistentes a la rifampicina, pero para

algunos la resistencia oscila entre 0-27% y la atribuyen a mutaciones en el gen
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rpoB o variaciones en la permeabilidad de la membrana externa (Stefanelli et al.,
2001). En Espanfia, se describe una elevada sensibilidad (96,2%), aunque durante
1989-1992, detectan tres cepas con una CMI de 2 mg/L (SI), aisladas de casos
clinicos. Otros refieren fallos en la prevencion de la EM y en la reduccion del
namero de portadores, responsabilizando a las cepas resistentes como las
responsables de brotes (Pérez et al., 2011). Uno de esos brotes se notifica en
Uruguay y al igual que en este trabajo se utiliza el E-test. Los aislamientos
obtenidos se corresponden al fenotipo B:2a:P1.5, asociacion ausente en la
coleccion de 408 cepas de N. meningitidis aisladas durante los ultimos 10 afios.
Los aislamientos resistentes compartian un pulsotipo Unico, diferente al de otros
dos aislamientos resistentes a la rifampicina (obtenidos en 2003 y 2007). Por lo
tanto, ambos eventos de transmision se debian a una Unica cepa resistente a la
rifampicina, que podria haberse introducido al pais desde otras regiones o haberse
originado por un cambio del serogrupo C al B, como producto de la presion
selectiva ejercida por vacunas administradas a la poblacién (Pérez et al., 2011).

A pesar del interés sobre la existencia de cepas resistentes a la rifampicina, su
frecuencia es aun baja. Se sugiere que la propagacion de la resistencia entre
N. meningitidis no parece ser un mecanismo facil de desarrollar. Se plantea que
los cambios en el gen rpoB generan cepas resistentes a la rifampicina pero estas,
por razones no bien comprendidas, no sobreviven con facilidad. Otro factor que
podria dar respuesta a estos niveles bajos de resistencia, se relaciona con la baja
presion selectiva al mismo, ya que la rifampicina no se utiliza usualmente en la
comunidad, por estar reservada para tratamientos muy especificos.

Al analizar a la ciprofloxacina, cabe destacar que este farmaco constituye una
buena alternativa como quimioprofilactico y aunque la sensibilidad de
N. meningitidis es aun elevada, estudios recientes informan cepas con S| o
resistentes. Hasta 2008, aislamientos con Sl se notifican en Grecia, Francia,
Australia, Espafia, Argentina, La India, Israel y Estados Unidos, entre otros
(Shinghal et al., 2007; CDC, 2008; Skoczynska et al.,, 2008). La mayoria
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pertenecen a los serogrupos A, B, C y Y. Los mecanismos de resistencia
implicados en las quinolonas son tres: 1. Modificacion enzimética de las
subunidades de la ADN-girasa, considerado como el principal, y se debe a la
apariciéon de mutaciones en los genes que codifican para estas subunidades; 2.
Alteracion de la permeabilidad de las porinas, por mutaciones en los genes que
codifican para estos poros, probablemente debido a una alteracién de los LPS de
la pared, impidiéndose la entrada de estos compuestos dentro de la bacteria y 3.
Aumento de la expulsion del antibidtico mediante bombas de flujo. A este
mecanismo de expulsion activa se le concede cada vez mas importancia. Varios
de estos mecanismos pueden coexistir en la misma bacteria (Hooper y
Rubinstein,2003. El excesivo empleo de las quinolonas en las infecciones de la
comunidad, particularmente en infecciones respiratorias agudas y sepsis urinarias,
pudieran producir una fuerte presion selectiva para esta particular resistencia
(Corso et al., 2005; Vazquez, 2007).

En esta tesis no se detectaron cepas con Sl, aunque hubo un porcentaje bajo de
cepas con CMI dentro del rango de resistentes (> 0,12 pug/mL). Difieren de este
trabajo, los resultados descritos en Cuba por. Martinez et al., 2000 y Valdés et al.,
2008, todos refieren 100% de sensibilidad a este farmaco. También, en un estudio
realizado en Suecia por Hedberg et al., 2010, en 717 cepas obtenidas entre 1995-
2008, detectan 100% de sensibilidad a la ciprofloxacina.

Otro antimicrobiano investigado en esta tesis fue la ceftriaxona, una cefalosporina
de tercera generacion eficaz para el tratamiento de la EM y recomendada también
para erradicar el estado de portador (Antignac et al.,, 2003). Los resultados
obtenidos se correspondieron con los descritos por, Martinez et al, 2000 y Valdés
et al.,, 2008. En la literatura consultada no se encontré6 ningun articulo que
notificara el hallazgo de cepas con Sl o resistentes a este farmaco.

Respecto al cloranfenicol, la mayoria de las cepas estudiadas fueron sensibles,
muy pocas mostraron Sl o resistencia. Sin embargo, desde 1951, fecha que marca

el inicio de su aplicacion para el tratamiento de la EM, describen sus efectos
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secundarios, lo que junto a la deteccion de cepas resistentes en Francia y Vietnam
(CMI > 64mg/L), por produccion de cloranfenicol acetiltransferasa, hace que
algunos paises desarrollados no lo utilicen e inclusive alertan sobre la posible
emergencia de cepas con caracteristicas similares (Oppenheim, 1997; Galimand
et al.,, 1998; Shultz et al., 2005). No obstante, por motivos econémicos es una
buena alternativa de tratamiento en el “cinturon de la meningitis” y en Espafa,
constituye una opcién para los pacientes alérgicos a los B-lactamicos.

En Africa, donde el cloranfenicol constituye el tratamiento de eleccién, la mayoria
de las cepas resistentes son del serogrupo A y los aislamientos de Francia y
Vietnam pertenecen al serogrupo B. En Tunez, al estudiar 29 cepas invasivas
aisladas entre 1998 y 2004, 8,7% son resistentes al cloranfenicol (Saguer et al.,
2006). Estudios realizados en Cuba, muestran 100% de sensibilidad frente a este
farmaco. (Valdés et al., 2008). A pesar de la resistencia descrita, se recomienda y
justifica su vigilancia sistematica en las areas donde lo aplican para el tratamiento
y en aquellas regiones que notifican cepas con altos niveles de resistencia
(Oppenheim et al., 1997; Galimand et al., 1998; Shultz et al., 2000; Vazquez,
2007).

La penicilina, descrita por Fleming en 1929, se generaliza 20 afios después y tras
70 afos de uso clinico, es muy utilizada en la atencion médica primaria y en los
centros hospitalarios. Por su escasa toxicidad, sustituye a la sulfadiacina sédica
para el tratamiento de la EM y suministrada a altas dosis, es para muchos paises
la alternativa mas valida en el tratamiento de esta entidad clinica. Cabe destacar
qgue en los ultimos afos, la aparicibn de cepas de N. meningitidis con Sl a la
penicilina, representa un problema creciente y universal en el mundo. Cepas con
estas caracteristicas se notifican en Espafia, Portugal, Francia, Italia, Inglaterra,
Grecia, Australia, Bélgica, Canada, Suecia, Argentina y Estados Unidos, entre
otras (Arreaza et al., 2000; Stefanelli et al., 2004; Tapsall et al., 2008). Las cepas
con Sl a la penicilina se deben, en parte, a una disminucion de su afinidad por la

PBP2. Este descenso se encuentra también en Neisserias saprofitas y los
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estudios de genética atribuyen su aparicion a procesos de recombinacion que
sustituyen partes del gen penA de la PBP por las regiones correspondientes de
este gen en Neisserias comensales (Stefanelli et al., 2001). Por otro lado, la
resistencia a la penicilina mediada por B-lactamasa es rara y se sefiala en casos
muy aislados.

En esta tesis predominaron las cepas sensibles a la penicilina, aunque hubo
aislamientos con Sl y cepas resistentes. Otros trabajos realizados en Cuba con
cepas de enfermos sefialan una situacion similar respecto a la Sl, pero no sefialan
resistencia. (Martinez 2004), al analizar 283 aislamientos (enfermos y portadores),
seflala un ascenso significativo de las cepas con SlI: 3,07-20,32%,
respectivamente describen Sl a la penicilina entre 111 aislamientos del periodo
1993-1999. Dentro de ellas, 35 cepas (31,5%) muestran Sl, todas del serogrupo B
y el fenotipo mas frecuente corresponde al B: 4:P1.15 (77,5%).

Los resultados de este trabajo respecto a las cepas con Sl a la penicilina no se
correspondié con el descrito por Bertrand et al., 2012, quienes en 1 933
aislamientos detectan 15,31% de cepas con estas caracteristicas. Tampoco
coincidié con Brown et al., 2010, en Canad4, con 21,7% de Sl en 363 cepas
Mientras que, en América Latina y el Caribe, Gabastoud et al., 2008, asi como
Ibarz-Pavon et al., 2012, sefialan cifras de Sl superiores a las de esta tesis (34,1y
29,1%), respectivamente. Porcentajes mas elevados (71%) describen en Egipto
(Klena et al., 2012).

En Espafia Arreaza et al., 2000, al investigar 901 aislamientos de enfermos y
portadores (112 de enfermos y 789 de portadores), identifican Sl a la penicilina en
55,3y 39,0%, respectivamente, ambos porcentajes superiores a los de esta tesis.
Se encontraron cepas resistentes a la penicilina, aunque cabe sefalar que
aislamientos con estas caracteristicas no estan descritos anteriormente en Cuba
(Martinez et al, 2004, Valdés et al., 2008), situacién que pudiera estar relacionada

con la aplicacion del nuevo punto de corte para este antimicrobiano (CMI > 0,5

ug/mL), vigente y recomendado por el CLSI (2012).
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Las cepas de N. meningitidis resistentes a la penicilina son pocas y se vinculan a
la produccion de B-lactamasa adquirida a través de plasmidos de resistencia de
Neisserias comensales, incluso de N. gonorrhoeae (Dillon et al., 1983). Sin
embargo, recientemente, Gabastoud et al., 2008 describen 0,2% de cepas
resistentes. También Ibarz-Pavén et al., 2012, detectan resistencia a la penicilina
en cinco aislamientos, cuatro pertenecen a Uruguay y uno a México. Por otro lado,
Abeysuriya et al., 2010 notifican en Australia, un caso de bacteriemia por
N. meningitidis serogrupo B resistente a este farmaco.

Después de analizar los diferentes informes relacionados con el comportamiento
de N. meningitidis frente a la penicilina es importante sefialar que no existe una
uniformidad de criterios respecto a los puntos de cortes especificos para este
microorganismo, esta situacién hace que en algunos casos se dificulta el calculo
de las cifras reales de resistencia. (Vazquez 2007), resalta la heterogeneidad de
métodos realizados y los puntos de cortes establecidos para definir esta
resistencia, lo que dificulta la comparacién de los datos obtenidos entre los
diferentes paises. Por ejemplo, los métodos recomendados son el método de
microdilucién con catiéon ajustado en AMH, mas sangre de caballo lisada o el
método de dilucion en AMH con 5% de sangre de carnero, asi como el E-test, este
altimo muy utilizado en Europa, donde se demuestra un alto nivel de concordancia
de las CMI cuando se compara con el método de diluciébn en agar (Vazquez,
2007).

A pesar de que existen aislamientos de N. meningitidis con Sl a la penicilina,
algunos sefalan que su administracion a altas dosis, constituye un tratamiento
valido para los casos invasivos. Se debe tener en cuenta que la concentracion de
penicilina alcanzada en el LCR de pacientes con meningitis, es 10 veces superior
al valor maximo de la CMI al que una cepa de meningococo se considera sensible.
Sin embargo, las circunstancias actuales hacen indispensables la determinacién
de la CMI frente a la penicilina en cepas aisladas de enfermos y portadores
(Vazquez., 2007).
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Por la emergencia de cepas con Sl a la penicilina algunos preconizan el
tratamiento de la EM con las cefalosporinas de tercera generacion y por la posible
aparicion de resistencia a la penicilina, un numero creciente de centros
hospitalarios modifican el tratamiento empirico de esta enfermedad y sustituyen la
penicilina por las cefalosporinas, p-lactamicos que penetran con facilidad el
sistema nervioso central. Ademas, a esta justificacion afiaden el hecho de que el
tratamiento con penicilina no erradica el estado de portador de
N. meningitidis, algo que si logran las cefalosporinas. De esa forma, prescinden de
la administracion de otros antimicrobianos para erradicar los portadores (Arreaza
et al., 2000).

Se puede afirmar que el conocimiento de la caracterizacion fenotipica, y los
estudios de sensibilidad frente a los antimicrobianos empleados en el tratamiento y
profilaxis de la EM, son imprescindibles para una mejor interpretacion
epidemioldgica de la misma y permiten poner en marcha medidas Utiles para su
control (quimioprofilaxis, vacunas, regimenes terapéuticos). Sin embargo, la
incorporacion de métodos moleculares, ofrecerdn una explicacion adecuada de la
informacion genética y relacion biolégica existente entre las diferentes poblaciones

de N. meningitidis que circulan en Cuba.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos garantizan una informacion microbiolégica-
epidemioldgica oportuna, aportan datos a la prevencion y control exitoso
de la enfermedad meningocécica y permiten demostrar el impacto y la

vigencia de la inmunizacién con VA-MENGOC-BC®.

Se corrobora el predominio del fenotipo B:4:P1.19 y B:4:P1.15. La
deteccion por primera vez en Cuba del fenotipo C:2a:P1.5, notificado
como epidemiogénico en otras regiones del mundo, ratifica la necesidad
del seguimiento de las cepas de N. meningitidis como sistema de alerta

ante el aumento de un determinado perfil antigénico.

La resistencia al cotrimoxazol estd en correspondencia con los
resultados descritos en la literatura. La resistencia a otros
antimicrobianos (penicilina, cloranfenicol y ciprofloxacina), alertan sobre
la posibilidad de que este comportamiento se convierta en un problema
creciente en Cuba. Sin embargo, el predominio de cepas sensibles a la
penicilina confirma que este farmaco se mantiene como tratamiento de

eleccion para la enfermedad meningocdcica
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VIl. RECOMENDACIONES

e Mantener los estudios de los marcadores fenotipicos e Incorporar en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patogenas el estudio de los
marcadores genotipicos de cepas de N. meningitidis, con el fin de identificar la

circulacion de nuevos clones virulentos.

e Insistir en el fortalecimiento y mejoramiento del actual Sistema de Vigilancia
Nacional de las Meningitis Bacterianas en aras de garantizar el diagndstico

adecuado de la enfermedad meningocaocica.
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ANEXOS

Anexo 1. Flujograma para la identificacion y confirmacion de los aislamientos de
N.meningitidis remitidos al LNRN-IPK, Cuba (2002-2011).

Cepas de N.meningitidis conservadas en
-80°C, en Triptona soya + glicerol (n=69)

Siembra en Agar Mueller Hilton + VCN
(24 horas a 37°C. 5% de C0O2)

Pruebas Cultivo

. P Tincion de gram
Bioquimicas

Oxidasa Catalasa Utilizacion de Y- glutamilaminopeptidasa
azUcares

Serotipificacion

Serogrupo (Aglutinacion en Serotipo/Subtipo
Lamina, Latex y PCR) (ELISA con AMc)

Susceptibilidad Antimicrobiana
CMI (E-test)
B-lactamasa



