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Para estudiar la variabilidad genética y estructura poblacional de cepas de Neisseria meningitidis aisladas en brotes y
epidemias se utlizan actualmente marcadores genotipicos, que brindan una informacibn mas completa sobre la
epidemiologia de la enfermedad meningocdcica (EM) y complementan la caracterizacion obtenida por otros marcadores
utilizados tradicionalmente. El seguimiento epidemioldgico de esta enfermedad es una importante tarea a desarrollar por el
Instituto Finlay. Con este propdsito se estudiaron 91 cepas epidémicas aisladas en el transcurso de los afios 1985 a 1992.
La identificaciébn de género, especie y serogrupos se realizé por técnicas convencionales y en la clasificacion de
serosubtipos se empled un ELISA de células enteras con anticuerpos monoclonales (AcMs). Se estudi6 ademas la
sensibilidad y resistencia antimicrobiana a penicilina, cloranfenicol, sulfadiacina sddica, ciprofloxacina, rifampicina y
ceftriaxona y se investigd por primera vez en nuestro pais, el estudio de 14 enzimas obtenidas de lisados de las cepas. Se
encontraron 26 tipos electroforéticos (ETs) entre las cepas cubanas, con predominio de los complejos ET-5 (67,0%) y A4
(3,3%). Solo se detecto al serogrupo B, con predominio de los serotipos 4 (67,0%) y 15 (27,5%), junto a los subtipos P1.15,
P1.10y P1.16. La susceptibilidad intermedia (SI) a penicilina y resistencia (R) a sulfadiacina sodica fue del 80,0% y 42,8%

respectivamente, al resto de las drogas todas las cepas se mostraron sensibles.
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Introduccién

Entre las enfermedades infecciosas que afectan actualmente a
la humanidad, no cabe dudas de que la Enfermedad
Meningocdcica (EM) ocupa un lugar importante. Debido a la
gravedad de su cuadro clinico, evoluciéon severa, secuelas
invalidantes y elevado numero de muertes, el control y
prevencion de esta infeccién son aspectos vitales a tomar en
cuenta frente a un brote o epidemia (1).

Por lo anteriormente expuesto, es preciso tomar medidas que
permitan la vigilancia, control y prevencion de esta infeccion
bacteriana. Tomando en consideracion el valor de sus
marcadores epidemiolégicos, el diagndstico y caracterizacion
de las cepas de N. meningitidis constituyen aspectos
fundamentales. Esto permitird trazar politicas adecuadas de
prevencion, donde la inmunizacibn ocupa un lugar
impostergable.

Inicialmente, N. meningitidis se clasific6 en serogrupos, sobre
la base de las caracteristicas inmunolégicas de sus
polisacéaridos capsulares. Posteriormente, el estudio de las
proteinas de membrana externa (OMPs) y diferencias
inmunolégicas de sus lipo-oligosacéridos permitid establecer
los serosubtipos e inmunotipos respectivamente (2). Ademas
de estos marcadores, los patrones de sensibilidad y
resistencia a drogas antimicrobianas Utiles en el tratamiento y

serotipos,

subtipos, tipos electroforéticos, susceptibilidad

prevencibn de esta enfermedad, constituyen aspectos
esenciales a conocer ante un brote o epidemia de EM (3).

Estos marcadores adolecen de utilidad cuando se intentan
detectar diferencias genotipicas entre las cepas aisladas; por
lo que el desarrollo de técnicas capaces de detectar estas
diferencias, adquiere gran importancia en la epidemiologia
moderna (4). En este sentido, los estudios de polimorfismo
enzimatico basados en la diferente mobilidad electroforética de
un grupo de enzimas citoplasmaticas, que se relacionan de
manera directa con la variacion de sus respectivos genes
estructurales, brindan una informaciéon mas completa sobre la
variabilidad genética de las cepas aisladas (4).

La caracterizacion completa de cepas epidémicas es una
informacién imprescindible en el momento de enfocar
estrategias de produccion y desarrollo de vacunas, pues se
dispone asi del dominio de la dinamica epidemioldgica del
agente causal, la que en el momento necesario permitird
valorar alternativas que respondan a las caracteristicas de las
cepas predominantes.

Tomando en consideracion estos antecedentes, se profundizé
en la caracterizacion de cepas aisladas en la epidemia de
nuestro pais, mediante el estudio de diferentes marcadores:
serogrupos, serosubtipos, sensibilidad y resistencia a
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diferentes drogas antimicrobianas, determinacion de ETs y la
asociacion entre todos estos marcadores epidemioldgicos.

Materiales y Métodos

Cepas: se estudiaron 91 cepas de meningococo aisladas de
casos clinicos notificados durante el periodo de 1985-1992.
Todas pertenecian a la Coleccion de Cultivos Finlay y se
conservaban liofilizadas.

En el estudio isoenzimético se utilizaron cepas patrones
caracterizadas por la Dra. Dominique A. Caugant, del Instituto
Nacional de Salud Publica de Oslo, Noruega. Como patron del
complejo ET-5 se emplearon las cepas C264/85 y C67/89;
mientras que para los complejos ET-37 y A-4 se utilizaron las
cepas A35/92, A64/92 y A33/93, A39/93, respectivamente. Se
trabajé también con cepas recomen-dadas en la realizacion
del ELISA de células enteras con AcMs y estudios de
susceptibilidad antimicrobiana por dilucién en agar (5,6).

Identificacion y confirmacion: Se hizo por tincion de Gram,
produccion de citocromo-oxidasa y catalasa, utilizacion de
azlucares (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa, fructosa,
manitol), deteccion de la actividad y-glutamil-aminopectidasa
(biomérieux) y B-galactosidasa (ONPG) (7). La determinacion
de serogrupos se llevd a cabo por aglutinacién en laminas con
antisueros comerciales (Difco) y el serosubtipado se realiz6
por ensayo inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras con
AcMs (5).

Susceptibilidad antimicrobiana: Se estudié la sensibilidad y
resistencia mediante el método de dilucién en placas de agar,
determinando las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs)
a penicilina, cloranfenicol, ceftriaxona, rifampicina, cipro-
floxacina y sulfadiacina sédica, de acuerdo con la metodologia
del Comité Nacional de Estadndares de Laboratorio Clinico
(NCCLS) (6).

Se interpreté como CMI, la menor dilucién de la droga capaz
de inhibir el crecimiento bacteriano y se emplearon las
categorias de sensible (S), susceptibilidad intermedia (SI) y
resistente (R) de acuerdo con los rangos establecidos por la
NCCLS (6).

Determinacién de ETs por estudios de isoenzimas: El
método de preparacion de los extractos enzimaticos,
electroforesis en gel de almidén y tincion especifica de las
14 enzimas se realiz6 de acuerdo con Zelander vy
colaboradores (8). Se estudiaron las enzimas siguientes:
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6P), peptidasas (PEP),
isocitrato deshidrogenasa (IDH), aconitasa (ACO), glutamato
deshidrogenasa-NAD (GD1), alcohol deshidrogenasa (ADH),
fumarasa (FUM), fosfatasa alcalina (ALK), indofenol oxidasa 1
(IP1), indofenol oxidasa 2 (IP2), adenilato kinasa (ADK) y
deshidroganasa desconocida (UDH).

Lectura de los geles: La movilidad electroforética se observd
visualmente, comparando la movilidad relativa de los

electromorfos (alelos) para cada enzima. Cada alelo se
numer6 en orden decreciente de migracion anddica,
intercalando entre los extractos a estudiar, lisados de cepas
con variante de electromorfo conocida para una enzima
especifica. Cada cepa se caracteriz6 por la combinacion de
electromorfos de las enzimas estudiadas, los que configuran
un tipo electroforético (ET). Por tanto, cada ET agrupd las
cepas que presentaron idéntica movilidad electroforética en
todas las enzimas (8).

Analisis de los resultados: Los datos se expusieron en
tablas de contingencia y se empled como estimadores la
media aritmética y proporciones, asi como indicadores propios
de la diversidad genética. Para las pruebas de comparacién se
utilizé el método X° y los niveles de significacion se situaron
entre 0,05y 0,01.

La diversidad genética se calcul6 empleando los paquetes
estadisticos: ETDIV version 2,2, desarrollado por el
Dr. Whittam, del Departamento de Biologia de la Universidad
Estatal de Pennsylvania (8), donado por la Dra. Caugant y el
paquete estadistico Estela version 3,01, desarrollado por el Dr.
Gaspar Loren de la Universidad de Barcelona (9), donado por
el propio autor. El indice de asociacion (IA) se calcul6 segun
Smith y colaboradores (10).

Resultados

En todas las cepas (100%), se comprobd la presencia de
actividad citocromo-oxidasa, catalasa, y-glutamil-
aminopectidasa, produccion de &cido a partir de glucosa y
maltosa y reaccion positiva con el antisuero correspondiente al
serogrupo B.

Al realizar la identificacion de serosubtipos por ELISA de
células enteras con AcMs se encontro la distribucion siguiente:
61 cepas (67,0%) resultaron serotipo 4; 27 (29,6%)
correspondieron al serotipo 15, y 3 cepas (3,2%) se
identificaron como 2b (Figura 1). Mientras que en la
clasificacion de subtipos predomind el P1.15 (94,5%).
(Tabla 1).

Tabla 1. Subtipos detectados por ELISA de células
enteras con AcMs de 91 cepas de N. meningitidis.
Cuba, 1985-1992

Subtipos n %
P1.15 86 94,5
P1.10 3 3,3
P1.16 1 1,1

P1.SNT 1 1,1
Total 91 100
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Figura 1. Serotipos detectados por
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AcMs de 91 cepas epidémicas de N. Meningitidis. Cuba, 1985-1992

80 T
70 +
60 +
50 +
40 +
30 +
20 +
10 +

%

Figura 2. Fenotipos de 91 cepas epidémicas de N. meningitidis. Cuba, 1985-

1992
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Figura 4. Susceptibilidad antimicrobiana
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La asociacién serosubtipo més frecuente
fue la correspondiente al fenotipo
B:4:P1.15. A éste correspondieron 61
cepas (67,0%), seguido del B:15: P1.15
(27,4%). Las cepas clasificadas como B:
2b:P1.10 y B: 15:P1.16 obtuvieron
porcentajes bajos (Figura 2).

Se constatd un porcentaje alto de cepas
R a sulfadiacina sédica (80,2%), el que
al relacionarlo con los ETs, mostr6 el
mayor numero de cepas dentro del
complejo ET-5 (90,2%), en el cluster A-4
un 66,7% y a otros ETs el 59,3% (Figura
3).

El comportamiento frente a las seis
drogas investigadas se presenta en la
(Figura 4). Exceptuando penicilina y
sulfadiacina sédica, las cepas se
mostraron muy sensibles al resto de las
drogas.

Por primera vez en Cuba se realiz6 la
caracterizacion de cepas epidémicas por
la técnica de electroforesis de
isoenzimas. Al complejo clonal ET-5
perteneci6 el 67,0% de las cepas,
correspondiendo la mayoria de ellas a
cepas R a sulfadiacina sédica (Tabla 2).
Mientras que, en el cluster A-4, sélo se
detecté un 3,3% vy el resto pertenecio a
ETs no asociados a ninguno de los tipos
predominantes, éstos se denominaron
“otros” y mostraron gran diferencia en el
perfil alélico de las 14 enzimas
investigadas.

Figura 3. Resistencia a sulfadiacina sédica y tipos electroforéticos (ETs) de 91 cepas
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Tabla 2. ETs de 91 cepas epidémicas de N. meningitidis.
Cuba, 1985-1992

ET n %
ET-5 61 67,0
A-4 3 33
Otros 27 26,7
Total 91 100,0

En las 91 cepas caracterizadas por electroforesis de isoenzimas, las

enzimas fueron polimérficas: de

14

3 alelos (aconitasa, glutamato des-

hidrogenasa-1, indofenol oxidasa-2,
adenilato kinasa, U-deshidrogenasa);
4 alelos (enzima malico, fumarasa,
indofenol oxidasa-1); 5 alelos (glucosa 6-
fosfato  deshi-drogenasa, glutamato
deshidrogenasa-2, alcohol deshidro-
genasa); 7 alelos (pectidasa) y 8 alelos
(isocitrato deshidrogenasa), ésta Ultima
fue la de mayor variabilidad. La media de
alelos por locus fue de 4,4 y para la
enzima alcohol deshidrogenasa se
encontré la mayor frecuencia de alelos
nulos (0,77), seguidos de la pectidasa y
fumarasa (0,38).
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El andlisis de los perfiles electroforéticos
se analiz6 y dio como resultado 26 ETs
(Tabla 3). Entre estos, la media de
diversidad genética (H) por locus fue de
0,573 con un error estandar de 0,035.
Este valor expresé la probabilidad de
que dos ETs seleccionados alea-
toriamente tuvieran diferentes elec-
tromorfos para una enzima dada. Entre
los aislamientos, la diversidad genética
fue de 0,343 con un error de 0,02.

Tabla 3. Variantes alélicas para 14 enzimas y ETs de 91 cepas epidémicas de N. meningitidis. Cuba, 1985-1992

ET Aisl. n ME G6P PEP IDH AC GD1 GD2 ADH FUM ALK IP1 P2 ADK UDH
Ref.

1 206/92 1 1 1 1 8 4 2 3 2 1 1 2 3 2 3

2 103/91 1 1 1 2 1 4 1 0 2 3 4 1 3 2 3
3 E41/89 1 1 1 7 8 4 2 3 1 1 1 2 3 2 3
4 019/85 51 1 1 7 8 4 2 3 2 1 1 2 3 2 3
5 420/85 5 1 1 7 8 4 2 3 2 1 1 2 5 2 3
6 194/92 1 1 1 7 1 2 4 2 3 2 1 1 2 3 2
7 196/92 1 1 2 1 3 1 2 4 2 1 2 2 3 2 3
8 233/89 1 1 3 4 3 4 1 3 2 1 2 2 3 2 4
9 119/91 1 1 3 4 4 4 1 3 2 1 2 2 5 2 4
10 193/91 1 1 3 4 5 2 2 3 2 1 1 2 3 2 3
11 198/92 1 1 3 5 6 4 2 3 2 1 2 2 3 2 3
12 057/89 1 1 3 5 9 4 1 3 2 1 3 2 3 2 3
13 328/90 1 1 3 7 9 4 2 3 2 2 8 2 3 2 3
14 156/85 2 1 4 4 3 2 1 2 0 1 3 2 3 2 3
15 327/90 2 2 1 7 8 4 2 3 2 1 1 2 3 2 3
16 177/92 2 3 3 2 8 4 1 3 0 1 3 2 3 2 3
17 176/92 2 3 3 4 5 2 1 3 2 1 1 2 3 2 3
18 121/85 1 3 3 4 5 2 2 3 2 1 1 2 5 2 3
19 131/89 1 3 3 4 5 2 1 3 2 1 3 2 3 2 2
20 498/91 3 3 3 4 9 4 1 3 2 1 8 2 3 2 3
21 180/92 3 3 3 4 1 2 4 1 3 2 1 3 2 3 2
22 10/89 3 3 3 4 1 2 4 1 3 2 1 3 2 5 2
23 174/92 2 3 3 4 1 2 4 3 3 2 1 3 2 5 2
24 202/92 1 3 4 4 1 2 4 2 4 2 1 8 2 3 2
25 171/92 1 4 3 0 7 4 1 3 2 1 3 2 3 2 2
26 324/89 1 4 5 9 8 4 2 3 1 0 4 2 3 3 3

El andlisis de cluster revel6 que en 85 cepas, hubo divergencia
a una distancia menor de 0,45, lo que indicé que las cepas
tienen relacion genética estrecha. El indice de asociacion fue
de 1,741.
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Tabla 4. Serotipos y subtipos en complejos clonales de 91 cepas epidémicas de N. meningitidis.

Cuba, 1985-1992

ETs Serotipo Subtipo Nimero %
A-4 2b P1.10 3 33
4 P1.15 57 62,6

ET-5 15 P1.15 3 3.3
P1.16 1 11

Otros 4 P1.16 3 3.3
15 P1.15 23 25,3

P1.NT 1 11

Total 91 100

Discusion

En Cuba, después de la inmunizaciébn masiva con la vacuna
francesa A-C, se detectd el predominio de N. meningitidis
grupo B. (11). En este trabajo se incluyeron cepas aisladas en
distintas regiones durante 1985-1992, conservadas por
liofilizacion en la Subcoleccion 1 de la Coleccién de Cultivos
Finlay. En la mayoria de las cepas aisladas durante esa etapa,
se conocia el serogrupo y patrones electroforéticos de sus
OMPs (12), pero se desconocia el comportamiento de estas
cepas en relacién con estudios isoenzimaticos y la asociacion
de los ETs a la clasificacion de serosubtipos y a los patrones
de sensibilidad y resistencia a drogas antimicrobianas.

Todas las cepas resultaron serogrupo B y aunque su namero
no constituyd una representacion estadistica del total de cepas
aisladas en esa etapa, se puede pensar de que estas sean
una muestra elocuente del predominio del grupo B durante el
periodo prevacunal de VA-MENGOC-BC" (11). Posterior a la
vacunacion hubo reduccion de la incidencia de EM en nuestro
pais, la que mostré tasas de 0,6 y 0,4 /100000 habitantes en
1997 y 1998 respectivamente (13).

Desde la etapa de inmunizacién con VA-MENGOC-BC", no se
aislan cepas de N. meningitidis serogrupo C. Sin embargo, es
necesario conocer si éste aln persiste en portadores y qué
nivel de incidencia tiene actualmente. Recientemente se
realiz6 un estudio longitudinal de portadores, durante cuatro
meses consecutivos, a 163 adultos jévenes matriculados en
una escuela militar de Ciudad de La Habana y en el mismo no
se detectaron cepas serogrupo C (14).

Desde que comenzd en nuestro pais el predominio del
serogrupo B, este se asocié6 fundamentalmente al patron
electroforético tipo IV descrito por Frash (2). En aquel periodo
no se disponia de AcMs para la clasificacion de serosubtipos.
Cuando comenzd en Cuba el estudio de cepas por ELISA de
células enteras con AcMs, se comprobd la correspondencia de
este tpo electroforético con el AcM serotipo 4 (12).

El serotipo 4 se describe como agente etiolégico de un nimero
importante de casos clinicos de EM en diferentes partes del
mundo. Entre estos se encuentran Espafa y Brasil (15). La
asociacion del serotipo 4 al subtipo 15 predominé en Cuba
durante la etapa epidémica (12), y asi se constaté en este
trabajo. Por ser nuestro pais una isla, su condicién geogréfica
puede propiciar una circulacion homogénea de cepas. No
obstante, se requiere conocer lo que sucede actualmente.

Hubo cepas con Sl a penicilina, fenémeno ya descrito en otros
trabajos realizados en Cuba (16). Este hallazgo se ha
convertido en un hecho universal y creciente, desde que cepas
con estas caracteristicas se notificaron en Espafia (17). La S|
a penicilina adquiere importancia clinica por la posible
aparicion de fallos terapéuticos que puede traer aparejado.

En otros trabajos realizados en Cuba, se hace referencia al
alto porcentaje de cepas R a sulfadiacina sodica y su relacion
al fenotipo B:4:P1.15 en cepas aisladas durante la epidemia
(16), pero se desconocia su relacion con resultados obtenidos
por estudios isoenzimaticos. En el caso especifico de Cuba,
circula predominantemente el complejo ET-5 y en este se
describe una fuerte asociacion con altos niveles de resistencia
a sulfadiacina (18). Actualmente, mas del 90% de cepas
pertenecientes al complejo ET-5 muestran resistencia a esta
droga (15).

El cambio en la politica de antimicrobianos en la profilaxis de
la EM, podria condicionar la reaparicion de cepas sensibles a
sulfadiacina sédica. Por tanto, es imprescindible continuar el
estudio de este marcador, ya que la mayoria de los reportes
que anteceden a la dispersion de este clon se refieren a cepas
sensibles (19).

Hasta la fecha, en Cuba se utilizaron métodos de tipificacion
basados en caracteres fenotipicos, los cuales tienen caracter
limitado cuando se necesita estudiar la estructura genética de
una poblacién bacteriana, o cambios ocurridos durante brotes
y epidemias (4).
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En este trabajo predominé el complejo ET-5, correspondiendo
la mayoria a cepas R a sulfadiacina sodica. Hasta la fecha, no
se habia realizado un estudio de cepas epidémicas por este
método de tipaje molecular. Si bien, se habia descrito este
complejo clonal en 7 cepas epidémicas remitidas al Instituto
Nacional de Oslo, Noruega (20), hasta el presente no se habia
verificado su predominio en un grupo grande de aislamientos.

Las cepas serogrupo B, pertenecientes al complejo ET-5, no
se habian detectado antes de la década del 70. Desde esa
etapa, han sido responsable de un niumero elevado de casos
de EM en muchos paises (20, 21).

El cluster A-4 ha sido también responsable de brotes
epidémicos y se describe como un clon perteneciente
fundamentalmente al serogrupo B y serotipo 2b, aislado en
Estados Unidos y Africa del Sur (20).

Hasta el momento, se desconocia con exactitud las
caracteristicas de las cepas aisladas en Cuba sobre la base
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Epidemiological markers of Neisseria meningitidis strains isolated in Cuba during the 1985-1992
period

Abstract

Genotypic markers, that give a more complete information on the epidemiology of meningococcal disease (MD) and complement the
characterization obtained with the other traditional markers, are used to study the genetic variability and population structure of
Neissseria meningitidis strains isolated in outbursts and epidemics. The epidemiological follow-up of the disease is an important task
carried out by Finlay Institute. For this purpose 91 epidemic strains isolated from 1985 to 1992 were studied. The identification by
genus, species and serogroups was carried out by conventional techniques and, for the classification in sero/subtypes, a whole-cell
ELISA with monoclonal antibodies (AcMs) was used. Sensitivity and resistance against penicillin, chloramphenicol, sodium
sulphadiazine, ciproflaxin, rifampin and ceftriaxone and the study of 14 enzymes obtained from strain lysates was carried out for the
first time in our country. Among the Cuban strains 26 electrophoretic types (ETs) were found with complexes ET-5 (67,0%) and A4
(3,3%) prevailing. Only serogroup B was detected with predominance of serotypes 4 (67,0%) and 15 (27,5%), together with
subtypes P1.15, P1.10 and P1.16. Moderate. susceptibility (MS) to penicillin and resistance (R) to sodium sulphadiazine were
respectively of 80,0 and 42,8%. All strains were sensitive to the rest of the drugs.
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