Caracterizacion fenotipica de cepas invasivas de Neisseria meningitidis
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Se investigaron los marcadores epidemiologicos (serogrupos, serotipos, subtipos, inmunotipos) de 429 cepas invasivas, aisladas en
Cuba durante 20 afios (1982-2002). Basandonos en el comportamiento de la incidencia de la Enfermedad Meningocodcica (EM) en el
periodo investigado, las cepas se distribuyeron en dos etapas: epidémica y postepidémica. La epidémica, comprendidé 279 cepas
aisladas entre 1982-1992 y la postepidémica, incluyd 150 aislamientos pertenecientes al periodo comprendido entre 1993-2002. Todas
se cultivaron en Agar Mueller Hinton con suero fetal bovino (5%) y se incubaron 24-48 horas, 37 °C, en atmésfera humeda con 5% de
C02. La identificacién de género, especie y serogrupo, se realizd mediante métodos convencionales; para la caracterizacion de los
sero/subtipos e inmunotipos, se utilizo el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras con anticuerpos monoclonales. En
ambas etapas predomind el serogrupo B (97,90%): epidémica (96,77%) y postepidémica (100%). Sin embargo, el serogrupo C (1,43%)
y cepas no agrupables (1,8%), so6lo se observaron en aislamientos de la etapa epidémica. Los otros marcadores prevalentes fueron:
serotipo 4 (86,48%), subtipo P1.19,15 (78,32%), inmunotipo L3,7,9 (90,2% ), todos mostraron cifras similares en ambos periodos.
Predominé el fenotipo B:4:P1.19,15:L3,7,9 (69,69%), aunque, en la etapa postepidémica (77,34%), el porcentaje fue superior al de la
etapa epidémica (65,66%) (p<0,05); ademas, en las cepas de este periodo, se observo una mayor diversidad de asociaciones fenotipicas.
Los resultados obtenidos de esta caracterizacion fenotipica de las cepas de Neisseria meningitidis aisladas de enfermos aporta datos
valiosos al estudio, prevencion y control exitoso de la EM en Cuba.
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antimeningocdcica

Introduccion

Después de transcurrir mas de 200 afios de investigacion sobre el
comportamiento de la enfermedad meningocdcica (EM), esta
entidad clinica constituye aun un problema de salud para muchas
regiones del mundo. Su agente etiologico, Neisseria meningitidis,
coloniza la nasofaringe humana, sin provocar, en la mayoria de los
casos, signos clinicos evidentes de infeccion (1). En periodos
endémicos, entre el 5-40% de la poblacion puede ser portadora
asintomatica y constituir un elemento crucial para la diseminacion de
este microorganismo. Una minoria de los sujetos colonizados
desarrollan alguna de las principales manifestaciones clinicas de esta
enfermedad (2). La elevada morbimortalidad y temibles secuelas que
produce la EM obliga a tomar medidas utiles para evitar y controlar
la diseminacion de brotes y/o epidemias (3).

La caracterizacion fenotipica de las cepas de N. meningitidis aisladas
de enfermos y portadores, sobre la base de sus marcadores
epidemiologicos (serogrupo, serotipo, subtipo e inmunotipo), resulta
una medida imprescindible para trazar una politica adecuada de
prevencion, donde la vacunacion ocupa un lugar impostergable (3,4).
Inicialmente, las diferencias estructurales del polisacéarido capsular
(PC), permitieron la clasificacién de N. meningitidis en serogrupos,
posteriormente, el estudio de proteinas de membrana externa (PME)
y lipooligosacaridos (LOS) posibilitaron la identificacion de
serotipos, subtipos e inmunotipos, respectivamente (4). Actualmente,
la aplicacion de los métodos moleculares, detecta las diferencias
genéticas entre las cepas circulantes y amplia la informacién que
brindan los métodos fenotipicos (5).

Los serogrupos A, B, C, Y, W-135, ocasionan la mayoria de los
casos invasivos (1). La region del Africa Sudsahariana, conocida
como “cinturén de la meningitis”, presenta brotes recurrentes por
N. meningitidis A (6) y recientemente notifican también la
emergencia del W-135 (7). En Europa occidental y Estados Unidos
prevalecen los serogrupos B y C. Sin embargo, a partir de la década
del 90, Estados Unidos muestra el aumento de casos esporadicos y
brotes ocasionados por N. meningitidis Y (1, 9).

Desde 1916, ailo a partir del cual se describen los primeros casos de
EM en Cuba, hasta 1976, esta entidad clinica tuvo un
comportamiento endémico y no constituyd un problema de salud. Sin
embargo, en mayo de 1976, se observo el ascenso de casos invasivos
y en 1979, predominaban los serogrupo C (50,9%) y B (34,3%),
excepto en las provincias de mayor incidencia, donde prevalecia
N. meningitidis B (10,11). Para controlar esta epidemia, en 1979, se
aplico la vacuna antimeningocécica A-C, en toda la poblacion de
3 meses-19 afios, intervencion que disminuy6 los casos del serogrupo
C. Sin embargo, N. meningitidis B, ascendié vertiginosamente y la
EM se convirtié en el principal problema de salud de Cuba. Se
demostrd que, en ese momento, el serogrupo B era el principal
responsable de la epidemia, con el pico maximo de incidencia en
1983 (14,4 x 100 000 hab.). No obstante, en menores de un afio, era
superior (120/100 000 hab.) (11, 12, 13, 14). Por la situacién
epidémica existente y no disponer en ese momento de ningin
preparado vacunal contra N. meningitidis B, se desarrollé y obtuvo
VA-MENGOC-BC®, vacuna contra los serogrupos B y C. Después
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de su evaluacion, se realizd un ensayo de Fase IIl en el que
participaron siete provincias del pais, donde se inmunizaron 106 000
escolares de 10-16 afios. La prueba se efectu6 de manera
randomizada, a doble ciego y con un grupo placebo como control.
Los resultados alcanzados demostraron el impacto de
VA-MENGOC-BC® entre los adolescentes vacunados (eficacia
clinica del 83%), la disminucién de la morbilidad en nifios de
0-5 afios y el descenso de la letalidad (12, 13). Después de transcurrir
20 afios de la aplicacion de VA-MENGOC-BC® en Cuba y 13 afios
de su incorporacion al Programa Nacional de Inmunizacion (PNI), la
EM no constituye un problema de salud actualmente, muestra cifras
endémicas (0,3/100 00 habitantes) y solo se notifican casos aislados
(14).

Los cambios ocurridos en el comportamiento de la EM con la
aplicacion de la vacuna cubana nos motivé a identificar los
marcadores epidemiolégicos de las cepas invasivas recibidas en el
Instituto Finlay durante 20 afios (1982-2002). Los resultados
obtenidos, junto al analisis de los mismos profundizan en el
conocimiento de la dindmica epidemiolédgica de las cepas circulantes
en Cuba y resultan imprescindibles para el estudio integral de la EM
en este pais.

Materiales y métodos
Cepas de N. meningitidis

Entre 1982-2002, el Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Finlay recibio 429 cepas de N. meningitidis aisladas de casos clinicos
en diferentes regiones del pais. Estas cepas se
caracterizaron, liofilizaron y almacenaron para estudios posteriores
en el Departamento de Colecciones de Cultivo del Instituto Finlay.
En el momento de su recepcion se identificaron en género, especie y
serogrupo, segin métodos convencionales (15); posteriormente se
clasificaron los serotipos, subtipos e inmunotipos (16). Para su
estudio las cepas se cultivaron en placas Petri de Agar Mueller
Hinton (Merck), mas suero fetal bovino al 5% (Hyclone), se
incubaron 24-48 h a 37 °C, en atmésfera himeda con 5% de CO, y
posteriormente se realizo la lectura.

invasivos

Clasificacion serolégica

N. meningitidis se clasificd en serogrupos por aglutinacion en lamina
portaobjetos con antisueros comerciales: A, B, C, X, Y, Z y W-135
(Difco) (15). Mientras que, para la identificacion de serotipos,
subtipos e inmunotipos se utilizo el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) de células enteras con anticuerpos monoclonales (AcM)
(16). Para la clasificacion de los sero/subtipos se empled el panel
comercial de AcM del RIVM (Instituto Nacional de Investigaciones
para el Hombre y el Ambiente, de Holanda), que incluyd seis AcM
de serotipos (1, 2a, 2b, 4, 14, 15) y 13 de subtipos (P1.1, P1.2, P1.4,
P1.5, P1.6, P1.7, P1.9, P1.10, P1.12, P1.13, P1.14, P1.15, P1.16).
Ademas, se utiliz6 el AcM P1.19 del NIBSC (Instituto Nacional para
Control Biolégico y Estandares, del Reino Unido); para la
identificacion de los inmunotipos se emplearon los AcM: L3,7,9; L8
y L10, del NIBSC. Las cepas que no mostraron reaccion positiva
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frente a los antisueros de serogrupos y AcM de sero/subtipos e
inmunotipos se clasificaron como N. meningitidis no agrupable
(NA), no tipable (NT), no subtipable (NST) y no inmunotipable
(NIT), respectivamente.

Basandonos en el comportamiento epidemiologico de la EM durante
el periodo comprendido entre 1982-2002 (14) las cepas de este
trabajo se distribuyeron en dos etapas: epidémica y postepidémica.
Las del periodo epidémico correspondieron a cepas aisladas entre
1982-1992 (incidencia de EM entre 12,8-1,3/100 000 hab.). Mientras
que, la postepidémica incluyd aislamientos de casos invasivos
ocurridos entre 1993-2002 (incidencia de EM entre 0,9-0,3/ 100 000
habitantes) (14). Para su identificacion en el texto se utilizd la
siguiente nomenclatura: EEE (enfermos de la etapa epidémica) y
EEPE (enfermos de la etapa postepidémica). Su numero y
distribucion por afios y etapas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribuciéon y nimero de cepas de N. meningitidis
investigadas (1982-2002)

Etapas No. Cepas Estudiadas
EEE (1982-1992) 279
EEPE (1993-2002) 150

Total 429

Analisis estadistico

Se calcularon proporciones, frecuencias absolutas y relativas.
Ademas, se utilizo el test X° o el test exacto de Fisher para el analisis
de tablas de contingencia. Para proporciones de interés, se calcularon
intervalos de confianza por el método aproximado de Wilson.

Resultados

Distribucion de serogrupos: Entre las 429 cepas N. meningitidis
investigadas prevalecio el serogrupo B (97,90%), mostrando
porcentajes similares en ambas etapas: EEE (96,77%) y EEPE
(100%). Mientras que el serogrupo C (1,43%) y cepas NA (1,80%),
s6lo se observaron en casos de EEE y con cifras muy bajas (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos en la etapa
epidémica y postepidémica, segun serogrupos (1982-2002)

EEE EEPE Total
N % N % N %
B 270 96,77 150 100 420 97,90
C 4 143 00 00 4 0,94
NA 5 1,80 00 00 5 1,16
Total 279 100,0 150  100,0 429  100,0

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica
EEPE = Enfermos etapa postepidémica
NA = No agrupable
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Distribucién de serotipos: Predomind el serotipo 4 (86,48%),
también con porcentajes similares en EEE (85,66%) y EEPE (88,0%)
(Tabla 3). El serotipo 15 (7,46%) y cepas NT (6,06%) les siguieron
en orden de frecuencia, aunque en EEE, estos mostraron cifras
ligeramente superiores (7,89 y 6,45%), respectivamente.

Distribucion de subtipos: En ambos periodos prevaleci6 el subtipo
P1.19.15 (78,32%), con una distribucion semejante en EEE (78,49%)
y EEPE (78,0%). Le siguieron en orden de frecuencia las cepas NST

(7,47%); el resto de los subtipos mostraron porcentajes bajos, aunque
las cepas de EEE mostraron una mayor diversidad de subtipos
(Tabla 4).

Distribucion de inmunotipos: La Figura 1, muestra el predominio
del inmunotipo L3,7,9, con un porcentaje superior en EEPE
(98,66%); L8 se detectd solo en cepas de EEE (1,80%), grupo donde
el namero de aislamientos NIT fue ligeramente superior (2,86%).

Tabla 3. Cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos en la etapa epidémica y postepidémica, segiin serotipos

EEE EEPE Total
No % No % No %

NT 18 6,45 8 5,33 26 6,06
4 239 85,66 132 88,0 371 86,48

15 22 7,89 10 6,67 32 7,46
Total 279 100,00 150 100,00 429 100,00

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; EEPE = Enfermos etapa postepidémica;  NA = No agrupable; NT = No tipable
Tabla 4. Cepas de N. meningitidis aisladas de enfermos en la etapa epidémica y postepidémica, segin subtipos
EEE EEPE Total
No % No % No %

P1.19,15 219 78,49 117 78,0 336 78,32
P1.NST 17 6,10 15 10,0 32 7,47
P1.12,15 4 1,43 4 2,66 8 1,86

P1.5,2 7 2,50 4 2,66 11 2,57

PL.15 10 3,58 4 2,66 14 3,27

P1.4 1 0,36 1 0,67 2 0,46

P1.16 3 1,08 2 1,34 5 1,17

P1.5,13 1 0,36 1 0,67 2 0,46

P1.13 1 0,36 1 0,67 2 0,46

P1.12,16 1 0,36 1 0,67 2 0,46

P1.7,19 1 0,36 0 0,0 1 0,23

P1.6 1 0,36 0 0,0 1 0,23

P1.19 6 2,15 0 0,0 6 1,40

P1.7,15 4 1,43 0 0,0 4 0,93

P1.2 1 0,36 0 0,0 1 0,23

P1.5 1 0,36 0 0,0 1 0,23

P1.19,13 1 0.36 0 0,0 1 0,23
Total 279 100,00 150 100,00 429 100,00

Leyenda: EEE = Enfermos etapa postepidémica; EEPE = Enfermos etapa postepidémica;
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NST = No subtipable
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Tabla 5. Fenotipos identificados en una sola cepa de

N. meningitidis, reflejados en la Figura 2 con el término “otros”

Fenotipos EEE
1) B:4:P1.4:L3,7,9
2) B:4:P1.5,13:L3,7,9
3) B:15:P1.13:L3,7.9

Fenotipos EEPE
1) B:4:P1.4:L3,7,9
2) B:NT:P1.5,13:1L3,7,9
3) B:15:P1.12,16:L3,7.,9

4)B:15:P1.12,16:1L3,7,9
5) B:15:P1.7,19:LNIT
6) B:15:P1.6:L3,7,9

7) C:NT:P1.15:L3,7,9
8) B:15:P1.2:L8

9) B:4:P1.19:LNIT

10) B:4:P1.NST:L8

11) B:NT:P1.15:L3,7,9
12) B:4:P1.19:13,7,9
13) B:4:P1.19:13,7,9,8
14) B:NT:P1.5:L3,7,9
15) B:NT:P1.19,13:L3,7,9

4)B:15:P1.13:L3,7,9

Total: 15 cepas Total: 4 cepas
Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; EEPE = Enfermos etapa
postepidémica; NIT = No inmunotipable

Otros
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Figura 1. Cepas de N. meningitidis aisladas de
enfermos en la etapa epidémica y postepidémica,
segun inmunotipos

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; EEPE=
Enfermos etapa postepidémica; NIT No
inmunotipable

Figura 2. Distribucion de cepas de N. meningitidis aisladas de
enfermos en la etapa epidémica y postepidémica, segun

fenotipos

Leyenda: EEE = Enfermos etapa epidémica; EEPE = Enfermos

etapa postepidémica; NIT=No inmunotipable

Distribucion de fenotipos: En las cepas investigadas predominé el
fenotipo B:4:P1.19.15:L3.7.9 (69,69%). Al comparar ambas etapas,
el 65,66% se identifico en EEE, mientras que, en cepas de EEPE
(77,34%), el porcentaje fue superior (p<0,05). Las cepas de EEE
mostraron una mayor diversidad de asociaciones fenotipicas y en el
término “otros”, se incluyeron aquellos fenotipos identificados en
una sola cepa (Tabla 5).
Discusion
A partir de 1805, que se conoce la EM, se describen en el mundo
numerosas epidemias con diferentes grados de intensidad y
permanencia. En dependencia de las condiciones que pueden
constituir factores contribuyentes en el desenlace de la EM, Ia
incidencia de casos varia desde menos de 1/100 000 hab. hasta mas
de 500/100 000 (1). Generalmente, las epidemias se producen por un
genotipo particular de cepas, estas expresan polisacaridos de
serogrupos asociados principalmente con casos invasivos y una vez
que las mismas se inician se pueden prolongar durante periodos
variables (pocas semanas, muchos afios) y hasta dispersarse
globalmente (17). La interaccion de N. meningitidis con su hospedero
es notable y varia desde una colonizaciéon asintomatica de la
nasofaringe (condicion que afecta virtualmente a todas las
poblaciones), hasta infecciones devastadoras, frecuentemente fatales
(1,2).
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La caracterizacion de cepas de N. meningitidis sobre la base de los
serogrupos, sero/subtipos e inmunotipos, constituye una valiosa
herramienta para el andlisis de brotes epidémicos, asi como para
evaluar la eficacia de vacunas. La identificacion de estos marcadores
epidemioldgicos contribuye a mejorar el conocimiento de las
tendencias epidemioldgicas de la EM y resultan imprescindibles para
el estudio integral de la misma (3,4). Mas del 90% de las cepas
aisladas de enfermos son capsuladas. La cépsula, compuesta por
polisacaridos representa un importante factor de virulencia y sirve de
base para la clasificacion de N. meningitidis en serogrupos. De estos
los mas frecuentemente vinculados a infecciones sistémicas son: A,
B,C,Y, W-135 ().

En las ultimas décadas, N. meningitidis B causoé brotes epidémicos en
Islandia, Noruega, Bélgica, Espafia y Nueva Zelanda, sefialaindose
como la causa mas comun de EM en el noroeste de Europa (8).
Mientras que en América, ademas de Cuba, se declararon brotes
epidémicos en Brasil, Chile, Estados Unidos, Argentina y Uruguay,
entre otros (18, 19, 20, 21, 22).

Este trabajo detectdé un franco predominio del serogrupo B.
Resultados similares sefialan otros trabajos realizados en Cuba (10
11, 23, 24, 25, 26). El serogrupo B se observd en mas del 90% de las
cepas invasivas de la década del 80 y prevalecidé también en cepas de
portadores investigadas en ese periodo (11). Recientemente, una
investigacion del Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias
Patogenas del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), lo
sefialo en el 100% de las cepas invasivas recibidas en el IPK, entre
1993-1999 (27).

El serogrupo C se observé en un nimero reducido de EEE, resultado
que pudo estar influenciado por la campafia de inmunizacion masiva
realizada en 1979 con la vacuna A-C (bioMérieux), en la poblacion
cubana comprendida entre los 6 meses-19 afios de edad. Desde el
inicio de la epidemia en Cuba y hasta la inmunizacién masiva con
A-C prevaleci6 el serogrupo C (50,9%), seguido del B (34,3%).
Posteriormente, se produjo el franco ascenso y predominio del B,
convirtiéndose la EM en el principal problema de salud de Cuba
durante toda la década del 80 (10,11). Debido a la situacion
epidémica existente y no disponer en ese momento de ningin
preparado vacunal contra N. meningitidis B, se desarrolld y obtuvo la
vacuna antimeningococica cubana (VA-MENGOC-BC®), la cual,
luego de su evaluacion, aplicacion e incorporacion al PNI, controld
la epidemia de Cuba (11, 12, 13). Estudios posteriores evidenciaron
el descenso mantenido de la EM (incluidos los nifios menores de
1 afio), por el efecto de la inmunizacion con VA-MENGOC-BC®, en
contraposicion con paises en que solo realizaron campafias puntuales
de vacunaciéon y por consiguiente, posteriormente observaron un
incremento de casos ocasionados por el mismo agente (28).

Aunque en nuestra investigacion el nimero de cepas pertenecientes
al serogrupo C fue bajo y éste no se detecta en Cuba desde hace
algunos afios, N. meningitidis C constituye un importante agente
causal de EM en diversas regiones del mundo; actualmente, cepas de
N. meningitidis B y C representan el 95% de los casos invasivos de
Europa (8).

Durante la epidemia de Cuba otros paises notificaron el ascenso de
casos con EM. En Europa, esta entidad clinica se vinculd
estrechamente con el serogrupo B y paises como Noruega, Francia y
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Espaiia (17, 29, 30), por citar algunos, mostraron su prevalencia,
aunque al inicio de la década del 90, Espafia notifico el ascenso del
serogrupo C (31). En América Latina: Brasil, Chile, Argentina,
Colombia y Estados Unidos mostraron cambios epidemioldgicos
importantes. Brasil, que sufri6 una de las epidemias mas severas del
mundo causada por los serogrupos A y C, a partir de 1986, el 80% de
los procesos invasivos fueron producidos por N. meningitidis B (18);
posteriormente, Chile, Argentina, Colombia y Estados Unidos
notificaron también su ascenso (19, 21, 32, 33).

En este trabajo no se observaron otros serogrupos descritos
frecuentemente en casos esporadicos y epidemias. Sin embargo, los
serogrupos A y W-135, se destacan principalmente en Africa y Asia
(1). N. meningitidis A, responsable de epidemias y pandemias, es el
agente etiologico mas importante de EM en Africa, sobre todo, en los
paises que integran el denominado “cinturéon de la meningitis”,
region donde el serogrupo A ocasiona epidemias explosivas y
periddicas (6). Sin embargo, actualmente es poco frecuente en
Europa y Norteamérica (8). El serogrupo A no se notifica en Cuba
desde hace varios afios, al inicio de la epidemia se aislé en un
nimero reducido de casos (11). En este momento el serogrupo
W-135 se describe como agente etiologico de EM entre peregrinos
musulmanes y sus contactos, sobre todo, después de la visita anual a
La Meca, Arabia Saudita. El numero de enfermos con N.
meningitidis W-135, ascendié en Europa y desde los brotes ocurridos
en los ultimos afios, su incidencia se vigila estrechamente (1,7). El
serogrupo W-135 tampoco se observd entre las cepas invasivas de
Cuba, aunque se ha identificado en un porcentaje reducido de
portadores (11). El serogrupo Y, tampoco observado entre las cepas
de nuestro trabajo, se convirtid a partir de la década del 90, en uno de
los agentes causales mas frecuentes de EM en Estados Unidos (9).

El desarrollo y obtencion de AcM dirigidos contra las PME de N.
meningitidis (PorA, PorB) y LOS, permiten estudios de
serotipificacion e inmunotipificacion, respectivamente, lo que
contribuye a mejorar el conocimiento de las tendencias
epidemiologicas de la EM (3,4). Nuestro trabajo detectd similitud
entre los sero/subtipos observados en EEE y EEPE. Después de
1979, el fenotipo B:4:P1.19,15, resulté el de mayor circulacion en
Cuba (11,12,13,24,25,26,27). Sin embargo, paises como Noruega y
Nueva Zelanda, entre otros, seflalan otros fenotipos como mas
frecuentes (8, 17, 34). Desde 1991, Nueva Zelanda notificod el
ascenso de casos clinicos producidos por cepas
B:4:P1.7b,4. Al serotipo 4 correspondié el 73% de las cepas
identificadas entre 1989-99 y actualmente, evallan una vacuna
obtenida a partir de la cepa prevalente en el pais (B:4:P1.7b,4) (34).
Mientras que, al inicio de la década del 70, Noruega sefiald al
fenotipo B:15:P1.7,16, como el principal agente etioldgico de su
epidemia. Al igual que en Cuba, desarrollaron y obtuvieron una
vacuna a partir de la cepa prevalente (B:15:P1.7,16). La vacuna se
administré entre 1989 y 1991 en escolares de 14 a 16 afios,
estimandose la efectividad en el 57,2%. Las investigaciones con la
vacuna aun continuan y se recomienda para la inmunizaciéon de
adultos con riesgo ocupacional (35).

invasivos

Al comparar los sero/subtipos detectados en este trabajo con
asociaciones fenotipicas descritas en otras regiones de América
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Latina, constatamos que a partir de 1982 la incidencia de EM resultd
critica en Chile, a expensas del fenotipo B:15:P1.3 (19). También en
Argentina, Uruguay Brasil y Colombia, notificaron el ascenso de
casos invasivos producidos por el serogrupo B (21, 22, 28, 32). En
Argentina fue frecuente el fenotipo B:2b:P1.10; Uruguay mostré un
numero considerable de casos ocasionados por cepas B:2b:P1.10. Sin
embargo, en el 2001 la situacion se torno diferente y surgieron brotes
en Canelones y Montevideo, los que tuvieron como agente etiologico
principal al fenotipo B:4:P1.19,15, seguido por cepas B:4:P1.16 y
B:4:P1.7, situacion que se controld satisfactoriamente con la
aplicacion de VA-MENGOC-BC® (22). Coincidiendo con los datos
de Cuba, Colombia sefiald como prevalente al fenotipo B:4:P1.15
(32) y Brasil enfrentd desde 1988, brotes por este fenotipo (28).
También en Oregén, Estados Unidos, la EM alcanzd cifras elevadas
entre 1992-1994, el 86% pertenecieron al complejo clonal ET-5, con
los serotipos 4 y 15, el subtipo P1.7,16 y el inmunotipo L3,7,9,8,10,
como los mas frecuentes (33). EI 69% de un grupo de cepas aisladas
durante la epidemia de Cuba pertenecieron al complejo clonal ET-5,
este predominio, pudiera explicar la severidad de nuestra epidemia
(36).

En las cepas de EEPE, predomind N. meningitidis B y no se
identifico6 al serogrupo C. Estudios de portadores realizados
recientemente en Cuba, en dos instituciones infantiles, mostraron la
ausencia de los serogrupos B y C (37,38), hallazgo que pudiera estar
relacionado con el efecto producido por la inmunizacioén sistematica
y mantenida con VA-MENGOC-BC®.

Al comparar los resultados de EEPE, con algunos trabajos de
caracterizacion fenotipica en cepas de América Latina, vemos que
brotes ocurridos recientemente en Ecuador sefialan como mas
frecuentes a los serogrupos C y W-135 (39). Mientras que, entre
1996-1997, Espafia mostr6 una situacion epidemioldgica interesante.
El serogrupo C, que integraba menos del 2% antes de 1994, ascendio
al 70% y la decision de inmunizar con A-C en las Comunidades
Auténomas, originé que en el 2002 la cepa de la onda epidémica
(C:2b:P1.5,2), descendiera al 21,8%. Sin embargo, en el 2001 surgié
el fenotipo B:2a:P1.5; esta situacion hizo pensar en un cambio
capsular “switching”, suceso que puede ocurrir después de aplicar
programas de vacunacidn que provocan proteccion Serogrupo
especifica. Las nuevas cepas parecen mantener el potencial
epidémico de las precursoras y se convierten en un importante factor
de virulencia (31). En Cantabria, tras la vacunacién contra el
serogrupo  C, se consiguiod embargo,
paralelamente se increment6 el serogrupo B. A esta situacion parece
haber contribuido la difusion por el Pais Vasco y Cantabria, a partir
del 2001, de la cepa B:2a:P1.5, procedente de este “switching” o
recombinacion capsular entre el serogrupo B y C (40). Otros paises
como Francia, Inglaterra, Gales, Escocia e Irlanda del Norte,
observaron el incremento de casos invasivos por N. meningitidis C
(8). En 1999, el Reino Unido aplico en menores de 18 afios, la
vacuna conjugada contra el serogrupo C. Posteriormente, comprobd
una reduccion del 66% de portadores de este serogrupo C entre la
poblacion inmunizada (41). Italia, corrobor6d entre 1999-2001, el
predominio de los serogrupos B (75%) y C (24%) (45), pero en la
etapa del 2002-2003, este ultimo se elevd al 42,5%, sefialando la

su eliminacién, sin
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transferencia horizontal de los genes (siaD), implicados en el
“switching” capsular (42).

El nimero de cepas investigadas en EEPE fue inferior al de EEE,
situacion relacionada con la reduccion de casos invasivos y el control
de la epidemia de Cuba. La amplia cobertura nacional alcanzada,
junto a la aplicaciéon sistemdtica y mantenida de VA-MENGOC-
BC®, redujo el namero de casos; actualmente s6lo se notifican casos
aislados (0.3/100 000 habitantes) (13, 14).

Nuestro trabajo detect6 similitud entre los sero/subtipos de EEE y
EEPE. Después de la inmunizacion con la vacuna A-C, el fenotipo
B:4:P1.19,15, resultd el de mayor circulacion en Cuba (11). La
ausencia de nuevos serogrupos y sero/subtipos epidemiogénicos
entre EEPE, junto a los resultados sefialados en estudios de
portadores, hablan a favor del impacto y efectividad de VA-
MENGOC-BC®, y particularmente de su amplio espectro contra
diferentes sero/subtipos del serogrupo B (12, 21, 43).

La pobre inmunogenicidad del PC del serogrupo B hace que la
estrategia de proteccion contra la EM se dirija a la obtencién de
vacunas compuestas por antigenos no capsulares, de ahi la
importancia de caracterizar las PME. Las vacunas compuestas por
estos antigenos, inducen la formacién de anticuerpos protectores y
han demostrado su efectividad en ensayos clinicos (12), y VA-
MENGOC-BC® constituye un ejemplo de este tipo de preparado
vacunal. Su aplicacion ha controlado también brotes epidémicos de
otros paises (22,32).

Actualmente, la estructura quimica de la mayoria de los inmunotipos
de N. meningitidis ha sido esclarecida. Su heterogeneidad se observa
frecuentemente, sefialandose que puede estar vinculada con las
diferentes condiciones de crecimiento de este microorganismo (44).
Algunos estudios revelan que L3,7,9, se asocia con aproximadamente
el 80% de las cepas invasivas, mientras que L8, se vincula mas
frecuente con los portadores (45). Se sefiala también que L8 es mas
sensible a la actividad bactericida del suero (44).

A pesar de los avances alcanzados en el desarrollo de los
antimicrobianos y nuevas vacunas contra N. meningitidis, la EM es
ain un problema de salud para varias regiones del mundo. Si bien
actualmente se conocen muchos aspectos sobre las caracteristicas de
las cepas circulantes, se plantean todavia interrogantes. Sin dudas,
deben existir factores dependientes del huésped, cepas y condiciones
ambientales, responsables del comportamiento diferente que presenta
la EM. El desarrollo de técnicas moleculares como el “Multilocus
Sequence Typing” (MLST), junto con la clasificacién antigénica
clasica, han permitido la asignaciéon de diferentes aislamientos a
determinadas lineas evolutivas o clusters poblacionales y algunas de
ellas se han identificado como lineas hipervirulentas (45).
Recientemente, 131 cepas invasivas de Cuba, aisladas entre 1983-
2003, se caracterizaron genéticamente por MLST. La mayoria,
pertenecié a la secuencia tipo 33 (ST-33), una subvariante del
complejo clonal ST-32, agente causal de EM endémica y epidémica
desde la década del 70 en diversas regiones (46).

Existen aun problemas en el mundo acerca del conocimiento,
diagnostico, prevencion, control y tratamiento de la EM. Entre éstos
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se encuentran: la sensibilidad que tienen algunas poblaciones a
enfermar, su naturaleza epidémica esporadica, los mecanismos
responsables de la erradicacion del portador, las razones para la
naturaleza fulminante de la EM y los problemas relacionados con la
capacidad de las vacunas disponibles para el control de brotes y
epidemias. Hasta que se respondan éstas y muchas otras
interrogantes, la EM constituird un flagelo entre las poblaciones
humanas. La realizacion de estudios que analicen paralelamente las
cepas aisladas de enfermos y portadores, asi como, la investigacion
de la virulencia de las cepas epidémicas, constituiran en el futuro,
herramientas basicas para comprender mejor la epidemiologia de la
EM y poner en marcha medidas utiles para su control. La
incorporaciéon de nuevos métodos de caracterizacion, ofrecerd una
mayor informacion sobre la genética y relacion bioldgica existente
entre las poblaciones de N. meningitidis. La vigilancia y
caracterizacion sistematica de las cepas invasivas son esenciales para
monitorear este microorganismo y permitira detectar la emergencia
de nuevas cepas.
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Phenotypic characterization of invasive strains of Neisseria meningitidis isolated in Cuba during 20 years
Abstract

The epidemiological markers (sero-groups, sero-types, sub-types, immuno-types) of 429 invasive strains isolated in Cuba during 20 years (1982-
2002) were investigated. Based on the behavior of the Meningococcal Disease (MD) incidence in the investigated period, the strains were
distributed in two stages: epidemic and post-epidemic. The epidemic stage involved 279 strains isolated between 1982 and 1992 and the post-
epidemic one included 150 isolations carried out between 1993 and 2002. All of them were seeded in Mueller Hinton Agar with fetal bovine
serum (5%) and incubated for 24-48 hours, 37 °C, in humid atmosphere with 5% of C02. The identification of sex, species and sero-group was
performed using conventional methods; characterization of sero/sub-types and immuno-types was carried out using the immuno-enzimatic test
(ELISA) of whole cells with monoclonal antibodies. Serogroup B (97,90%) prevailed in both stages: epidemic (96.77%) and post-epidemic
(100%). However, sero-group C (1.43%) and non-grouping strains (1,8%) were only observed in the isolations of the epidemic stage. The other
prevailing markers were: serotype 4 (86.48%), subtype P1.19,15 (78.32%), immuno-type L3,7,9 (90.2%) which showed similar figures in both
periods. Phenotype B:4:P1.19,15: L3,7,9 (69,69%) prevailed, although, in the post-epidemic stage (77.34%), the percentage was higher than that
of the epidemic one (65.66%) (p<0.05). A higher diversity of phenotypic associations was also observed in the strains of this period. Results
obtained from this phenotypic characterization of Neisseria meningitidis strains isolated from ill persons provide valuable data to the study,
prevention and succesful control of the MD in Cuba.

Keywords: Neisseria meningitidis, meningococcal disease, ill persons, epidemiological markers, phenotypes, meningococcal vaccine
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