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Cuando se necesita conocer la susceptibilidad de Neisseria meningitidis (Nm) a las drogas antimicrobianas, se
debe tener en cuenta que ésta se sita en un doble contexto: el relacionado con las drogas utilizadas en el
tratamiento médico especifico y el quimioprofilactico, ambos con un mismo objetivo, la seleccién correcta del
antimicrobiano in vivo. Esto obliga a estudiar de forma sistematica, la sensibilidad y resistencia de cepas aisladas
en enfermos y portadores. Con el propdsito de profundizar en el comportamiento de las cepas que circulan en
Cuba actualmente, se realiz6 un estudio de susceptibilidad antimicrobiana a 90 cepas aisladas en portadores
durante el primer semestre de 1998. Se utilizé el método de dilucién en agar, determinando las concentraciones
minimas inhibitorias (CMIs) a: penicilina, ampicilina, rifampicina, sulfadiacina sédica, cloranfenicol, ciprofloxacina,
ceftriaxona y cefotaxima. Los resultados de Nm in vitro a estas tres Ultimas drogas se conocen por primera vez
en nuestro pais. Se realizé también la blsqueda de cepas productoras de B-lactamasa. Predominaron las cepas
sensibles a penicilina (82,2%) y con susceptibilidad intermedia a ampicilina (57,8%), mientras que, a sulfadiacina
sddica el 70% de las cepas resultaron resistentes. El 100% de las cepas fueron sensibles al resto de los
antimicrobianos. Se presentan las CMIs para cada droga y se relacionan las caracteristicas fenotipicas de las
cepas con los patrones de sensibilidad y resistencia a penicilina y sulfadiacina sédica. No se detectaron cepas

productoras de B-lactamasa.
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Introduccién

El dnico reservorio de Nm es la nasofaringe humana,
conocida como la via de transmision de la enfermedad
meningocécica (EM) a través de los portadores sanos, la
erradicacion de este microorganismo de la nasofaringe es
una de las preocupaciones primordiales de accion
sanitaria a tener en cuenta para romper la cadena de
transmision de esta enfermedad (1).

El estado de portador asintomatico puede persistir afios
(25%), semanas o algunos meses (75%). Se cita que el
namero de portadores en periodos no epidémicos es
aproximadamente de un 5%, éste puede aumentar del
20-25% en lugares endémicos y alcanzar el 90% en
periodos epidémicos (2).

Se conoce poco sobre las causas que conducen al
estado de portador, sélo en un pequefio nimero de éstos,
Nm es capaz de alcanzar el torrente sanguineo, provocar
bacteriemia y/o llegar al sistema nervioso central (3).

Conocer los patrones de sensibilidad y resistencia de Nm
a diferentes drogas antimicrobianas, obliga a estudiar de
manera sistematica las cepas aisladas con el objetivo de
establecer la seleccién correcta del antimicrobiano in vivo,
ya sea con fines terapéuticos o profilacticos (4).

Hasta la década del 60, fecha en que describen las
primeras cepas resistentes a sulfadiacina sodica, estas

drogas desempefiaron un papel decisivo en la profilaxis
de la EM. Como consecuencia de la aparicion y
propagacion de las cepas resistentes a las sulfamidas,
rifampicina sustituyé a sulfadiacina sédica y demostré su
eficacia para erradicar el estado de portador (5). No
obstante, desde la década del 80 se reportan cepas
resistentes a rifampicina (1). La emergencia de cepas con
sensibilidad disminuida a estos quimioprofilacticos hizo
que otras drogas se utilicen para este fin. Sin embargo,
por los efectos secundarios que algunas provocan, limitan
su administracion (4).

El descubrimiento de penicilina, droga de eleccién en el
tratamiento de la EM, abri6 un nuevo campo de
esperanzas en el tratamiento de esta patologia. No
obstante, desde los afios 50 aparecen reportes de cepas
“moderadamente resistentes”. Esta observacion ha ido en
ascenso y se ha convertido en un hecho universal y
creciente (6).

Tomando en consideracion lo expuesto anteriormente,
cabe esperar la aparicién e incremento del nimero de
cepas con resistencia mas elevada y los
correspondientes fracasos terapéuticos. Por este motivo,
se determind en cepas aisladas de portadores, la
sensibilidad y resistencia antimicrobiana a ocho drogas
de uso terapéutico y profilactico, utilizando el método de
diluciébn en agar y se relacionaron los resultados
obtenidos en penicilina y sulfadiacina sodica con las
caracteristicas fenotipicas de las cepas. Se investigd
también la presencia de cepas productoras de f-
lactamasa.
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Materiales y Métodos

Cepas: Se investigaron 90 cepas de Nm aisladas en el
afio 1998 a partir de portadores nasofaringeos, recibidas
en el Laboratorio de Microbiologia de la Direccién de
Asistencia Cientifico-Técnica Aplicada (DACTA) del
Instituto Finlay.

Caracterizacion fenotipica: Se realizé por tincion de
Gram, deteccién de las enzimas citocromo-oxidasa,
catalasa, B-galactosidasa (ONPG), y-glutamil-
aminopectidasa y la utilizacién de los azlcares glucosa,

maltosa, lactosa, sacarosa, fructosa y manitol. La
seroagrupacion se realiz6 por aglutinacion en lamina
portaobjetos con antisueros policlonales y para la
identificacion de los sero/subtipos se emple6 un ELISA de
células enteras con anticuerpos monoclonales (7).

Susceptibilidad antimicrobiana: Se utilizé el método de
dilucién en agar, segun la metodologia descrita por el
Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico
(NCCLS). A continuacion se enumeran las drogas
antimicrobianas, solventes y rangos de concentracion
(Hg/mL) utilizados (8).

Drogas antimicrobianas Solventes Rangos (ug/mL)
Penicilina (PEN) Agua 0,016-2
Ampicilina (AMP) Agua 0,016-2

Sulfadiacina sédica (SU) Agua 1-100
Rifampicina (RFA) Metanol 0,008-8
Cloranfenicol (CMP) Metanol 0,063-32
Ciprofloxacina (CP) NaOH 0,1M 0,002-4
Ceftriaxona (CFTR) Buffer fosfato 0,1M pH 6 0,002-4
Cefatoxima (CFTX) Buffer fosfato 0,1M pH 6 0,002-4

El in6culo se obtuvo de un cultivo puro en AMH mas
suplemento; se incub6 de 18-24 h de incubacion a 37
°C en atmoésfera himeda con un 5% de CO.. Previa
comprobacién de pureza, las colonias se resuspendieron
en 4 mL de una solucién buffer fosfato (PBS) estéril, pH
7,2, hasta lograr una turbidez equivalente al patrén 0,5 de
McFarland. Ajustada la concentracion del inéculo, éste se
transfiri6 mediante un inoculador mdltiple (Steers). Se
incub6 durante 18-24 h a 37 °C en atmoésfera htimeda con
5% de CO: y posteriormente se procedié a la lectura e
interpretacion de los resultados (8).

Interpretacién: Se consider6 como CMI, la menor
dilucién de la droga capaz de inhibir el crecimiento

Tabla 1. Criterios de interpretacion

bacteriano. Los criterios de sensible (S), susceptibilidad
intermedia (SI) y resistente (R), se utilizaron de acuerdo
con los rangos establecidos (8) (Tabla 1).

Determinacion de B-lactamasa: Se realiz6 por el método
iodométrico descrito por Dillon (9).

Controles de calidad: Se utilizaron las cepas de
referencia E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.
En la deteccién de B-lactamasa se incluyeron las cepas
WHO E y WHO A de N. gonorrhoeae como controles
positivo y negativo respectivamente. Se emplearon
también placas de AMH sin drogas antimicrobianas.

Rangos (ug/mL)

Drogas antimicrobianas S Sl R
Penicilina < 0,06 pg/mL 0,125-0,5 pg/mL =1 pg/mL
Ampicilina < 0,06 pg/mL 0,125-0,5 pg/mL =1 pg/mL
Sulfadiacina sddica <1 pg/mL 5-10 pg/mL > 25 pg/mL
Rifampicina <1 pg/mL 2 pg/mL >4 ug/mL
Cloranfenicol <4 pug/mL 8 pg/mL >16 pg/mL
Cirprofloxacina <1 pg/mL 2 pg/mL >4 ug/mL
Ceftriaxona < 0,25 pg/mL 0,5-1 pg/mL > 2 pug/mL
Cefotaxima < 0,25 pug/mL 0,5-1 pg/mL > 2 pg/mL
Resultados dominaron las cepas con Sl (57,8%) y no existieron cepas

Cuando se analiz6 la susceptibilidad de Nm (Gréfico 1) se
detecté un predominio de cepas S a penicilina (82,2%) y
un 17,8% con SI. Sin embargo, frente a ampicilina

R a ambas drogas. No sucedi6 asi al analizar los
resultados frente sulfadiacina sédica, en esta droga, hubo
un 70% de cepas resistentes y el resto resultaron
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S (27,8%) y con S| (2,2%). El 100% de las cepas
resultaron sensibles a las otras drogas investigadas.
Los Graficos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, muestran los

porcentajes de susceptibilidad a cada droga, tomando en
consideracion las CMIs exhibidas para cada una de ellas.

Se deben resaltar los Graficos 2 y 3. En el primero, se
observa el predominio de cepas con CMIs a penicilina en
el rango de 0,063 pg/mL (67,8%). Aunque no hubo cepas
R, el 3,3% se inhibié a 0,5 pg/mL, cifra muy cercana a la
concentracion limite de resistencia para esta droga.

Al analizar el Gréfico 3 se destaca el predominio de cepas
inhibidas por CMIs de ampicilina incluidas en el rango de

Gréfico 1. Susceptibilidad antimicrobiana en cepas de N.
meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Gréfico 3. CMIs de ampicilina en cepas de N. meningitidis
aisladas de portadores. Cuba, 1998

SlI: 0,125 pg/mL (35,6%), 0,25 pg/mL (13,3%) y 0,5 pg/mL
(10,0%).

Frente a sulfadiacina sédica (Grafico 4) predominaron las
cepas R: 25 pg/mL (5,6%), 50 pg/mL (28,9%) y 100
png/mL (35,6%) y hubo un 27,8% de cepas S y un 2,2%
con Sl. Al resto de las drogas (Graficos 5, 6, 7, 8 y 9),

todas las CMls correponden al rango de sensibilidad.

La caracterizacion fenotipica se presenta en el Grafico
10. Los mayores porcentajes corresponden a las cepas
clasificadas como NA:NT:P1.NST (31,1%) y NA:NT:P1.13
(20%). Del resto se resalta la presencia de los fenotipos
B:4:P1.15 (6,7%) y W-135:NT:P1.NST (3,3%).

Grafico 2. CMiIs de penicilina en cepas de N. meningitidis
aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Grafico 4. CMIs de sulfadiacina sédica en cepas de N.
meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Gréfico 5. CMIs de rifampicina en cepas de N.

meningitids aisladas de portadores. Cuba, 1998 Gréfico 6. CMIs de cloranfenicol en cepas de N.

b5 meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Grafico 7. CMIs de ciprofloxacina en cepas de N. Gréafico 8. CMIs de ceftriaxona en cepas de N. meningitidis
meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998 aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Grafico 9. CMIs de cefotaxima en cepas de N. Gréfico 10. Caracterizacion fenotipica de cepas de N.
meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998 meningitidis aisladas de portadores. Cuba, 1998
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Leyenda: NA = No agrupable, NT = No tipable, NST = No subtipable. A = NA:NT:P1.NST; B = NA:NT:P1.13; C = B:4:P1.15; D =
NA:15:P1.6; E = NAINT:P1.12; F = NA:NT:P1.7; G = W-135:NT:P1.NST; H = cepas con frecuencia igual o menor a 2.

La clasificacion fenotipica y su relacién con los resultados Las <cepas S a peniciina se encontraron
de la susceptibilidad a penicilina y resistencia a fundamentalmente dentro de las cepas NA:15:P1.6
sulfadiacina sédica aparece reflejada en las Tablas 2 y 3. (100%), NA:NT:P1.13 (88,9%), B:4:P1.15 (83,3%) y
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NA:NT:P1.NST (82,1%). Con Sl predominaron las cepas

135:NT:P1.NST (33,3%) (Tabla 2).

NANT:P1.7 (50%), NA:NT:P1.12 (333%) y W-

Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y susceptibilidad a penicilina en cepas de N. meningitidis aisladas
de portadores. Cuba, 1998
Penicilina

Caracterizacién S Sl Total

fenotipica No % No % No %

NA:NT:P1.NST 23 82,1 5 17,9 28 100
NA:NT:P1.13 16 88,9 2 111 18 100
B:4:P1.15 5 83,3 1 16,7 6 100
NA:15:P1.6 6 100 - - 6 100
NA:NT:P1.12 4 66,7 2 33,3 6 100
NA:NT:P1.7 2 50 2 50 4 100
W-135:NT:P1.NST 2 66,7 1 33,3 3 100

En sulfadiacina sddica el mayor porcentaje de cepas
resistentes se detectd en el fenotipo NA:15:P1.6 (100%),

seguido de las cepas B:4:P1.15 (83,3%), NA:NT:P1.13
(83,3%) y W-135:NT:P1.NST (66,7%) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion fenotipica y resistencia a sulfadiacina sédica en cepas de N. meningitidis

aisladas de portadores. Cuba, 1998

Sulfadiacina sédica

Caracterizacion R S Sl Total
fenotipica No % No % No % No %
NA:NT:P1.NST 18 64,3 10 35,7 - - 28 100
NA:NT:P1.13 15 83,3 2 11,1 1 5,6 18 100
B:4:P1.15 5 83,3 1 16,7 - - 6 100
NA:15:P1.6 6 100 - - - - 6 100
NA:NT:P1.12 3 50 3 50 - - 6 100
NA:NT:P1.7 1 25 3 75 - - 4 100
W-135:NT:P1.NST 2 66,7 1 33,3 - - 3 100

Ninguna de las cepas investigadas fue productora de B-lactamasa.

Discusion

La relativa resistencia a penicilina se ha reportado
mundialmente 'y en algunos paises representa
aproximadamente la mitad del total de cepas estudiadas
(10). Entre los paises que citan cepas con Sl a penicilina
se encuentran: Sudafrica, Espafia, Grecia, Reino Unido,
Rumania, Canadéa, Estados Unidos, Argentina, Francia,
Suiza, Israel, Bélgica y Suecia (11,12,13,14,15,16,
17,18,19,20). En Cuba, el Laboratorio Nacional de
Referencia de Meningococo, detecté un 24% de cepas
con Sl en un estudio realizado a 682 cepas serogrupo B
aisladas de enfermos entre 1986 a 1992. En 1995, en
cepas con la misma clasificacién y origen, esta cifra
ascendié al 44%. En ninguno de estos trabajos se
sefialan cepas R. Sin embargo, en esos afos de estudio,
sefialaron que el ndmero de cepas con S| aumentd
paralelamente con el incremento de las CMIs a esta
droga (21, 22).

Son muchos los mecanismos que condicionan la
aparicion de cepas con Sl a penicilina, entre estos
mecanismos se sefialan: existencia de actividades
enzimaticas capaces de degradar la molécula de la droga
(ej. PB-lactamasa), impermeabilidad de la membrana
externa a la droga, modificaciones en la diana de accion
de la droga que impiden o reducen su accion, y los
mecanismos de resistencia adquiridos por intercambio
genético horizontal y establecidos por una construccion
en genes en “mosaico” que son en general
consecuencia de procesos de recombinacién entre genes
homdélogos (23, 24, 25). No obstante, algunos autores
reportan que la aparicion de este fendmeno puede
también estar relacionado con el uso indiscriminado de la
droga, tratamiento a bajas dosis y no cumplimiento de la
posologia adecuada (26,27).

Los mayores porcentajes de cepas con Sl se encontraron
en ampicilina. Se sefiala que cuando surgi6 la primera
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cepa con Sl a esta droga, aun era alta la sensibilidad a
penicilina y que esta diferencia aumenté a medida que se
incrementaron las CMIs a esta droga (4, 28).

El porcentaje de cepas R a sulfadiacina sédica coincidié
con notificaciones de otros paises (29). En Cuba, durante
la epidemia de EM méas del 80% de las cepas aisladas
resultaron R a este quimioprofilactico (21). Aunque estas
cepas predominan adn en nuestro medio, es importante
sefialar el hallazgo de cepas S y con Sl. Este
comportamiento sugiere una posible recuperacion de la
sensibilidad a esta droga.

En este estudio, las cepas fueron sensibles al
cloranfenicol y rifampicina. No obstante, en una
investigacion realizada en Cuba con cepas aisladas
desde 1990 a 1992 se detectaron cepas con Sl a estas
drogas (21,22). El cloranfenicol actualmente se sigue
utilizando con buenos resultados en el tratamiento de la
EM en algunas zonas del Continente Africano (4).

Desde hace algunos afios las cefalosporinas vy
quinolonas se utilizan con éxito en el tratamiento y
profilaxis de la EM (29,30). En este trabajo se estudié por
primera vez en Cuba, el comportamiento in vitro de cepas
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Antimicrobial drug susceptibility of Neisseria meningitidis strains isolated from carriers

Abstract

When it is necessary to determine the susceptibility of Neisseria meningitidis (Nm) strains to antimicrobial drugs, it is
important to consider that it should be analyzed in a double context. One of them related to the use of drugs in a specific
medical treatment; and the other; to chemoprophylatic drugs, both with the same purpose: the accurate selection of the “in
vivo” antimicrobial agent. This requires the study of the sensitivity and resistance of strains isolated in both carriers and
patients. With the aim of further studying the behavior of the strains that currently circulate in Cuba, an antimicrobial drug
susceptibility study was conducted in 90 strains isolated from carriers during the first half of 1998. The agar dilution
method was used to determine the minimum inhibitory concentrations (MICs) to: penicillin, ampicillin, rifampin,
sulfadiazine, chloramphenicol, ciprofloxacin, ceftriaxone, cefotaxime. The study of the three latter drugs was done for the
first time in our country. The search for B-lactamase-producer strains was also performed. There was a predominance of
penicillin sensitive strains (82,2%) with an intermediate sensitivity to ampicillin (57,8%), while 70% of the strains were
sensitive to sulfadiazine. Regarding the rest of the antimicrobial drugs, 100% of the strains were sensitive. The paper
shows the MICs for each drug as well as the phenotypic characteristics of the strains with the penicillin and sulfadiazine
sensitivity and resistance patterns. No p-lactamase-producer strains were found.
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