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RESUMEN 
 

RESUMEN 

En Cuba, existen limitados estudios sobre el diagnóstico de  

Neisseria meningitidis por técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. Se 

utilizaron dos sistemas de PCR a punto final y en tiempo real (rt-PCR) en 

líquidos cefalorraquídeos sin identificación por cultivo y en cultivos liofilizados 

de Neisseria spp. de la nasofaringe de portadores de Ciego de Ávila. La PCR a 

punto final que amplifica un fragmento del gen ctrA (523 pb) detectó cinco 

muestras positivas a N. meningitidis en 270 LCR. La rt-PCR cualitativa que 

amplifica el gen sodC de esta bacteria amplificó el ADN de la cepa de 

referencia de N. meningitidis y el de cinco muestras positivas de LCR. La PCR 

a punto final identificó como meningococo el 76 % de los ADN extraídos a las 

suspensiones celulares liofilizadas y la rt-PCR  identificó el 100%. Predominó el 

serogrupo B de N. meningitidis en los LCR y en los cultivos de la nasofaringe. 

La identificación de este microorganismo por dos sistemas de amplificación de 

ADN en LCR de pacientes con meningoencefalitis bacteriana sin identificación 

por cultivo contribuye al fortalecimiento de la vigilancia epidemiológica de esta 

enfermedad en Cuba. La utilidad de la rt-PCR implementada avala su futura 

aplicación en el país. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Neisseria meningitidis constituye uno de los principales agentes causales de 

meningoencefalitis bacteriana (MEB) de la comunidad y de sepsis en el mundo. 

Se distingue de otros microorganismos que provocan MEB por su potencial 

epidémico. Es un patógeno exclusivo del hombre, que puede colonizar la 

nasofaringe humana  sin producir síntomas ni signos clínicos evidentes de 

enfermedad (1). 

En el ámbito mundial, cada año se notifican alrededor de  500 000 a 614 000 

casos de enfermedad meningocócica invasiva (EMI), con  50 000 fallecidos (2).  

En Cuba, la EMI está catalogada como el principal problema de salud ocurrido 

durante la década de 1980, con una tasa de incidencia de 14,4 x 105 habitantes. 

En 1983 se notifican 1 422 enfermos, con una mortalidad de 2,1/105 habitantes 

(212 fallecidos) (3) Esta situación epidémica conllevó al desarrollo, obtención y 

aplicación de la vacuna cubana antimeningocócica VA-MENGOC-BC®. Su 

introducción al Programa Nacional de Inmunización, controló la situación 

epidémica y redujo la incidencia de la EMI. En la actualidad esta enfermedad  

muestra  incidencia de 0,1 casos x 105 habitantes (4). 

Según los datos de la vigilancia de las meningitis bacterianas adquiridas en la 

comunidad (MBAC), en 2011 y 2012 la confirmación diagnóstica por cultivo  

muestra cifras por debajo del 50 % (34,3 % y 39,3 %, respectivamente) (5, 6). En 

el 2013, se logra identificar el 50 % de los agentes causantes, con un predominio 

de  Streptococcus pneumoniae, seguido de   N. meningitidis y Haemophilus 

influenzae (7). Sin embargo, en el 2014-2015, el aislamiento de estos agentes  

muestra cifras de 45,3 % y 47,6 %, respectivamente  (4, 8). 

La EMI puede diagnosticarse por diferentes pruebas de laboratorio a partir de la 

obtención y el procesamiento de diversas muestras clínicas, entre las más 

comunes se encuentran el líquido cefalorraquídeo (LCR), la sangre y el material 

obtenido de petequias o equimosis. A partir de estas muestras se realiza el  

cultivo y la  identificación del microorganismo, el examen directo por coloración 
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de Gram, la detección de antígenos específicos mediante la prueba de 

aglutinación con partículas de látex o la coaglutinación, así como la identificación 

molecular mediante las técnicas de amplificación  de ácidos nucleicos, como la 

prueba de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a punto final y en tiempo 

real (rt-PCR). Dentro de los procedimientos clásicos, la coloración de Gram del 

LCR es un método rápido, que precisa una concentración bacteriana mayor de 

105 UFC/ml (unidades formadoras de colonias). La identificación de diplococos 

gram negativos constituye una prueba  presuntiva que tiene valor en el 

diagnóstico etiológico. Sin embargo, su sensibilidad es del 75 % en las 

infecciones por N. meningitidis y disminuye en los pacientes que reciben 

tratamiento antibiótico previo. En estos casos, la detección de los antígenos 

bacterianos solubles es eficaz, pues permite detectar el antígeno capsular de los 

serogrupos A, B, C, Y y W135, sin necesidad de contar con bacterias viables. El 

cultivo es el método de diagnóstico microbiológico de confirmación y constituye 

aún el método de referencia. El aislamiento de N. meningitidis posibilita 

caracterizar las cepas circulantes, un elemento necesario para monitorear la 

resistencia a los  antimicrobianos, el establecimiento de los datos 

epidemiológicos y la preparación y el desarrollo de vacunas. Los procedimientos 

microbiológicos clásicos (9) tienen especial importancia para el manejo clínico 

del paciente, mientras que las nuevas técnicas de microbiología molecular son 

fundamentales para la detección rápida y, sobre todo, la caracterización de 

cepas. Los hemocultivos son positivos en un 41 % de los casos de meningitis por 

meningococo, y siendo además útil debido a que los cultivos del LCR son 

negativos en el 20 % de los casos de MEB. Si bien el estudio microbiológico es 

fundamental para realizar la confirmación y notificación de los  casos con una 

EMI, la valoración de los resultados del examen clínico, las pruebas de 

laboratorio clínico y los datos de la investigación epidemiológica aportan datos 

útiles y necesarios al diagnóstico de la enfermedad (10). 

En los últimos años se han introducido tecnologías moleculares para mejorar el 

diagnóstico de laboratorio de la EMI y de los agentes causantes de MBAC (1). 

Debido a la sencillez de su ejecución y a los resultados confiables que aporta, las 
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pruebas de amplificación de los ácidos nucleicos tienen varias ventajas: se 

realizan en un corto periodo de tiempo, muestran excelente sensibilidad y 

especificidad, el resultado no se afecta por la administración previa de 

antimicrobianos al paciente; pero tienen como limitantes el requerimiento de 

equipos especializados y de personal calificado para su ejecución, así como  el 

elevado costo de los insumos (11, 12). 

El Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias y Helicobacter (LNRNH) del 

IPK normaliza en el año 2009, una PCR simple a punto final para el diagnóstico 

de N. meningitidis (gen ctrA) (13) siguiendo el protocolo descrito por de Souza y 

colaboradores (14) y posteriormente implementa una PCR múltiple a punto final 

para la detección de los tres principales agentes causales de MBAC:  

S. pneumoniae (gen ply), H. influenzae (gen bex) y N. meningitidis (gen ctrA)  

(Llanes R, datos no publicados 2015), según lo reportado por Tzanakaki y 

colaboradores (15). Este último es un gen conservado de meningococo que 

codifica para una proteína de la cápsula involucrada en la regulación de la 

adhesión de la bacteria a la célula blanco, amplifica una banda de 523 pb  y se 

emplea con éxito en el diagnóstico molecular de la EMI (16). Sin embargo, el 

locus de la cápsula, incluyendo el gen ctrA, está sujeto a reordenamiento y en el 

16 % o más de los meningococos aislados de la nasofaringe se demuestra  la 

ausencia de este gen (17-19). 

Por otro lado, el gen sodC, relacionado con la producción de la enzima 

superóxido-dismutasa de N. meningitidis mantiene su conservación, pero  es 

menos sensible a la variación antigénica (20). No existen señalamientos sobre  la 

ausencia del gen sodC en este microorganismo, ni de su hallazgo en otras 

especies de neisserias (20, 21). Eso sugiere su importancia para el diagnóstico 

de la EMI y la identificación de meningococo en los  portadores nasofaríngeos, 

considerados la principal fuente de transmisión de N. meningitidis (18, 22). 

En Cuba no existen trabajos publicados sobre el empleo de métodos moleculares 

para el diagnóstico de N. meningitidis en especímenes clínicos, lo que motiva la 

realización del presente estudio en muestras de LCR y en aislamientos de 
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Neisseria spp. obtenidos e identificados a partir de exudados nasofaríngeos de 

portadores durante la etapa de la epidemia de EMI en Cuba. 

I.1 Problema científico 

El gen sodC está presente en todos los aislamientos de N. meningitidis a 

diferencia del gen ctrA, por lo que puede emplearse en el diagnóstico de 

laboratorio del microorganismo en  portadores nasofaríngeos asintomáticos y en 

pacientes con síntomas compatibles con la EMI.  

I.2. Objetivos 

1. Identificar el fragmento de 523 pb  del gen ctrA de N. meningitidis en 

muestras de LCR de pacientes con sospecha de MBAC sin confirmación 

diagnóstica por cultivo. 

 
2. Implementar la prueba de rt-PCR cualitativa que amplifica el gen sodC de 

N. meningitidis con  ADN de cepas controles, de referencia y LCR. 

 
3. Aplicar dos sistemas de PCR para la identificación de meningococo en 

aislamientos de Neisseria spp. de portadores nasofaríngeos de la 

provincia Ciego de Ávila, recuperados  entre 1988-1989. 

 
4. Determinar el serogrupo de N. meningitidis en LCR y aislamientos de  

portadores nasofaríngeos cubanos.  
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

II. 1 Neisseria meningitidis. Antecedentes históricos 

La EMI causada por N. meningitidis mantiene su importancia dentro de los 

problemas de salud pública en muchas regiones del mundo debido a la gravedad 

de las manifestaciones clínicas, así como la alta mortalidad y secuelas 

invalidantes que quedan en los pacientes que sobreviven. En la actualidad, la 

posibilidad del desarrollo de vacunas y la aplicación de nuevos métodos 

diagnósticos permiten una mejor comprensión de esta afección (9, 23). 

La historia de la EMI refleja el desarrollo científico y tecnológico a través del 

tiempo. Cada avance, desde la observación microscópica temprana de 

 N. meningitidis hace más de 200 años hasta el cultivo, el desarrollo y la 

aplicación de diferentes pruebas diagnósticas para la identificación y el 

perfeccionamiento de su caracterización, así como la utilización de modelos 

matemáticos, los estudios genéticos, y el desarrollo de las nuevas vacunas para 

su control mantienen la vigencia de todos los aspectos relacionados con este 

agente causal (23). 

El primero en notificar  un brote de EMI corresponde al físico inglés Tomas Willis, 

en el año 1684. No obstante, la historia atribuye este mérito al físico suizo 

Gaspar Vieusseux, quien en 1806 describe un brote de enfermedad 

meningocócica en Ginebra, Suiza. No es hasta 1884, que Marchiafava y Celli 

identifican a N. meningitidis como un micrococo oval dentro del citoplasma de los 

leucocitos, sin lograr cultivarlo. El cultivo y aislamiento de este microorganismo 

se logra en 1887, cuando el patólogo Anton Weichselbaum, lo recupera a partir 

de exudados meníngeos de casos posmortem y le nombra “Diplococcus 

intracellularis meningitidis”. Se establece así la relación entre meningococo y la 

meningitis cerebroespinal epidémica. Luego, Albert Neisser lo denomina  

N. meningitidis después de la caracterización de Neisseria gonorrhoeae como 

patógeno (23). 
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Otro acontecimiento importante ocurre en 1893, cuando el físico alemán 

Quincke, realiza por primera vez una punción lumbar y recupera a N. meningitidis 

del LCR de pacientes con meningitis. Tres años después, en 1886, Kiefer obtiene 

el primer aislamiento de esta bacteria a partir de la nasofaringe. Este 

acontecimiento constituye un importante avance en el conocimiento de la 

dispersión y patogénesis de la EMI (23). 

Entre 1900-1920, investigadores alemanes y norteamericanos logran el principal 

avance del siglo XX (1906), el primer antisuero antimeningocócico. Su obtención 

posibilita la aplicación del primer tratamiento racional de la EMI, basado en la 

inmunoterapia, con una reducción de la mortalidad en el 25 % de los casos. Se 

demuestra que después de la aplicación de la inmunoterapia a los animales se 

logra la protección contra  N. meningitidis, lo que permite su administración a los 

humanos por vía intratecal. En esa etapa se desarrollan brotes importantes de 

EMI en el personal militar, sobre todo en los reclutas de nuevo ingreso a la  

I Guerra Mundial, lo que obliga a tomar medidas preventivas para lograr la 

reducción del estado de portador (9, 23). 

La etapa comprendida entre 1921-1939, se caracteriza por brotes de EMI 

ocasionados por el serogrupo A, con epidemias severas en el África 

subsahariana. En 1935, se informa sobre la composición polisacarídica de la 

cápsula de meningococo y dos años después (1937), se describe a la 

sulfonamida como el primer fármaco terapéutico específico para la EMI. Este 

medicamento se convierte en el tratamiento de elección durante la II Guerra 

Mundial; con posterioridad, en 1940, las sulfonamidas se utilizan como 

quimioprofiláctico para eliminar el estado de portador. Desde esa etapa se 

documentan epidemias masivas en África y en 1963, Lapeysonnie describe al 

«cinturón de la meningitis»; ese mismo año  Millar y colaboradores publican la 

emergencia de cepas resistentes a las sulfonamidas (23). Sin embargo y desde 

aquel momento, la mortalidad por EMI se mantiene alta a pesar del adecuado 

tratamiento antimicrobiano y las actuales vacunas disponibles (24). 
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II.2 Taxonomía y consideraciones microbiológicas de N. meningitidis 

La nueva clasificación de microorganismos basada en las secuencias genéticas 

del ARN ribosómico 16S, ubica al género Neisseria en la clase β del phylum 

Proteobacterias. Las bacterias pertenecientes a este phylum presentan una 

morfología, fisiología y metabolismo variables. La familia Neisseriaceae incluye a 

los géneros Neisseria, Kingella, Eikenella, Simomsiella, Alysiella, Bergeriella, 

Conchiformibius, Morococcus, Stenoxybacter, Uruburuella y Vitreoscilla 

 (CLASE I) (25). 

Las especies del género Neisseria colonizan las membranas mucosas de los 

mamíferos. Entre ellas se describen aquellas capaces de colonizar al hombre: 

 N. gonorrhoeae, N. meningitidis, Neisseria lactamica, Neisseria subflava 

(biovariedades subflava, flava y perflava), Neisseria mucosa (variedad sicca), 

Neisseria cinerea (biovariedad flavescens), Neisseria polysaccharea, 

 Neisseria elongata subespecies elongata, glycolytica y nitroreducens,  

Neisseria bacilliformis, Neisseria shayeganii, Neisseria wadsworthii,  

N. gonorrhoeae subespecie kochii (Neisseria kochii), endémica de Sudán con 

una estrecha relación fenotípica y genética con N. gonorrhoeae y N. meningitidis. 

De las especies antes mencionadas,  N. meningitidis (meningococo) y  

N. gonorrhoeae (gonococo) son las patógenas para el hombre (25, 26). 

Neisseria gonorrhoeae es siempre patógena en cualquier sitio anatómico de 

donde  se aísle; sin embargo, N. meningitidis a pesar de ser el agente causal de 

la EMI, es capaz de colonizar la nasofaringe humana sin producir síntomas ni 

signos clínicos de enfermedad. Las especies de neisserias no patógenas 

integran la microbiota normal del tracto respiratorio superior, colonizan la 

nasofaringe y en determinadas ocasiones se comportan como patógenos 

oportunistas (27). 

Neisseria meningitidis y otras especies del género Neisseria (excepto  

N. elongata, Neisseria weaveri y Neisseria bacilliformis, que  tienen forma de 

bacilo), son diplococos gram negativos (0,6-0,8 μm de diámetro), con las caras 
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laterales adyacentes planas y cóncavas, que le dan la forma de grano de café o 

riñón. Son inmóviles, no esporuladas, aerobias estrictas y exigentes en sus 

requerimientos nutricionales. Crecen en los medios de cultivo enriquecidos, 

sobre todo los suplementados con sangre hemolizada. Su  crecimiento óptimo lo 

obtienen a una temperatura entre 35-37 0C, con una atmósfera entre 5-10 % de 

CO2, una humedad relativa del 50 % y un pH entre 7,2-7,4. N. meningitidis es un 

microorganismo quimioheterótrofo, productor de las enzimas citocromo-oxidasa, 

catalasa y gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) (27, 28). 

En muestras estériles como el LCR, la sangre y otros líquidos biológicos,  

N. meningitidis se aísla en el medio de agar sangre. Para su recuperación a partir 

de sitios como la nasofaringe o la piel, se necesita  la eliminación de la 

microbiota acompañante que incluye a las neisserias saprofitas y otras especies 

comensales, mediante la utilización de medios selectivos (Thayer Martin). A este 

medio se le adicionan antimicrobianos: colistina, nistatina, vancomicina y 

trimetoprim (VCNT). El crecimiento en el medio Thayer Martin constituye un 

método básico para la diferenciación de las neisserias patógenas y saprofitas, 

aunque N. lactamica y N. polysaccharea pueden crecer en este medio por su 

resistencia a la colistina (29).  

La identificación y diferenciación de N. meningitidis de otras especies de 

neisseria se realiza a través de diferentes pruebas como la degradación de los 

azúcares y los perfiles enzimáticos. La producción de ácidos a partir de la 

glucosa y la maltosa, pero no de la lactosa, ni la sacarosa, permite su  

confirmación como especie. Las pruebas enzimáticas basadas en el cambio de 

coloración de sustratos cromogénicos por acción de las enzimas que poseen: 

gamma glutamil transpeptidasa (GGT), ß-galactoxidasa (ONPG) y hidroxi-propil 

aminopeptidasa (Pro-AMP) son de utilidad en la identificación rápida de las 

principales especies de neisserias patógenas para el hombre. Tiene  especial 

interés la producción de la enzima GGT de forma casi exclusiva por  

N. meningitidis. Estas pruebas adicionales permiten la identificación adecuada de 

variantes tales como las cepas de meningococo que no producen ácido a partir 
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de la maltosa y que pueden  identificarse de forma errónea como  

N. gonorrhoeae (30, 31). 

II.3 Estructura antigénica   

Neisseria meningitidis como todas las bacterias gram negativas posee una 

envoltura celular constituida por la cápsula polisacarídica, la pared celular 

(membrana externa, lipoproteínas y capa de peptidoglicano) y la membrana 

citoplasmática (32), insertadas en esta membrana aparecen proteínas con 

propiedades  antigénicas (33). 

Las proteínas de membrana externa de clase 2/3 (PorB) definen a los 20 

serotipos de meningococo descritos, estas proteínas son mutuamente 

excluyentes y se expresan por números arábigos. La clase 1 (PorA) distingue a 

11 subtipos, identificados con números, pero precedidos del prefijo P1 (34). 

En la pared celular de N meningitidis se localiza el lipopolisacárido (LPS), otra de 

las estructuras antigénicas, que permite realizar su clasificación en 13 

inmunotipos. Su identificación se hace con números arábigos, precedidos de la 

letra L (34, 35). 

Neisseria meningitidis  posee una cápsula polisacarídica que recubre la bacteria 

y las estructuras de la pared celular, con excepción de las fimbrias. Esta 

estructura es el principal determinante de patogenicidad y junto con las fimbrias, 

establece los contactos iniciales del microorganismo con el hospedador. Es 

además, una estructura hidratada que protege a la bacteria durante la trasmisión 

aérea de persona a persona (32, 36). 

II.4 Polisacárido capsular (PC) 

El polisacárido capsular de N. meningitidis provee las bases para la agrupación 

de este organismo. La composición química del PC permite su clasificación 

antigénica en 13 serogrupos (A, B, C, D, X, Y, Z, 29E, W135, H, I, K, L). Los más 

importantes serogrupos asociados con enfermedad en humanos son el A, B, C, 

Y, X y W135. Está bien documentado que los serogrupos A, B y C son los 
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responsables de la mayoría de los casos y brotes de EMI (37). Sin embargo, en 

los últimos años se notifica un aumento creciente del Y y W135. En Estados 

Unidos, Colombia e Israel señalan el ascenso creciente de casos producidos por 

el serogrupo Y.  La emergencia del serogrupo W135 se identifica por primera vez 

en un brote ocurrido en Arabia Saudita en el año 2000, relacionado con la 

peregrinación realizada por los fieles musulmanes a La Meca (38).  

En años posteriores, N. meningitidis W135 ha sido  responsable de pequeños 

brotes en Europa y de una epidemia en Burkina Faso, con la notificación de más 

de 12 000 casos en el año 2002. Es por eso que, la vigilancia microbiológica de 

los cambios de incidencia de los serogrupos debe ser respuesta a la interrogante 

de que otros serogrupos no habituales aumenten o disminuyan su circulación en 

el futuro (39, 40). 

El serogrupo parece condicionar parte del comportamiento epidemiológico 

temporal de las cepas de meningococo. Así, las del grupo B son casi siempre 

responsables de ondas epidémicas con periodos interepidémicos de duración 

variable, las del grupo C están más relacionadas con  brotes y ondas de corta 

duración y las cepas del serogrupo A son las principales responsables de las 

grandes epidemias, que aparecen de una forma cíclica en los países 

subsaharianos, en el área conocida como “cinturón africano de la meningitis”.  

(37, 41). 

La composición química del antígeno capsular del serogrupo A es un ácido 

 N-acetil-O-acetil manosamina G-p (1-6). El polisacárido del antígeno del 

serogrupo B es un ácido N-acetil neuramínico (2-8), idéntico al polisacárido de 

Escherichia coli K1. Mientras que, el polisacárido C es un ácido N-acetil 

neuramínico O-acetil (2-9) (37, 42). La identificación y purificación de los PC de 

los serogrupos A, C, W135 y Y se utilizan para la producción de vacunas e 

inducen la formación de anticuerpos específicos (43, 44); en tanto que la cápsula 

del serogrupo B es poco inmunogénica y presenta reacciones cruzadas con 

componentes estructurales presentes en las membranas externas de las células 

neuronales del hospedero (34). 
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II.5 Proteínas de la membrana externa (PME) y tipificación molecular 

Estas estructuras se reconocen desde etapas tempranas, tienen una amplia 

representación en N. meningitidis y según su peso molecular se identifican cinco 

clases de PME. Dos de ellas, la PorA (clase 1) y la PorB (clase 2/3) constituyen 

las bases para la subtipificación y serotipificación, respectivamente de este 

microorganismo (45, 46). Las PME PorB2 y PorB3 están codificadas por dos 

alelos mutuamente excluyentes del gen porB, cada cepa expresa en su 

membrana externa solo una de las dos clases. Desde el punto de vista funcional 

son porinas, que permiten el paso de los iones a través de la membrana celular, 

se expresan de forma constitutiva, y son la base del tipado de las cepas de  

N. meningitidis. En el modelo propuesto para las proteínas de clase 2/3 se 

predice la existencia de ocho bucles hidrofílicos expuestos en la  superficie, con 

la observación de cuatro regiones variables (VR1, VR2, VR3 y VR4) localizadas 

en los bucles I, V, VI y VII. La asociación de un número restringido de serotipos 

con infecciones graves y el hecho de que en situaciones endémicas las cepas 

virulentas muestren una heterogénea distribución de serotipos, mientras que en 

situaciones epidémicas aparezca un serotipo como predominante, hacen de 

dicha variabilidad un marcador epidemiológico útil (47). 

La PME PorA se expresa por la mayoría de las cepas invasivas de meningococo, 

con diferencias en sus niveles de expresión. El gen porA que controla este 

proceso tiene una estructura resultante de progresivos sucesos de 

recombinación. La secuenciación de estas proteínas permite conocer la 

existencia de tres regiones variables definidas como VR1, VR2 y VR3, siendo las 

dos primeras las que presentan un mayor grado de polimorfismo y las que 

constituyen la base para el serosubtipado de las cepas (48). 

En la actualidad, el tipado de las cepas de N. meningitidis se realiza mediante el 

ensayo inmunoenzimático o por dotblot, y emplea un panel de anticuerpos 

monoclonales que por regla general clasifica a siete serotipos (1, 2a, 2b, 4, 14, 

15, 21) y 14 serosubtipos (P1.1, P1.2, P1.3, P1.4, P1.5, P1.6, P1.7, P1.9, P1.10, 

P1.12, P1.13, P1.14, P1.15, P1.16). Sin embargo, entre un 30 % y 60 % de los 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

14 

aislamientos son no tipables (NT) o no serosubtipables (NST), o ambas 

categorías a la vez (49, 50). 

Las proteínas de clase 4, están conservadas y presentes en todas las cepas de 

meningococo. Las de clase 5 son heterogéneas e intervienen en la adherencia. 

Las proteínas de clase 6 son termo-modificables y se expresan en algunos 

meningococos del serogrupo A, pero no en los pertenecientes a los serogrupos B 

ni C (51). 

La utilización de técnicas de biología molecular como el multilocus sequence 

typing, (MLST) y  la secuenciación de los genes de meningococo fetA y  fHbp, 

permite la identificación de complejos clonales específicos relacionados con la 

EMI. Estas metodologías posibilitan la evaluación de la relación genética entre 

los clones de meningococo, la naturaleza de sus cambios evolutivos y su 

potencial para causar epidemias (31, 52).  

II.6 Lipopolisacárido (LOS) y fimbrias 

Esta estructura de la membrana externa tiene gran importancia en la patogenia  

de la EMI. Su heterogeneidad sirve para la determinación de los inmunotipos. La 

fracción del lípido A, llamada endotoxina (en oposición a las exotoxinas 

bacterianas), gobierna la inducción de las citocinas inflamatorias frecuentes en 

esta enfermedad (53). Tanto la morbilidad como la mortalidad de la bacteriemia 

meningocócica tienen una relación directa proporcional con la cantidad de 

endotoxina meningocócica circulante. La variabilidad en su composición 

antigénica permite la clasificación serológica de 13 inmunotipos diferentes (54, 

55). 

Los pili o fimbrias son proyecciones filamentosas, compuestas por subunidades 

polipeptídicas repetidas, que se extienden a partir de la superficie bacteriana. Su 

función en promover la adhesión a las células endoteliales y epiteliales. Está 

establecido que las fimbrias son el principal mecanismo de adhesión de las 

bacterias encapsuladas (56). 
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II.7 Patogenia   

Neisseria meningitidis es uno de los principales agentes causales de meningitis 

bacteriana y sepsis en el mundo (57, 58). Se adquiere por el contacto directo con 

las secreciones provenientes del tracto respiratorio superior de los portadores 

asintomáticos o de enfermos (59). Durante los períodos endémicos coloniza la 

mucosa nasofaríngea en porcentajes que oscilan entre el 10-35 % de la 

población, pero este porcentaje es más alto en los adolescentes, adultos jóvenes 

y las poblaciones que habitan en condiciones de hacinamiento o espacios 

cerrados como las residencias estudiantiles y las unidades militares (28, 60).  

La información relacionada con las condiciones que influyen en el equilibrio entre 

la presencia asintomática y la invasión bacteriana por N. meningitidis no están 

bien argumentadas. Según la literatura consultada es probable que intervengan 

diversos factores. Dentro de estos se señalan: la virulencia de la cepa, el estado 

nutricional y la situación inmunitaria específica y no específica del hospedador, la 

interferencia con infecciones víricas, y los factores ambientales como la 

contaminación atmosférica (polvo, humo), así como las condiciones climáticas. 

En el «cinturón de la meningitis», las epidemias suelen presentarse durante la 

estación seca (desde enero hasta marzo) y finalizan con el comienzo de las  

lluvias (mayo-junio). En los periodos entre las grandes epidemias, estas regiones 

son en general, hiperendémicas para la EMI, con la presentación de pequeños 

brotes y numerosos casos esporádicos. En los países de clima templado, el 

número máximo de casos endémicos de EMI se registra durante el invierno  y la 

primavera (16). 

II.8 Aspectos clínicos 

Por lo general, la meningitis y la sepsis son las formas clínicas habituales de 

presentación de la EMI, ambas pueden aparecer de forma aislada o al unísono 

en el mismo paciente (57, 61). Entre los síntomas más frecuentes se incluyen: 

fiebre, cefaleas, toma del estado general, petequias y erupción maculopapular 

(57). Casi siempre, las lesiones cutáneas aparecen en las primeras 24 horas del 

inicio de la fiebre. Entre el 10-20 % de los casos pueden presentar una sepsis 
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fulminante con púrpura, hipotensión, disfunción miocárdica y fallo multiorgánico 

en pocas horas (síndrome de Waterhouse Friderichsen), con una alta  mortalidad 

(62, 63). 

Los pacientes con meningitis sin sepsis pueden presentar cefalea, vómitos, 

fotofobia, rigidez de nuca, alteración variable del nivel de consciencia (desde la 

obnubilación hasta el coma), en los lactantes se observa la fontanela abombada 

y el rechazo de los alimentos (57, 64). En los casos con meningitis, la aparición 

de lesiones cutáneas es menos frecuente. Es preciso tener presente que, en 

ocasiones, la sintomatología de la EMI es inespecífica en las primeras horas y 

puede confundirse con un proceso infeccioso de etiología viral (65, 66).  

N. meningitidis puede ocasionar otras formas clínicas poco frecuentes (artritis 

séptica, neumonía, endocarditis o pericarditis, uretritis y conjuntivitis) (63).  

II.9 Epidemiología  

La EMI tiene una distribución mundial  y afecta a personas  de todas las edades, 

con un predominio en los  niños menores de cinco años. Su patrón y frecuencia 

varía en los países fríos, donde presenta una incidencia anual entre  

1-10/100 000 habitantes, con tasas más elevadas durante  el invierno. En las 

poblaciones no inmunes, como los grupos con una mayor sensibilidad a enfermar 

(pobreza, hacinamiento) o en aquellos donde existe una influencia genética, la 

EMI se presenta en períodos hiperendémicos, con una incidencia de hasta 

20/100 000 habitantes, asociados con  la expansión de clones virulentos (24, 66, 

67). El clon ET-5 (tipo electroforético 5), que incluye sobre todo a cepas del 

serogrupo B, ha sido responsable de brotes en Cuba, Brasil, Chile, Noruega y 

Estados Unidos (10, 67).  

En Cuba, en el período 1916-1976 (etapa preepidémica), la EMI muestra un 

comportamiento endémico, con la notificación de casos esporádicos y pequeños 

brotes. En 1976, se describe el primer brote intradomiciliario, hecho relacionado  

con el inicio de la epidemia. A partir de ese momento, los casos de EMI 

aumentan y en 1980 el Minsap considera a esta enfermedad  como el principal 
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problema de salud (68). El pico de la epidemia ocurre en 1983 (14,4/100 000 

habitantes), pero  para los menores de un año, la cifra de incidencia fue más alta  

(20/100 000 habitantes) (69). 

La colonización nasofaríngea conduce a la EMI en una pequeña proporción de 

casos. El periodo de incubación se extiende entre 2 y 10 días, aunque predomina 

el de 3-4 días. El periodo de transmisibilidad persiste mientras N. meningitidis 

permanezca en la nasofaringe de los enfermos o portadores. El estado de 

portador puede prolongarse durante semanas, meses o ser intermitente. 

La enfermedad producida por N. meningitidis afecta sobre todo a los pacientes 

pediátricos, con dos picos de máxima incidencia, el primero en los niños menores 

de 5 años (más frecuente en los menores de 1 año), y el segundo, en los 

adolescentes y adultos jóvenes. La letalidad oscila entre el  10-15 %,  aún en los 

casos con un tratamiento adecuado; además, el porcentaje de secuelas 

(alteraciones en el desarrollo psicomotor, sordera, entre otras), se presenta entre 

el 10-20 % de los sobrevivientes (47). 

II.10 Diagnóstico de laboratorio  

La interpretación y el rigor de los resultados microbiológicos dependen en gran 

medida de la calidad de la toma y el procesamiento de las muestras en el 

laboratorio de microbiología. Conocer el tipo de muestra, el momento adecuado 

de su obtención, conservación, transportación y procesamiento determinan la 

utilidad del resultado final, siendo imprescindible que la obtención de las 

muestras, siempre que sea posible, se realice antes de aplicar el tratamiento 

antimicrobiano (70). 

El diagnóstico microbiológico de la EMI se sustenta en el estudio de las muestras 

obtenidas del paciente sobre todo el LCR y la sangre. Otros productos 

patológicos  útiles son el material de las petequias, el suero, la orina  y el pus 

proveniente de cavidades cerradas (líquido articular, aspirado pericárdico). En el 

caso de la meningitis, el LCR constituye la muestra más representativa, este 

pocas veces está turbio, aunque puede variar de aspecto según la concentración 
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de la bacteria. Otras características son la presión alta, el aumento en el 

contenido de proteínas y una baja concentración de glucosa, que es consumida 

por el meningococo (71, 72). Las pruebas diagnósticas de esta enfermedad 

pueden ser  convencionales y moleculares.  

II.10.1 Pruebas convencionales 

El principal elemento para el diagnóstico de la EMI es el análisis del LCR 

obtenido por punción lumbar. Si el LCR tiene un aspecto turbio o purulento no se 

realiza la centrifugación del mismo, se le hace coloración de Gram, con posterior 

observación microscópica. Esta técnica sencilla y rápida permite el diagnóstico 

presuntivo del agente causal en un porcentaje que varía del 60-90 % de los 

casos de meningitis, con una especificidad de hasta 97 %. La sensibilidad 

variable se correlaciona con la concentración de microorganismos presentes en 

el LCR  (> 100,000 UFC/mL) y la siembra directa (71). Sin embargo, en la 

mayoría de los casos, cuando se obtiene un LCR claro u opalescente se procede 

de la siguiente manera: 1) el LCR se  centrifuga a 1 844 xg por 20 minutos, 2) el 

sedimento se emplea para realizar la coloración de Gram y el cultivo 3) el  

sobrenadante se utiliza para las pruebas de detección de antígenos. Para la 

ejecución de estas pruebas, las muestras de LCR no se pueden refrigerar, deben 

mantenerse a  37 0C hasta su envío al laboratorio (73). 

El cultivo representa la prueba de referencia para el diagnóstico de la EMI y para 

establecer la etiología de la meningitis bacteriana; además de permitir la 

caracterización microbiológica del agente causal, posibilita la determinación de 

los patrones de susceptibilidad de los aislamientos frente a los antimicrobianos 

empleados en la terapéutica y quimioprofilaxis de esta enfermedad (74). Los 

cultivos de N. meningitidis requieren la presencia de una atmósfera de  

C02 entre (5-10 %), una temperatura de incubación que oscila de  35-37 0C  y 

medios enriquecidos  con suero de ternera al 5 %. Los medios  recomendados 

son el agar Mϋeller Hinton, agar chocolate, agar Thayer  Martín y agar sangre. 

Después de una incubación durante 18-24 horas, se observan colonias 

transparentes, convexas, no pigmentadas, no hemolíticas y de tamaño mediano 
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(73). Para  la identificación del agente causal se realizan las pruebas de oxidasa 

y catalasa (positivas) y las pruebas enzimáticas y de utilización de los azúcares  

(glucosa y maltosa) al 1 % en medio Cistina Tripticasa Agar (CTA) (74). 

II.10.2 Pruebas moleculares 

Debido a la creciente necesidad de utilizar métodos diagnósticos más rápidos, el 

uso de las tecnologías de amplificación de ADN en las prácticas de laboratorio  

ha llevado rápidamente al desarrollo de nuevos formatos de PCR, entre los que 

se destaca la rt-PCR, que es una modificación de la prueba de PCR clásica que 

identifica el ADN con mayor sensibilidad y especificidad y en menor tiempo de 

reacción. La principal diferencia entre los dos métodos es el hecho de que la 

amplificación y la detección se realizan simultáneamente en un sistema cerrado, 

lo que reduce el riesgo de contaminación. Además de los cebadores, el sistema 

incluye un tercer oligonucleótido en la reacción, conocido como sonda, que 

aumenta la especificidad de la prueba (28, 31) 

En comparación con los métodos convencionales (cultivo, examen directo y 

pruebas antigénicas), las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos no están 

en riesgo por la pérdida de viabilidad del microorganismo, presentan una alta 

sensibilidad y una especificidad comparable con el  cultivo; además, el uso previo 

de antimicrobianos por el paciente no interfiere en la obtención de sus resultados 

(75). Sin embargo, la producción de falsos positivos debido a la contaminación 

del ADN debe evitarse mediante el estricto cumplimiento de los protocolos de 

trabajo (31). En el ámbito mundial la tendencia general ha sido la inclusión del 

PCR como técnica confirmatoria para la definición de los casos de EMI, aunque 

en la actualidad persisten divergencias en este aspecto. Por ejemplo, en la Unión 

Europea y en el Reino Unido, el 25 % de los casos son confirmados solo por la 

PCR, mientras que en los Estados Unidos, el Centro para el Control de 

Enfermedades (CDC) la incluye como prueba confirmatoria (76). 

Las pautas para el diagnóstico de la EMI señalan, que ya sea en el ámbito 

regional, provincial o en las instalaciones de referencia centralizadas pueden 
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implementarse las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos, siempre que los 

resultados se obtengan con rapidez y estén disponibles en cuestión de pocas 

horas. Sin embargo, aunque el costo de la PCR ha disminuido, su introducción 

en muchos países todavía está obstaculizada por la carencia de recursos y 

limitaciones del personal capacitado para su implementación. Las pautas  

internacionales recomiendan que la PCR se utilice para la confirmación siempre 

que sea posible, pero sin reemplazar  el cultivo (considerada la técnica de oro) 

para lograr la recuperación de las cepas u otras pruebas diagnósticas 

convencionales (31). 

Por otra parte, la técnica de microarreglos de genes (microarray sigla en inglés) 

se emplea con éxito en el diagnóstico molecular de los tres principales agentes 

causantes de MEB: N. meningitidis, S. pneumoniae y H. influenzae (77). 

Asimismo, la  combinación de las pruebas de  amplificación de ADN, como la 

PCR con la secuenciación de ácidos nucleicos se utiliza en la actualidad para 

llevar a cabo el diagnóstico de estos microorganismos, pudiéndose incluso 

realizar esta técnica a partir de las muestras procedentes del paciente (78) 

Resulta necesario aclarar que a diferencia del diagnóstico convencional de la 

MEB y la bacteriemia por meningococo, las  muestras clínicas empleadas en el 

diagnóstico molecular deben mantenerse refrigeradas, antes de su envío al  

laboratorio de microbiología (74). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1 Diseño general 

Se realizó un estudio descriptivo observacional retrospectivo que abarcó dos 

períodos. El primer período comprendió desde enero de 2011 a diciembre de 2016, 

en el que se usaron muestras de LCR de enfermos con MBAC de todo el país. El 

segundo periodo abarcó desde septiembre de 2017 hasta febrero de 2018 y 

estudió  aislamientos de Neisseria spp. de la nasofaringe de portadores 

asintomáticos de la provincia Ciego de Ávila, pertenecientes a la colección del 

LNRNH del IPK (1988-1989).   

III.2 Aplicación de la prueba de PCR en muestras de LCR de pacientes con 

sospecha de MBAC sin confirmación diagnóstica por cultivo 

Se estudiaron 270 muestras de LCR conservadas a -20 0C, pertenecientes al 

LNRNH del IPK, que procedían de pacientes con sospecha clínica de MBAC, sin  

identificación por cultivo (anexo 1). 

Para la extracción de ADN por el método de Chelex (75), se tomaron 100 µL de la 

muestra y se le agregó 300 µL del reactivo  Chelex-100 al 10 % (SIGMA, EE.UU), 

luego se centrifugó a 10 000 xg durante 1 min y se puso en bloque térmico   

(Accublock, Labnet, EE.UU), a 100 0C por 15  min, se centrifugó bajo las mismas 

condiciones y se conservó a -20 0C hasta su utilización.  

III.2.1 Condiciones de amplificación de la PCR a punto final para el gen ctrA 

de N. meningitidis 

La reacción de la PCR se realizó en un volumen final de 25 µL, compuesto por  

0,5 µL de dNTP- Mix (10 nM,), 2,5 µL de tampón 10X, 1,5 µL de MgCl2 (25 nM),  

0,5 µL de cada cebador (25 pM), 0,15 µL de TaqDNA polimerasa (estuche 

QIAGEN, Alemania) y 2,5 µL de ADN Las secuencias de los cebadores empleados 

para la amplificación del gen ctrA fueron sentido 5´-TGCGGTGGCTGCGGTAGGT-

3´ y antisentido 5´-CCGGCGAGAACACAAACGACAAG-3´, que amplifica un 

fragmento de 523 pb (14). 
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Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador GeneQ (BIOER, 

China). El programa que se utilizó para la amplificación del gen ctrA consistió en la 

desnaturalización inicial a 94 0C por 5 min; seguido de 34 ciclos a 92 0C por 40 

segundos, 56 0C durante 30 segundos y 72 0C por 20 segundos. Finalmente se 

realizó un paso de extensión a 72 0C durante 5 min. La reacción se mantuvo luego 

a 4 0C.   

En cada una de las reacciones se utilizó como control positivo, el ADN extraído a la  

cepa de referencia de N. meningitidis ATCC 26195 y como control negativo se 

empleó agua estéril, calidad PCR y libre de nucleasa (Promega, EE.UU).  

La corrida electroforética se realizó en gel de agarosa al 2 %, empleando una  

cámara de electroforesis submarina (Mupid One plus, Japón), a 70 V, durante 15 

minutos. El producto de amplificación se detectó mediante electroforesis, siendo 

visualizado a través de un transluminador (Viber Loumat, Francia). La talla del 

producto amplificado se determinó comparándola con el marcador de peso 

molecular de ADN (100 pb DNA StepLadder, Promega) (14). 

III.3 Implementación de la rt-PCR cualitativa para el diagnóstico de  

N. meningitidis con el ADN de cepas controles, de referencia y LCR    

Se emplearon las siguientes cepas controles y de referencia:  

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Haemophilus influenzae H-33,  

Streptococcus agalactiae SptB-22, N. meningitidis ATCC 26195, N. lactamica 

ATCC 89494, N. gonorrhoeae  ATCC  49226, N. polysaccharea  ATCC 85322,  

Moraxella catarrhalis ATCC 81191, pertenecientes a la colección de cultivos del 

LNRNH y del Laboratorio Nacional de Referencia de Infecciones Respiratorias 

Agudas Bacterianas del IPK (anexo 1). 

Las cepas controles y de referencia conservadas a -80 ºC en caldo triptona-soya 

con glicerol al 20 % se subcultivaron en los medios de agar chocolate, agar sangre 

(BIOCEN, Cuba), enriquecido con 1 % de suplemento Vitox (OXOID, EE.UU) y 

agar Thayer Martin modificado: medio GC al que se le adicionó 10 % de sangre de 

carnero y los inhibidores VCNT (OXOID) con 1 % de suplemento Vitox. La 
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incubación de los medios se realizó a una temperatura de 36,5- 37 ºC durante  

18–24 horas, en una atmósfera con 5-10 % de CO2  (1). 

Como muestra clínica se utilizó 50 ADN de los 270 obtenidos a partir de los LCR 

(acápite III. 2), previamente identificados en el laboratorio por una PCR múltiple que 

detecta los tres principales agentes causantes de MBAC. Para la selección de la 

muestra se tomó el material genético que correspondía al 5 % de los casos de MEB 

que resultaron positivos a N. meningitidis, el 6 % de las positivos a  

H. influenzae y el 30 % de los positivos a S. pneumoniae, según reportes del 

Anuario Estadístico de Salud de Cuba (4). Para la selección de las muestras 

negativas, se  realizó un muestreo aleatorio sistemático apoyado en el listado de 

los LCR y por cada 10 muestras de ADN se escogió una. Los datos de la 

identificación previa por PCR múltiple de estos microorganismos se tomaron de la 

base de datos Diagnóstico molecular de MEB del LNRNH. 

III.3.1 Extracción del ADN 

Para la extracción de ADN de las cepas controles y de referencia se tomó una 

asada de cultivo puro y joven (18-24 horas de crecimiento) en los medios selectivos 

anteriormente descritos y se empleó el estuche comercial QIAamp® DNA Mini and 

Blood Mini (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante  (anexo 2). 

III.3.2 Evaluación de la concentración, calidad e integridad del ADN purificado 

La integridad del ADN se comprobó por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, 

según lo recomendado por Sambrook y Russel (79). Para calcular la concentración 

de ADN se utilizó el sistema QIAxpert (QIAGEN) según el protocolo descrito por el 

fabricante. 
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III.3.3 Mezcla, condiciones de amplificación e interpretación de la rt-PCR 

cualitativa que amplifica el gen sodC de N. meningitidis 

La mezcla de la rt-PCR en un volumen final de reacción de 25 μL quedó compuesta 

por 7,5 µL de agua  estéril calidad  PCR  libre de nucleasa (Promega),12,5 µL 

QuantiTectProbe RT-PCR Master Mix (QIAGEN), 2,5 µL de ADN extraído y los 

cebadores (18) a una concentración final como se muestra en la  tabla 1.  

Tabla 1. Secuencia de los cebadores y concentración final empleados para la 

amplificación del gen sodC por rt-PCR. 

Designación de 

Oligonucleótidos 
Secuencia 5´-3´ 

Concentración 

final (nM) 

Talla del 

amplicón 

(pb) 

Nm sodC Dir 351 GCA CAC TTA GGT GAT TTA CCT GCA T 300 

127 Nm sodC Rev 478 CCA CCC GTG TGG ATC ATA ATA GA 600 

Nm sodC Pb 387 
(FAM)-CAT GAT GGC ACA GCA ACA AAT 

CCT GTT T-(BHQ1) 
100 

Leyenda: Nm = N. meningitidis 

Como control positivo de amplificación se utilizó el ADN extraído de la cepa de 

referencia de N. meningitidis la ATCC 26195 y como control negativo se empleó  

2,5 µL de agua  estéril calidad  PCR  libre de nucleasa (Promega). La reacción de 

amplificación se realizó en un equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN) con las siguientes 

condiciones: 2 min a 50 0 C, 10 min a 95 0 C, y 50 ciclos de 15 segundos a 95 0 C  y 

1 min a 60 0 C (18). 

La visualización de los resultados se realizó mediante el softwareRGQ versión 

2.3.1.49. Para la interpretación de los mismos, se tuvo en cuenta los valores del 

ciclo umbral (cycle threshold,Ct, siglas del inglés). Aquellos valores de Ct menores 

de 35 se consideraron positivos y los mayores de 40 se consideraron negativos; los 

valores de Ct en el intervalo entre 36-40 fueron considerados equívocos. En caso 

de observarse resultados equívocos, se realizaron dos diluciones del ADN (1:4 y 

1:10) para diluir posibles inhibidores de la reacción, que se evaluaron por 
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duplicado. Si el promedio Ct de la muestra diluida se ubicó por debajo de 35, se 

consideró como positiva; si el  promedio de Ct de la muestra diluida permaneció en 

el rango 35-40, la muestra se consideró como negativa, según reporta Dolan (18). 

III.3.4 Determinación del límite de detección 

Para determinar el límite de detección se utilizó la cepa de referencia de  

N. meningitidis ATCC 26195 con una concentración de ADN de 5,61 x 1010  ng. Se 

realizó el protocolo descrito por Duque y colabores 2018 (80), utilizando diluciones 

seriadas de la muestra pura desde 10-3 hasta 10-9. El ensayo de rt-PCR cualitativa 

se realizó por triplicado para determinar la menor dilución que puede detectarse en 

el  95 % de las réplicas, así como para garantizar la reproducibilidad de los 

resultados. Como control negativo se utilizó 2,5 µL de agua estéril calidad PCR 

libre de nucleasa (Promega) en cada uno de los ensayos. 

III.4 Aplicación de dos sistemas de PCR que amplifican el ADN de  

N. meningitidis en aislamientos de Neisserias spp. de portadores 

nasofaríngeos cubanos 

Se seleccionaron los aislamientos liofilizados de Neisserias spp. pertenecientes a la 

colección de cultivos del LNRNH recuperados de los exudados nasofaríngeos de 

portadores correspondientes a 1988-1989 de la provincia Ciego de Ávila (anexo 1). 

Se excluyeron las ámpulas liofilizadas secas, hidratadas y de aspecto oscuro. 

Las 50 ámpulas liofilizadas que conformaron la muestra se reconstituyeron en 2 mL 

de agua destilada estéril. Un mililitro se subcultivó en los medios de agar chocolate 

enriquecido y agar Thayer Martin modificado (74). El otro  mililitro se utilizó para 

realizar la extracción de ADN, siendo transferido a un vial de 1,5 mL, se centrifugó 

a 3 615 xg por 5 min y al sedimento se le adicionó 180 µL de tampón ATL. La 

purificación se realizó según lo descrito en el acápite III.3.1. El ADN purificado se 

cuantificó (acápite III. 3.2) y luego se evaluó en la prueba de PCR a punto final para 

la detección del gen diana ctrA y la rt-PCR cualitativa que detecta el gen sodC 

como se describió en los acápites (III.2.1 y III.3.3). 
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III.4.1 Identificación microbiana 

La identificación de los aislamientos de Neisseria spp. se realizó mediante la 

ejecución de las siguientes pruebas: observación de las características 

morfológicas de las colonias, resultado de la coloración de Gram y los resultados 

obtenidos en las pruebas bioquímicas y enzimáticas aplicadas. Se tuvieron en 

cuenta la positividad de las pruebas bioquímicas de oxidasa, catalasa y los 

resultados respecto a la utilización de  los azúcares, así como los obtenidos con la 

aplicación de las pruebas enzimáticas de orto-nitrofenil-galactopiranósido (ONPG), 

hidroxiprolil-aminopeptidasa y gamma-glutamil-aminopeptidasa, empleando discos 

comerciales (Hardy Diagnostics, Canadá) (81). Como cepas controles de las 

diferentes pruebas se emplearon aquellas descritas en el acápite III.3. 

III.4.2 Prueba de aglutinación en partículas de látex para la determinación de 

los serogrupos 

La prueba de aglutinación en partículas de látex de los aislamientos identificados 

como N. meningitidis se realizó mediante la aglutinación de colonias bacterianas 

frente al antisuero policlonal para los serogrupos ACYW135 y el antisuero 

monoclonal para el serogrupo B. Se utilizó el estuche comercial Wellcogen  

N. meningitidis B/E. coli k1 (EE.UU), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

III.5 Determinación de serogrupos de N. meningitidis por PCR a punto final  

La prueba de PCR se realizó a los LCR identificados como meningococo por 

ambos sistemas de PCR diagnósticos y a los aislamientos de esta especie que no 

pudieron tipificarse por aglutinación en látex. La mezcla de reacción de PCR se 

realizó según lo descrito en el acápite III.2.1. Se utilizó 25 pmol de cada cebador 

que amplifica un fragmento de los genes que codifican para los serogrupos de 

 N. meningitidis (tabla 2). El programa consistió en la desnaturalización inicial a  

94 0C durante 2 min, la hibridación a  55 0C durante 40 segundos, seguido de 34 

ciclos a 92 0C por 40 segundos y la extensión final a 72 0C por 30 segundos (82). 
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Tabla 2. Cebadores utilizados para la determinación de los serogrupos de  

N. meningitidis. 

Designación de 

Oligonucleótidos 
Secuencia 5´-3´ 

Talla del 

amplicón (pb) 
Serogrupo 

orf-2(A) 
5´-CGCAATAGGTGTATATATTCTTCC-3´ 

5´-CGTAATAGTTTCGTATGCCTTCTT-3´ 
400 A 

siaD (B) 
5´-GGATCATTTCAGTGTTTTCCACCA-3´ 

5´-GCATGCTGGAGGAATAAGCATTAA-3´ 
450 B 

siaD (C) 
5´-TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT-3´ 

5´-CAATCACGATTTGCCCAATTGAC-3´ 
250 C 

siaD (Y) 
5´-CTCAAAGCGAAGGCTTTGGTTA-3´ 

5´-CTGAAGCGTTTTCATTATAATTGCTAA-3´ 
120 Y 

siaD (W) 
5´-CAGAAAGTGAGGGATTTCCATA-3´ 

5´-CACAACCATTTTCATTATAGTTACTGT-3´ 
120 W135 

 

En cada una de las reacciones se utilizó como control positivo el ADN extraído a 

las cepas de referencia: N. meningitidis 385/83 del serogrupo B (Instituto Finlay),                 

N. meningitidis  del  Instituto Pasteur de los serogrupos A, C, Y, W135 y como 

control negativo se empleó agua estéril, calidad PCR y libre de nucleasa (Promega, 

EE.UU). La corrida electroforética y la visualización de los productos se realizó 

según lo descrito en el acápite (III.2.1). 

III.5 Consideraciones éticas 

Se cumplió con las siguientes resoluciones nacionales vigentes: Resolución No. 8 

de 2000 y Resolución No. 103 CITMA, 2002 de seguridad biológica en el manejo 

del material biológico y Resolución No. 38 CITMA, 2006 del listado de agentes 

biológicos. La investigación se aprobó por el Comité de Ética Institucional del IPK 

(CEI-IPK 92-17). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

IV.1. Identificación del fragmento de 523 pb del gen ctrA de N. meningitidis en 

LCR de pacientes con sospecha de MBAC sin confirmación diagnóstica por 

cultivo 

Entre 2011 y 2016 se notificaron por el subsistema de Enfermedad de declaración 

obligatoria (EDO) 1 981 casos de MBAC en Cuba, de ellos 1 136 no se identificaron  

por cultivo (57,3 %) (figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Notificación de meningoencefalitis de la comunidad en Cuba por el 

subsistema de EDO, 2011-2016. Fuente: Anuarios estadísticos (2011-2017) 

 A partir de una indicación de la dirección del Programa Nacional de Control de los 

Síndromes Neurológicos Infecciosos del MINSAP (83), los laboratorios de los 

Centros Provinciales de Higiene, Epidemiología y Microbiología (CPHEM) del país 

envían al LNRNH-IPK, los LCR procedentes de los casos de MBAC sin 

identificación del agente causal por cultivo. El objetivo de esta estrategia es 

identificar las principales bacterias que producen MBAC: N. meningitidis,  

S. pneumoniae y H. influenzae a través de una prueba de PCR múltiple (13).  De 

las 270 alícuotas de LCR recibidas en este laboratorio entre los años 2011 y 2016, 
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se produjo la amplificación del fragmento de 523 pb del gen ctrA correspondiente a 

N. meningitidis en cinco muestras (1,9 %) (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 % de los productos de 

amplificación del fragmento del gen ctrA (523 pb).  

Leyenda: M: marcador de peso molecular de  100 pb; c+: control positivo ADN de cepa de 
referencia de N. meningitidis ATCC 26195,  carriles del 1 al 5 ADN de las muestras de LCR;  

 c-: control negativo.  
 
Los resultados del presente estudio contribuyen al fortalecimiento de la vigilancia 

nacional de las MBAC en Cuba, ya que incrementa el porcentaje de identificación 

de N. meningitidis en casos de meningitis reportados sin identificación por el 

cultivo. Es necesario mencionar que la vacuna antimeningocócica de producción 

nacional VA-MENGOC-BC® fue introducida en el Esquema Nacional de 

Inmunización de Cuba en 1991, lo cual ha impactado de forma positiva en la 

reducción del número de casos y de muertes por EMI <0,1 x 105 habitantes (4, 84). 

Esto pudiera explicar el actual porcentaje de detección de N. meningitidis en la 

presente investigación. 

Sachi y colaboradores, del Laboratorio Nacional de Referencia de Meningitis de 

Brasil, realizan una prueba de PCR en 452 muestras de LCR en pacientes con un 

resultado negativo o desconocido del cultivo bacteriológico, que incrementa el 

porcentaje  de detección de N. meningitidis a un 87,5%, cuando se emplea en 

     M        c+    1      2        3       4       5       c- 

523 pb 
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combinación con otras pruebas convencionales como la aglutinación con partículas 

de látex y el examen directo (85).      

IV.2 Implementación de la prueba de rt-PCR cualitativa que amplifica el gen 

sodC de N. meningitidis con el ADN de cepas controles, de referencia y 

muestras de LCR 

La implementación de la prueba de rt-PCR cualitativa que amplificó el gen sodC 

solo produjo la amplificación con el ADN de la cepa de referencia de N. meningitidis  

ATCC 26195, con un rango de valor promedio de Ct de 15,19 (31copias del 

genoma) (figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Resultado de la rt-PCR que amplifica el gen sodC con el ADN de la cepa 

de referencia de N. meningitidis ATCC 26195, con un valor de Ct menor de 35. 

El límite de detección (sensibilidad analítica) de la rt-PCR implementada fue de  

10-5 UFC/mL. La  curva estándar reveló un límite inferior promedio de detección de 

71 copias del genoma, el valor del ciclo umbral (Ct) fue de 34, con un coeficiente de 

regresión promedio (R2) de 0,9969. Estos parámetros demostraron la eficiencia 

      5      10     15      20     25      30     35     40      45    50  

                               Ciclos  
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promedio de la reacción si tenemos en cuenta que el rango de UFC/mL en una 

muestra de LCR oscila entre 103-105 (18).   

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los descritos por Seib y 

colaboradores en Australia, al evaluar cepas patógenas de N. meningitidis y  

N. gonorrhoeae y de especies de Neisseria comensales, informan que el gen sodC  

está presente solo en cepas de  meningococo, en donde  desempeña un papel en 

la protección contra el estrés oxidativo (86).  Asimismo, Dolan y colaboradores, en 

EUA, al estudiar 244 lisados celulares de otras especies diferentes a 

N. meningitidis, señalan que no se produce la amplificación con el gen sodC (18). 

Estos resultados permiten confirmar la utilidad que tiene este gen para la 

identificación del meningococo por métodos moleculares. 

La implementación de la prueba de rt-PCR en 50 ADN obtenidos de LCR en 

pacientes con síntomas compatibles con una MBAC, identificados previamente 

mediante una PCR-múltiple,  produjo la amplificación solo en aquellas muestras 

que fueron positivas a N. meningitidis (gen ctrA) (tabla 3). 

Tabla 3. Resultados de la implementación de la prueba de rt-PCR que amplifica el 

gen sodC de N. meningitidis en 50 muestras de LCR identificadas por una PCR 

múltiple. 

   Muestras Total PCR - ctrA rt-PCR sodC 

S. pneumoniae* 15 Negativas Negativas 

H. influenzae** 3 Negativas Negativas 

N. meningitidis  5 Positivas Positivas 

Negativas  27 Negativas Negativas 

*   Amplificación con el gen ply (Tzanakaki et al, 2003) 
* * Amplificación con el gen bexA (Tzanakaki et al, 2003) 
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Las muestras positivas tuvieron un valor de Ct inferior a 35 (figura 4A). Sin 

embargo, tres de las 27 muestras de LCR que resultaron negativas por la PCR 

múltiple (11,1 %), mostraron un valor de Ct entre 36-40, por lo que fueron 

inicialmente interpretadas como resultados equívocos. Con la finalidad de eliminar 

posibles inhibidores de la reacción de rt-PCR, se realizaron dos diluciones (1:4 y 

1:10) al ADN de estas muestras, lo que produjo un promedio de Ct que permaneció 

en el rango de 36-40, siendo considerado el resultado final como negativo, de 

acuerdo a la descripción de Dolan (18) (figura 4B).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Resultado de la rt-PCR cualitativa que amplifica el gen sodC de  

N. meningitidis en el  LCR. A. Curvas con un valor de Ct menor de 35. B. Curvas 

con valores de Ct entre 36-40 y las muestras fueron diluidas. 

Leyenda: c+: ADN de cepa de referencia de N. meningitidis ATCC 26195, 5 LCR positivos a  

N. meningitidis, 3  muestras de ADN de los LCR que  fueron diluidas 1:4 y 1:10. 
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En el presente estudio ambos sistemas de PCR identificaron las cinco muestras 

como N. meningitidis en pacientes con sospecha de MBAC. Dolan y colaboradores 

en EUA realizan una comparación entre dos métodos de rt-PCR que amplifican los 

genes ctrA y sodC, para mejorar la detección de N. meningitidis en 157 muestras 

de suero y LCR. El uso del gen sodC detecta un mayor número de muestras 

positivas a meningococo (15,9 %)  que el gen ctrA (13,4 %), en especial en los LCR 

(18). Sin embargo Takenori y colaboradores en Brasil, al llevar a cabo una 

investigación similar describen que la prueba de rt-PCR que amplifica el gen sodC 

resulta 7,5 % menos sensible que aquella que amplifica el gen ctrA en fluidos 

corporales estériles (22). 

Estudios realizados en España y Turquía, en los que utilizan el gen ctrA para el 

diagnóstico de N. meningitidis en muestras de LCR, detectan una alta sensibilidad 

y especificidad de esta prueba, sobre todo, cuando el resultado del examen 

microscópico directo y el cultivo son negativos, como consecuencia del tratamiento 

antimicrobiano del paciente previo a la toma de muestras (87, 88). El Servicio de 

Referencia Microbiológica de España (89) sugiere el empleo de la prueba de PCR 

que amplifica el gen ctrA para mejorar el diagnóstico de los casos con EMI.  

Nemescu y colaboradores en Rumania, al evaluar los resultados de la prueba de  

rt-PCR que amplifica el gen sodC de N. meningitidis con tres métodos diagnósticos 

convencionales en muestras de LCR de pacientes con sospecha de MBAC, 

encuentran que el método molecular incrementa el porcentaje de detección de la 

bacteria en el 20,4 % de los  casos investigados (90). Otros estudios realizados por 

Vázquez y colaboradores, en España (29), así como por Diallo y colaboradores, en 

Burkina Faso (91), recomiendan el empleo del gen sodC como una herramienta 

molecular útil para el diagnóstico rápido de N. meningitidis.   
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IV.3 Aplicación de dos sistemas de PCR para la identificación de  

N. meningitidis a partir de aislamientos liofilizados de Neisseria spp. de 

portadores nasofaríngeos  

Los resultados del cultivo efectuado a las suspensiones de 50 ámpulas liofilizadas 

identificadas previamente como Neisseria spp, permitió recuperar solo 10 

aislamientos (20 %), que fueron identificados como N. meningitidis. La literatura 

especializada describe que las condiciones óptimas de conservación de los cultivos 

liofilizados de especies del género Neisseria son: 1) temperatura de refrigeración  

(2-8 0C) o de congelación (-30 -70 0C) (92) 2) protegidos de la acción de la luz, 

debiéndose utilizar ámpulas para liofilizar color ámbar, 3) colocados en un 

ambiente sin humedad, dada la naturaleza higroscópica del producto liofilizado (2, 

93, 94). La conservación de las bacterias liofilizadas en estas condiciones produce 

una buena estabilidad genética del producto, con una longevidad que oscila de 4 a 

40 años (95). En el presente estudio las ámpulas liofilizadas tenían 30 años de 

conservación, estaban guardadas a temperatura ambiente, no protegidas de la luz, 

lo que pudiera explicar el bajo porcentaje de recuperación de los cultivos. 

La medición de la concentración de ADN a las suspensiones celulares de las 50 

ámpulas liofilizadas, reveló que todas tenían un valor óptimo (por encima de 

1ng/µL).  

La prueba de PCR a punto final que amplifica el gen ctrA de N. meningitidis resultó  

positiva en el 76 % de las suspensiones celulares investigadas (38/50). Es 

importante destacar que el cultivo promovió el crecimiento de meningococo en una 

de las 12 muestras  que no amplificaron este gen (figura 5: carril 3).   
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Figura 5.  Electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 % de los productos de 

amplificación del fragmento del gen ctrA (523 pb).  

Leyenda: M: marcador de peso molecular de  100 pb; c+: control positivo ADN de cepa de 

referencia de N. meningitidis ATCC 26195,  carriles del 1 al 4 ADN de las suspensiones liofilizadas 

de portadores;  c-: control negativo.  

 

Estos resultados son similares a los notificados por Esposito y colaboradores en 

Italia y por Gioia y colaboradores en Brasil, que al investigar la presencia de 

 N. meningitidis en exudados nasofaríngeos de portadores asintomáticos mediante 

el cultivo y la prueba de PCR que amplifica el gen ctrA, no se produce la 

amplificación en algunas muestras identificadas como meningococo por cultivo (96, 

97).  

Existen varios factores que condicionan la no amplificación del ADN en las pruebas 

de PCR a punto final, entre las que se mencionan la cantidad y calidad del material 

genético y la presencia de inhibidores de la reacción de PCR. En el presente 

estudio la concentración de ADN resultó adecuada y se utilizó agua calidad PCR 

para realizar las suspensiones celulares. La ausencia de amplificación del gen ctrA 

en el 24 % de las suspensiones obtenidas del material liofilizado sugiere que 

pudiera deberse a la naturaleza no capsulada de algunos aislamientos de  

N. meningitidis obtenidos de portadores nasofaríngeos (17, 18).    

523 pb 
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Resulta necesario destacar que la totalidad de las suspensiones realizadas a los 

productos liofilizados de Neisseria spp. obtenidos de la nasofaringe de portadores 

asintomáticos amplificaron el gen sodC, por lo que fueron identificadas como  

 N. meningitidis  mediante la prueba de rt-PCR con un valor de Ct menor de 35  

(figura 6), lo que resalta la capacidad que tiene este sistema de PCR y el gen sodC 

en la identificación definitiva de meningococo en portadores nasofaríngeos de esta 

bacteria patógena (18, 98).  

 

 

 

Figura 6. Resultado de la rt-PCR que amplifica el gen sodC de N. meningitidis  

produjo la amplificación en las 50 muestras de cultivos liofilizados de portadores 

nasofaríngeos con un valor de Ct menor de 35. 

IV.4 Determinación de los serogrupos de N. meningitidis a partir de muestras 

de LCR y de cultivos obtenidos de portadores nasofaríngeos 

La determinación de los serogrupos de N. meningitidis a las cinco muestras de LCR 

que resultaron positivas a esta especie demostró que todas pertenecían al 

serogrupo B  (figura 7). 
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Figura 7 Electroforesis submarina en gel de agarosa al 2% de los productos de 

amplificación del fragmento del gen siaD (450 pb) de N. meningitidis  del  

serogrupo B.  

Leyenda: M: marcador de peso molecular 100 pb; c+: control positivo (ADN de cepa de referencia 

de N.meningitidis 385/83 serogrupo B,  Instituto Finlay); carriles del 1 al 5 muestras de ADN de los 

LCR positivos al  serogrupo B y  c-: control negativo.   

 

En el caso de los 10 cultivos identificados como N. meningitidis, obtenidos de la 

nasofaringe de portadores asintomáticos de la provincia Ciego de Ávila durante la 

epidemia de EMI, nueve de los 10 aglutinaron con el antisuero correspondiente al 

serogrupo B y un aislamiento no aglutinó con ninguno de los antisueros que 

clasifican los meningococos en serogrupos. A este aislamiento se le realizó la 

prueba de PCR que identifica los principales serogrupos de N. meningitidis: A, B, C, 

Y, X y W135, no produciéndose la amplificación con ninguno de los genes diana 

utilizados, siendo finalmente clasificado como no aglutinable (NA). 

La determinación de los serogrupos circulantes de N. meningitidis puede 

condicionar el comportamiento epidemiológico temporal de este microorganismo. El 

serogrupo B aumenta su circulación a partir de la década de los años 90 del siglo 

pasado en las Américas, Europa y Asia. En la región de las Américas se notifican 

    M     c+    1      2      3      4      5      c- 

450 pb 
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brotes o epidemias causadas por este serogrupo en Cuba, Estados Unidos, Brasil, 

Chile, Argentina y Uruguay (99, 100). 

En Cuba, durante los primeros tres años de la epidemia de EMI,  

N. meningitidis serogrupo B se aísla en 93,6 % de las cepas investigadas, seguido 

por el C (3,6 %) (68). Martínez y colaboradores, en un estudio longitudinal realizado 

a 728 cepas de N. meningitidis correspondientes a enfermos y portadores de la 

etapa epidémica y posepidémica, detectan un predominio del serogrupo B durante 

la fase de epidemia tanto en enfermos (96,77 %) como en portadores asintomáticos 

(67,30 %). Sin embargo, en la etapa posepidémica, todas las cepas invasivas eran 

del  serogrupo B (100 %), pero en los portadores predominan las NA (70,77 %) 

(50). Recientemente, una publicación del LNRNH del IPK en 162 aislamientos de 

N. meningitidis procedentes de pacientes con EMI, estudiados entre los años 1996-

2015, revela un franco predominio del serogrupo B (159/162) sobre el serogrupo C 

(3/162) (101). 

En la actual investigación, el predominio del serogrupo B de N. meningitidis en 

muestras de LCR procedentes de pacientes con EMI en los años 2011 y 2016 y de 

portadores nasofaríngeos en la provincia con la mayor tasa de morbimortalidad 

durante la etapa epidémica de esta enfermedad se corresponde con los resultados 

de estudios anteriores y actuales llevados realizados en el país (9, 99, 101). 

Diversas investigaciones en portadores nasofaríngeos destinadas al estudio de los 

principales serogrupos de N. meningitidis revelan el predominio de las cepas NA y 

del serogrupo B, en Brasil (49) y Colombia (102). En Europa se notifica una mayor 

prevalencia de las cepas de meningococo pertenecientes a los serogrupos B  

(27 %), X (14 %), Y (13 %) y las NA (67 %), en adolescentes y adultos jóvenes 

(48). Otra situación presenta África, un continente donde la incidencia de EMI en 

muy elevada, sobre todo en el denominado “cinturón de la meningitis”. En esa 

zona, las epidemias son tradicionalmente ocasionadas por el serogrupo A, sin 

embargo en los últimos años prevalecen los serogrupos  Y y W135 (103). 
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V. DISCUSIÓN GENERAL 

El uso de diversas variantes de la prueba de: PCR a punto final y rt-PCR en el 

LNRNH del IPK, para mejorar la identificación de N. meningitidis y sus principales 

serogrupos, en muestras de LCR de enfermos y aislamientos liofilizados de 

portadores nasofaríngeos, contribuye al fortalecimiento de la vigilancia 

epidemiológica de la enfermedad meningocócica en Cuba. 

La indicación dada al IPK por la Dirección del Programa Nacional de Control de SNI 

del Minsap, de investigar por técnicas moleculares los LCR de pacientes con 

sospecha de MBAC, sin identificación por el cultivo, permitió detectar cinco 

muestras positivas a meningococo, por dos pruebas de PCR estudiadas. La 

proporción de LCR identificados como N. meningitidis pudiera relacionarse con el 

éxito logrado tras la aplicación sistemática de la vacuna antimeningocócica de 

producción nacional a la población cubana en las últimas tres décadas (84, 104).  

El estudio de portadores nasofaríngeos de N. meningitidis pudiera predecir el 

comportamiento futuro de casos y brotes epidémicos de EMI (50). Los datos sobre 

los serogrupos y serotipos de los agentes causantes de MBAC resultan de utilidad 

para monitorear el impacto real de las vacunas sobre las características de las 

cepas circulantes y las fallas de vacunas (9). Ambos ensayos de PCR realizados a 

cultivos liofilizados de Neisseria spp. en portadores nasofaríngeos identificaron a  

N. meningitidis,  lo que demuestra la mayor sensibilidad de las tecnologías 

moleculares (86). Como refiere la literatura internacional (18), la prueba de rt-PCR 

que amplifica el gen sodC de meningococo detectó un mayor porcentaje de 

muestras positivas que la PCR que utiliza como diana el gen ctrA, en cultivos de 

exudados nasofaríngeos de portadores, lo que avala su utilidad en investigaciones 

en este tipo de muestras.  

La rt-PCR implementada mostró excelentes parámetros de sensibilidad y 

especificidad analítica y  dada sus ventajas tecnológicas y el menor tiempo de 

detección que la PCR múltiple y el cultivo (85, 105), sugieren su empleo para 
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mejorar la identificación de N. meningitidis en muestras de LCR y en exudados 

nasofaríngeos. 

En el presente trabajo se emplea con éxito dos sistemas de PCR para la detección 

y el estudio de los serogrupos de N. meningitidis lo que aporta a la vigilancia de 

salud pública en enfermos y portadores  cubanos de esta infección. Las futuras 

investigaciones implicarán el uso de enfoques moleculares novedosos que podrían 

proporcionar el diagnóstico de una gama más amplia de patógenos causantes de 

MBAC, como H. influenzae y S. pneumoniae. A pesar del éxito de este programa 

para aumentar la proporción de casos de meningitis meningocócica detectados en 

el laboratorio, todavía existe un número considerable de casos de meningitis 

piógena sin un diagnóstico etiológico.  

La elevada frecuencia del serogrupo B de N. meningitidis en cultivos de portadores 

nasofaríngeos de la etapa epidémica y en LCR del período actual, ratifica la 

estabilidad en la circulación de este serogrupo tras la inmunización con la vacuna 

VA-MENGOC-BC®, lo que impacta de forma favorable en el Programa de Control 

de los Síndromes Neurológicos Infecciosos en Cuba. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

 La PCR que amplifica un fragmento del gen ctrA de N. meningitidis detecta 

muestras positivas en LCR de pacientes con sospecha de MBAC, sin 

identificación por cultivo, lo que contribuye al fortalecimiento de la vigilancia 

epidemiológica de la enfermedad meningocócica invasiva en Cuba.  

 

 Se implementa una rt-PCR cualitativa para N. meningitidis en LCR de pacientes 

con MBAC y se demuestra su utilidad en la detección del gen sodC con relación 

al gen ctrA, en cultivos de Neisseria spp. de portadores nasofaríngeos, lo que 

avala su futura aplicación en muestras clínicas de enfermos y portadores en 

nuestro medio. 

 

 El predominio del serogrupo B de N. meningitidis en cultivos de portadores 

nasofaríngeos de la etapa epidémica y en muestras de LCR del período actual, 

confirma su persistencia tras la inmunización con VA-MENGOC-BC®, lo que 

impacta de forma favorable en el Programa Nacional de Control de los 

Síndromes Neurológicos Infecciosos en Cuba. 

. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 Evaluar la utilidad de la rt-PCR para el diagnóstico de N. meningitidis en 

exudados nasofaríngeos de portadores y en otras muestras clínicas de 

enfermos como sangre y petequias. 

 

 Realizar nuevas investigaciones dirigidas a identificar mediante una rt-PCR 

múltiple las tres principales bacterias causantes de meningitis piógenas 

adquiridas en la comunidad en casos sin confirmación diagnóstica por cultivo. 
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