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RESUMEN

Se investigaron los marcadores epidemiol 6gicos de cepas de Neisseria meningitidis aisladas de portadores en Cuba durante 20 afios
(1982-2002). Se identificaron los serogrupos, serotipos, subtipos e inmunotipos de 331 cepas correspondientes a 2 etapas
diferentes: epidémica (1982-1992) y posepidémica (1993-2002). En la epidémica predominé el serogrupo B (67,62 %) y las
cepas no agrupables (32,28 %). En la posepidémica prevalecieron las cepas no agrupables (79,65 %) y €l serogrupo B (17,26 %)
(p< 0,05). El presente estudio es el primero y Unico hasta el momento, en investigar cepas de Neisseria meningitidis aisladas de
portadores antes y después de una campafia nacional masiva de inmunizacion con VA-MENGOC-BC® (vacuna antimeningocécica
cubana contra los serogrupos B y C). Los resultados obtenidos aportan datos valiosos a estudio, prevencion y control exitoso de
la enfermedad meningocdécica en Cuba, asi como a desarrollo y la evaluacion de esta vacuna.
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Neisseria meningitidis, patdgeno exclusivo del
hombre y agente etioldgico de la enfermedad
meningocacica(EM), esun comensal comin dela
nasofaringe humana. Su permanencia a ese nivel
ocasiona el estado de portador asintomético, con-
dicién que suele estar presente entre 5y 40 % de
los individuos sanos.! La interaccion de N. me-
ningitidis con su hospedero es notable y varia
desde una colonizacién asintomatica de la
nasofaringe (condicién que afecta virtualmente a
todas las poblaciones), hasta las infecciones
frecuentemente fatales.? A pesar de los avances
alcanzados en el diagndstico y tratamiento de la
EM, sumorbilidad y mortalidad son elevadasy un

namero significativo de sobrevivientes sufren
secuelas invalidantes.’? La EM se presenta de
forma endémica, hiperendémica, como brotes
localizados, epidemias o pandemias, 0 ambas. Su
severidad y tendencia por afectar principalmente
a los nifios y adultos jévenes, concentra las
investigaciones en aspectos concernientes a los
procesosinvasivos. Por consiguiente, los estudios
referentes a la colonizacion e identificacion de
cepas de portadores, son comparativamente menos
frecuentesy conllevan aunamenor representacion
de estos aislamientos en agquellos centros que
almacenan colecciones de cultivo de N. me-
ningitidis, situacion que deviene en un obstécul o,
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cuando se requiere de una mejor comprension e
interpretacion de la epidemiologia de este
microorganismo.®

Desdeladécadade | os sesentaexisten vacunas
disponiblesde polisacéaridos capsulares (PC) contra
los serogrupos A, C, Y, W-135, y recientemente,
las técnicas de conjugacion empleadas en
Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae, se aplican en laobtencidn devacunas
contra N. meningitidis.* Sin embargo, la pobre
inmunogenicidad del PC del serogrupo B y su
reactividad cruzada con las glicoproteinas
presentesen el tejido neural humano, condujoala
obtencién deinmundgenos apartir de proteinasde
la membrana externa (PME) (Frasch CE.
Meningococcal vaccines: past, present and future.
Meningococcal disease. ed. Keit Cartwright 1995,
John Wiley & Sons Ltd. p. 245-83).4° En estos
momentos, la disponibilidad de vacunas contra 5
delos 13 serogrupos descritos hastalafecha, hace
de laidentificacion de los antigenos superficiales
de N. meningitidis una herramienta valiosa en €
monitoreo de la EM (Frasch CE. Meningococcal
vaccines: past, present and future. M eningococcal
disease. ed. Keit Cartwright 1995, John Wiley &
Sons Ltd. p. 245-83).4% La caracterizacion
serol 6gicaincluye: serogrupos, serotipos, subtipos
e inmunotipos y se basa en esguemas el aborados
apartir delasdiferenciasestructuralesy antigénicas
de los componentes superficiales de N. me-
ningitidis.®” Cada estructura permite definir un
marcador epidemioldgico diferente y asi el PC
determina al serogrupo; las PME de clase 2/3
(PorB) y clase 1 (PorA), los seratipos y subtipos,
respectivamente; mientras que, las diferencias en
sus lipooligosacéaridos (LOS), clasifican los
inmunotipos.” Este esquema, (til para la
identificacién de fenotipos virulentos, mejoralos
estudios de prevalencia de N. meningitidis en
poblacionescon ataincidenciade EM y esel méas
extendido y completo sistema de clasificacion
basado en estructuras moleculares que tienen
interésen larespuestainmune. A pesar de disponer
de estos métodos, algunas cepas quedan sin
clasificar, particularmente las de portadores. La
clasificacion serolégica puede fallar por la ata
diversidad de PorA y PoR, las limitaciones en €
panel de AcM disponibles y la fuerte seleccion,
supuestamente impuesta por la respuesta inmune
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dd huéspedy laposibilidad deintercambio de ADN
por transformacién en esta bacteria.®’ El
advenimiento de las técnicas moleculares
incrementa la informacién que brinda la
caracterizacion fenotipica, sobre todo, cuando se
requiere verificar la identidad genética de cepas
aisladas en brotes y epidemias®

Hasta 1976, la EM en Cuba mostré un
comportamiento endémico; a partir de esa fecha,
ascendié a expensas de casos producidos por
los serogrupos C (50,9 %) y B (34,3 %). En 1979,
la situacion epidémica existente (incidencia de
5,6/100 000 habitantes), motivé lainmunizacion con
A-C en toda la poblacién menor de 20 afios.
Posteriormente, N. meningitidis B se elevo
vertiginosamente, mostré su maximaincidenciaen
1983 (14,3/100 000 habitantes) y seconvirtiéen el
principal problema de salud de la década de los
ochenta.>® Por no existir en ese momento una
vacuna contra el serogrupo B, comenzaron las
investigaciones que permitieron posteriormente
obtener la vacuna VA-MENGOC-BC®, cons-
tituidapor un complejo de vesiculas purificadasde
la membrana externa de N. meningitidis B y PC
purificado del serogrupo C, adsorbido en gel de
hidroxido de aluminio.® La vacuna se aplicé en
forma de campafia (1987-1990), en individuos de
3 meses-24 anos y se incorpord en 1991 al
Programa Nacional de Inmunizacién (PNI). VA-
-MENGOC-BC® mostré una eficacia entre 83 y
98 %y logro controlar la epidemia®®* En 2004,
laincidenciade EM fue de0,3/100 000 habitantes.

Por disponer de una coleccién de cepas de
N. meningitidis aisladas de portadores en etapas
con una conducta epidemioldgica diferente,
comparar los cambios fenotipicos ocurridos en
cepas obtenidas entre 1982-2002, aportd una
valiosainformacion sobreladinamicadelaEM en
Cubay a mismo tiempo, se pudo comprobar €l
impacto de lainmunizacién con VA-MENGOC-
-BC®, entre las cepas investigadas.

METODOS
Cepas de N. meningitidis investigadas

Entre 1982-2002, el Laboratorio de
Microbiologiadel Ingtituto Finlay, recibi6 331 cepas
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de N. meningitidis aisladas de portadores en
diferentes regiones del pais. Estas cepas se
caracterizaron, liofilizaron y almacenaron para
estudios posteriores. En el momento de su
recepcion se identificaron en género, especie y
serogrupo, segun métodos convencional es;*?
posteriormente, se determinaron l0s serotipos,
subtipos einmunotipos. Parasu estudio, las cepas
se cultivaron en placas Petri de Agar Mueller
Hinton (Merck) mas suero fetal bovino 5 %
(Hyclone), se incubaron en atmdsfera himeda
durante 24-48 h, aunatemperaturade 37 °Cy la
presenciade 5 % de CO,; posteriormente, seredizo
lalectura

Caracterizacion fenotipica

El seroagrupamiento se hizo por aglutinacion
en [&minaportaobjetos con antisueros comerciaes
de N. meningitids A, B, C, X, Y, Zy W-135
(Difco).22 Mientras que, para la caracterizacion
de serotipos, subtipos e inmunotipos, se utilizo e
ensayo inmunoenzimético (ELISA) de células
enteras con anticuerpos monoclonales (AcM).:
Enlaidentificacion de seroti pos/subtipos seempled
el panel de AcM del RIVM (siglas en inglés del
Instituto Nacional de Investigaciones para €l
Hombrey e Ambiente de Holanda), queincluyé 6
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, y P1.16).
Ademas, seutilizd6el AcM P1.19del NIBSC (siglas
en inglés del Instituto Nacional para Control
Bioldgico y Estandares del Reino Unido); en la
deteccién deinmunotipos, se emplearon losAcM:
L3,7,9; L8 y L10 (NIBSC). Las cepas que no
reaccionaron de forma positiva frente a los
antisueros de serogrupo y AcM de serotipos,
subtipos einmunotipos, se clasificaron como NA,
NT, NST y no inmunotipable (NIT), res-
pectivamente.

Con el objetivo de comparar los cambios
fenotipicos delas cepas estudiadasy sobrelabase
del comportamiento epidemioldgicodelaEM end
periodo 1982-2002, estas se distribuyeron en 2
etapas (epidémica y posepidémica). Para su
distribucion, se tomo en cuenta la incidencia de
EM enlosafiosanalizados.™! Lascepasdelaetapa
epidémicaseaislaron entre 1982-1992 (incidencia
12,8-1,3/100 000 habitantes). Mientras que, en la

posepidémica, se incluyeron aislamientos del
periodo comprendido entre 1993-2002 (incidencia
0,9-0,3/100 000 hahitantes).* Parasuidentificacion
end texto, seutilizé lanomenclaturasiguiente: PEE
(portadores de la etapa epidémica) y PEPE
(portadores de la etapa posepidémica). Su nimero
y distribucién por afiosy etapas, se muestraen la
tabla 1.

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

Etapas No. cepas estudiadas
PEE (1982-1992) 105
PEPE (1993-2002) 226
Total 331

PEE: portadores etapa epidémica, PEPE: portadores etapa
posepidémica.

ANALISISESTADISTICO

Se calcularon proporciones, frecuencias
absolutasy relativas. Ademés, se utilizo el test de
chi cuadrado o €l test exacto de Fisher para el
andlisis de tablas de contingencia. Para propor-
ciones de interés, se calcularon los intervalos de
confianza por € método aproximado de Wilson.
Se considerd significativo cuando se obtuvo un
resultado con un valor de p< 0,05.

RESULTADOS
DISTRIBUCION DE SEROGRUPOS

Entre las 331 cepas de N. meningitidis
investigadas, 110 (33,23 %) pertenecieron al
serogrupo B y 214 (64,65 %) resultaron NA. Otros
serogrupos se identificaron con porcentajes bajos:
W-135 (1,52 %), Y (0,30 %) y Z (0,30 %) (tabla2).
Al andlizar ladistribucion delos serogruposen PEE
y PEPE, se observo diferencia estadisticamente
significativa (p< 0,05), a comparar los resultados
del serogrupo B y cepas NA. El serogrupo B
prevalecié en PEE (67,62 %) y descendié en PEPE
(17,26 %). Sin embargo, en PEPE predominaron
las NA (79,65 %), cepas que en PEE resultaron
significativamente infe-rior (32,38 %). Los
serogrupos W-135 (2,21 %), Y (0,44 %) y Z
(0,44 %), solo seidentificaron en PEPE.
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TABLA 2. Distribucién de cepas de N. meningitidis aisladas de
portadores en la etapa epidémica y posepidémica, segln
serogrupos. Cuba, 1982-2002

PEE PEPE Total
Serogrupos N % N % N %
B* 71 67,62 39 17,26 110 33,23
NA* 34 32,38 180 79,65 214 64,65
W-135 0 0,0 5 2,21 5 1,52
Y 0 0,0 1 0,44 1 0,30
z 0 0,0 1 0,44 1 0,30
Total 105 100 226 100 331 100

* p < 0,05 entre cepas PEE y PEPE
PEE: portadores etapa epidémica, PEPE: portadores etapa
posepidémica, NA: no agrupable.

DISTRIBUCION DE SEROTIPOS

Predominaron las cepas NT (55,59 %),
seguidas de los serotipos 4 (30,82 %) y 15
(10,57 %); el resto mostré porcentajes bajos:
14 (2,12 %), 1 (0,60 %) y 2b (0,30 %) (tabla3). El
serotipo 4 prevaecio en PEE (70,48 %) y descendid
en PEPE (12,39 %) (p< 0,05). Se observaron
también cambios en las cepas NT. El porcentgje
deaidamientosNT de PEPE (70,80 %), sobrepasd
la cifraidentificada en PEE (22,86 %) (p< 0,05)
y €l serotipo 15, mostré diferencias estadis-
ticamente significativasal comparar losresultados
de ambas etapas. PEE (4,76 %) y PEPE (13,27 %).

TABLA 3. Distribucion de cepas de N. meningitidis aisladas de
portadores en |a etapa epidémica y posepidémica, seglin serotipos.
Cuba, 1982-2002

PEE PEPE Total
Serotipos N % N % N %
NT* 24 22,86 160 70,80 184 55,59
1 1 0,95 1 0,44 2 0,60
4 74 70,48 28 12,39 102 30,82
2b 1 0,95 0 0,0 1 0,30
14 0 0,0 7 3,10 7 2,12
15 5 4,76 30 13,27 35 10,57
Total 105 100 226 100 331 100

* p < 0,05 entre cepas de PEE y PEPE
PEE: portadores etapa epidémica, PEPE: portadores etapa
posepidémica, NA: no agrupable, NT: no tipable.

DISTRIBUCION DE SUBTIPOS
Prevalecieron las cepas PL.NST (29,31 %),

P1.19,15 (22,96 %), P1.13 (12,69 %) y P1.6
(10,88 %). El resto de los subtipos mostro
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porcentajes por debajo de 5 % (tabla 4). Se
detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05) entre las cepas P1.NST;
P1.19.15y P1.13. En PEE predominé el subtipo
P1.19.15 (61,91 %), este disminuy6 signifi-
cativamente en PEPE (4,87 %). Mientras que, en
PEPE, las cepas P1.NST (34,96 %), mostraron un
porcentaje superior al identificado en PEE
(17,14 %) y € subtipo P1.13 en PEPE (16,81 %),
aumento respecto a la cifra detectada en PEE
(3,84 %) (p< 0,05).

TABLA 4. Distribucion de cepas de N. meningitidis aisladas de
portadores en la etapa epidémica y posepidémica, segun subtipos.
Cuba, 1982-2002

PEE PEPE Total

Subtipos No. % No. % No. %

P1,NST* 18 17,14 79 34,96 97 29,31
P1,4 0 0,0 12 5,31 12 3,63
P1,5 0 0,0 8 3,54 8 2,42
P1,6 8 7,62 28 12,39 36 10,88
P1,7 0 0,0 15 6,64 15 4,53
P1,7,1 1 0,95 0 0,0 1 0,30
P1,7,10 0 0,0 1 0,44 1 0,30
P1,7,13 0 0,0 1 0,44 1 0,30
P1,10 0 0,0 1 0,44 1 0,30
P1,10,4 0 0,0 1 0,44 1 0,30
P1,12 1 0,95 10 4,43 11 3,32
P1,13* 4 3,82 38 16,81 42 12,69
P1,14 0 0,0 7 3,10 7 2,12
P1,15 3 2,85 12 5,31 15 4,53
P1,19 5 4,76 1 0,44 6 1,81
P1,19,15* 65 61,91 11 4,87 76 22,96

0

P1,10,13 0,0 1 0,44 1 0,30

Total 105 100 226 100 331 100

* p< 0,05 entre cepas de EEPE y PEPE
PEE: portadores etapa pre-epidémica, PEPE: portadores etapa
posepidémica, NST: no subtipable.

DISTRIBUCION DEINMUNOTIPOS

Predominé el inmunotipo L3,7,9: PEE
(88,57 %) y PEPE (91,59 %). La asociacion
L3,7,9,8 fuemayor en PEE (8,57 %) y aunque, L8
y L 10, exhibieron porcentajes bajos, fueron mas
frecuentes en PEPE (1,78 y 2,21 %), respecti-
vamente. Se identificaron cifras bajas de cepas
NIT en ambos grupos: PEE (1,91 %) y PEPE
(3,54 %) (fig. 2).
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Fig. 1. Distribucion de cepas de N. meningitidis aisladas de portadores en la etapa epidémica y posepidémica, segin inmunotipos. Cuba,

1982-2002
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Fig. 2. Fenotipos detectados en cepas de N. meningitidis aisladas de portadores en
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DISTRIBUCION DE FENOTIPOS

L os fenotipos se muestran en la figura 2. En
PEE predominé el B:4:P1.19,15:1.3,7,9 (40,08 %),
asociacion que descendio a 4,43 % en PEPE (p<
0,05). Sin embargo, en PEPE prevalecieron las
cepasNA:NT:PL.NST:L3,7,9 (22,12 %), fenotipo
gue en PEE mostrd un porcentgjeinferior (11, 54
%). Esde destacar que en PEPE existié unamayor
heterogeneidad de asociaciones fenotipicas entre
las cepas detectadas. En el término “otros’, se
incluyeron los fenotipos identificados en un solo
aislamiento (tablab).

TABLA 5. Fenotipos reflejados en la Figura 2 con el término
“otros’ e identificados en una sola cepa de N. meningitidis

Fenotipos etapa epidémica Fenotipos etapa posepidémica

1. B:NT:P1.NST:L3,7,9 1. B:14:P1.NST:L3,7,9

2. B:4:P1.NST:L3,7,9 2. NA:4:P1.19:L3,7,9

3. B:NT:P1.15:L3,7,9 3. NA:NT:P1.12,13:L3,7,9
4. NA:2b:P1.NST:L3,7,9 4. NA:15:P1.14:L.3,7,9

5. B:NT:P1.6:L3,7,9 5. B:4:P1.7:L3,7,9

6. NA:4:P1.NST:L3,7,9 6. NA:NT:P1.NST:L3,7,9,10
7. NA:NT:P1.12:L3,7,9 7. NA:15:P1.19:.L.3,7,9

8. NA:1:P1.7,1:L3,7,9 8. Y:NT:2.L3,7,9

9. B:4:P1.19:L8 9. NA:NT:P1.10:L3,7,9
10. NA:NT:P1.19:L3,7,9 10. NA:4:P1.13:L3,7,9

. NA:14:P1.7,10:L3,7,9
. B:4:P1.4:L8
. B:NT:4:P1.6:L3,7,9

14. NA:NT:P1.10,4:L3,7,9

. NA:4:P1.4:L10

. NA:NT:P1.10:L3,7,9

. NA:14:P1.NST:LNIT

. NA:4:P1L.7:L10

. B:15:P1.NST:L3,7,9

. NA:1:P1.5:L3,7,9

. NA:4:P1.5:L3,7,9

. NA:NT:P1.7,10:L3,7,9
. Z:NT:P1.NST:L3,7,9

24. NA:4:P1.19,15:L3,7,9

. B:4:P1.15:0L.3,7,9,8

Total =10 Cepas

Total = 25 Cepas

DISCUSION

A partir de 1885, fechaen que sereconocio el
primer caso de EM en el mundo, se han descrito
numerosas epidemias con diversos grados de
variacion eintensidad.? Latasadeincidenciaanual
fluctiaentre menos de 1/100 000 habitantes - 500/
/100 000 y cuando las epidemias se presentan,
pueden extenderse durante pocas semanas, varios
anos y hasta dispersarse globalmente.** En
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respuesta a la epidemia de EM de Cuba causada
por N. meningitidis B en ladécadadelos ochenta,
seobtuvo VA-MENGOC-BCO, vacunaelaborada
apartir de vesiculas de PME de la cepa CU385/
/83 (B:4:P1.19,15:L.3,7,9) y PC del serogrupo C.
Su aplicacién en forma de campafia y posterior
incorporacién al PNI, controlé esta epidemia.
En el 2004, la incidencia de EM fue inferior
(0,3/100 000 habitantes) alaqueseregistrod inicio
de la epidemia (0,8/100 000 habitantes).!!
Aidamientos clinicos de esa etapa mostraron que
62,6 % de las cepas prevalentes (B:4:P1.15)
pertenecieron a complejo clonal ET-5 (Martinez
Motas |. Neisseria meningitidis: Contribucién a
transporte - conservacion y caracterizacion de
cepas aisladas en Cuba [1982-2002]. [Tesis para
optar por e Grado Cientifico de Doctor en Ciencias
Médicas]. 2004. Instituto de MedicinaTropical, La
Habana.), también identificado en Europa y
América Latina.

N. meningitidis coloniza la nasofaringe
humana, lugar donde suele actuar como unvisitante
inofensivo, incapaz de ocasionar, en lamayoriade
los casos, signos clinicos de infeccidn.! Sin
embargo, una minoria de la poblacion colonizada
puede desarrollar procesosinfecciosos graves que
se manifiestan deformaendémica, hiperendémica,
como brotes, epidemias o pandemias, 0 ambas® A
pesar de la importancia que se reconoce a los
portadores en la biologia de N. meningitidisy la
idea que, cambios en la preval encia de portadores
con cepas de algunos fenotipos y complejos
clonales, son responsables de variaciones en la
epidemiologia de la EM, la relacion entre los
portadores y casos invasivos, no esta totalmente
definida.*?

Al comparar PEE y PEPE se evidenciaron
cambios en las cepas estudiadas. El inicio de la
epidemia de EM de Cuba se caracterizd por €l
predominio delos serogrupos Cy B, situacion que
motivé la aplicacion de lavacuna de polisacérido
A-C.° Luego de esa intervencion, € serogrupo B
ascendi6 vertiginosamentey laEM seconvirtié en
el principal problema de salud. La situacion
epidémica de los afos ochenta justifico el
predominio del serogrupo B en PEE. Estudios
realizados en Cubadurante ese periodo, mostraron
su prevalenciaen enfermos (98,7 %) y portadores
(81 %).° Al no existir en ese momento unavacuna
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contra N. meningitidis B, se iniciaron
investigaciones para desarrollar un candidato
vacunal contra este microorganismo pero por la
pobre inmunogenicidad de su PC, las estrategias
sedirigieron alaobtencién deinmundgenosapartir
de PME, de ahi la importancia de su carac-
terizacion. PorA y PorB son antigenos proteicos
capaces de inducir la formacién de anticuerpos
protectores y han demostrado su efectividad en
ensayos clinicos (Frasch CE. Meningococcal
vaccines: past, present and future. M eningococcal
disease. ed. Keit Cartwright 1995, John Wiley &
Sons Ltd. p. 245-83).5 VA-MENGOC-BC®
congtituye un gjempl o de vacuna el aboradaapartir
de PME.>1°

Durante €l inicio y desarrollo de la epidemia
de EM en Cuba, paises como Noruega, Franciay
Espafa, notificaron brotes causados por el
serogrupo B;'*1% estudios de portadoresrealizados
en Francia (61 %) y Espafia (58 %), mostraron su
superioridad.'® La EM por N. meningitidis B,
representd un problema de salud para otras
regiones de América Latina. Brasil sufrio en la
décadadelos setentaunadelas mayores epidemias
del mundo producidapor losserogruposAy C. Sin
embargo, a partir de 1986, el serogrupo B fue
responsable de 80 % de los casos invasivos.” Al
concluir los afios ochenta, Chile, Argentina,
Colombiay EE.UU., registraron su ascenso.?*-2?

En este trabajo no se identificd a serogrupo
C, ausencia quizas vinculada con la aplicacion
masivadelavacunaA-Cy posterior inmunizacion
con VA-MENGOC-BCO. Después de aplicar la
vacunaA-C, e serogrupo C disminuy6 de 44,6 %
en 1979, a7,2% en 1980y enlos Ultimos afios, no
se aislade casosinvasivos; estudios de portadores
realizados recientemente, ratifican su ausencia
(Martinez Motas |. Neisseria meningitidis:
Contribucién al transporte - conservacién y
caracterizacion de cepas aisladas en Cuba [1982-
-2002] [ Tesisparaoptar por € Grado Cientificode
Doctor en Ciencias Médicas] 2004. Instituto de
Medicina Tropical, La Habana.) (Alvarez N,
Martinez |, Sotolongo F, Gutiérrez M, Zamoral,
Izquierdo L, et al. Neisseria meningitidis carriers
in a day-care center in the city of Havana. In:
Abstracts of the 13" International Pathogenic
Neisseria Conference. September 1-6. Oslo,
Norway, 2002:329).2 Sin embargo, a diferencia

de la situacion de Cuba, a partir de la década de
los noventa otros paises notifican su ascenso, 2y
en algunos, las dltas tasas de incidencia de EM
causada por N. meningitidis C condujeron a
programas de inmunizacién contra este
serogrupo.?” En Espafa, antes de 1994, el
serogrupo C representaba menos de 2 %; entre
1996 y 1997, ascendié (70 %) y motivo la
inmunizacion con A-C.% Posteriormente, algunas
comunidades notificaron el descenso de la cepa
epidémica (C:2b:P1.5,2), pero en 2001, surgié un
nuevo fenotipo (B:2a:P1.5) y la situacion
epidemiol 6gica se interpretdé como un evento de
switching (cambio) capsular.® En ese periodo, un
estudio de portadores en Gran Canaria mostré
predominio del serogrupo B*y en Galicia, apesar
delaaltaincidenciadel serogrupo C, el nimero
de portadores de lacepaepidémica(C:2b:P1.5,2)
fue bagjo.

Otros trabgjos refieren el descenso de por-
tadores del serogrupo C después de realizar cam-
pafias de inmunizacién contra este serogrupo.?
Actualmente, la disponibilidad de vacunas
conjugadas muestran un mayor impacto sobre €l
estado de portador.283! El Reino Unido sefial 6 una
reduccién de 66 % de portadores del serogrupo C
entre adolescentes, un afo después de aplicar la
vacuna conjugada contraeste serogrupo; tampoco
constataron evidencias de switching capsular.263t
El presentetrabaj identifico sobretodo en PEPE,
€l predominio de N. meningitidis NA. Cepas con
estas caracteristicasincluyen ameningococos que
No se reconocen con los antisueros de serogrupo
empleados 0 a cepas que carecen del gen de
expresion de la capsula, 0 ambos. Las cepas NA
pueden integrar mas de la tercera parte de los
aislamientos detectados en portadores. Un trabgjo
realizado recientemente, notificé que 16,4 % de
cepas NA perdid los genes responsables de la
sintesis, modificacion y transporte del PC.*2 Hoy
dia, laepidemiologiamolecular permiteinvestigar
|os procesos genéticos que anulan laexpresion del
PC, posibilita conocer alin mas alas poblaciones
NA y aportadatos Utiles parainterpretar labiologia
y patogeniadel meningococo. El predominio de
cepas NA, evidencia un efecto favorable para el
control delaEM y pudieraexpresar el impacto de
las vacunas sobre el estado de portador. En
regiones donde no se aplican programas
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sistemdticos de vacunacion contraN. meningitidis,
laEM muestraun comportamiento epidemiol 6gico
diferente.®

El porcentgjedelos serogruposW-135,Y y Z,
fuebgjo. Sin embargo, N. meningitidisY y W-135
ocasionan casos esporadicos y brotes en otros
paises.2®34 En la década de los noventa, el
serogrupo Y resulté uno delos agentes etiol 6gicos
principales de EM en EE. UU.;2 y recientemente,
en untrabgjo realizado con unacoleccion de cepas
de portadores aisladas entre 1991-2000, en tres
paises diferentes (Noruega, Grecia, Republica
Checa), €l serogrupo Y se ubicd en €l tercer lugar
de frecuencia.® Cepas de N. meningitidis W-135,
pertenecientes al complejo clonal ET-37 fueron
responsablesde brotes de EM ocurridos en 2000y
2001, vinculados con lavisitadel mundoisamicoa
LaMeca, Arabia Saudita. Sin embargo, un estudio
de portadores realizado durante €l peregringje de
2003, mostré un porcentaje bajo de portadores, €l
predominio de cepasNA y un nimero reducido de
individuos portaron al serogrupo W-135.3 Este
hallazgo, que contrast6 con resultados anteriores,
pudo estar quizasinfluenciado por lainmunizacion
gue exigen actualmente para visitar La Meca, 0
por laadministracién profil &cticade antimicrobianos
a personas que regresan a los paises con una ata
incidenciade EM.

El serotipo 4, asociado frecuentemente al
serogrupo By a subtipo 15 (B:4:P1.15), predomind
en PEE y disminuyd significativamente en PEPE.
El fenotipo B:4:P1.15, principal agente etiol égico
delaepidemiade EM en Cuba,>*%° produjo también
brotes en Europa y América Latina, 181922

A partir deladécadadelos noventa, cepas del
serogrupo B asociadas al sero/subtipo 4:P1.4,
ocasionan una morbilidad y mortalidad elevadas
en Holanda, Australia y Nueva Zelanda.®>*" El
fenotipo B:4:P1.7b,4 perteneciente a complejo
clonal ST-41/ST-44, lingjelll, causaunaepidemia
en Nueva Zelanda (incidencia 17,4/100 000). La
situacion existente motivo el desarrollo de una
vacuna contra la cepa epidémica prevalente;
actualmente seinmunizaalapoblacion deriesgoy
evallan su efecto.¥” Un estudio de portadores
realizado en Nueva Zelanda, entre contactos
familiares de casos clinicos, detectd porcentajes
bajos del serogrupo B (11,3 %). Sus autores
concluyeron quelosresultados obtenidosreflgaron
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la bgja transmision y alta virulencia de la cepa
epidémica.®

En PEPE aument6 el serotipo 15. Su
asociacion con € serogrupo B se hanotificado en
cepas epidemiogénicas de Espafia (B:15:P1.15),®
Noruega(B:15:P1.7,16)**y Chile(B:15:P1.3).* No
obstante, en estetrabgjo, € serotipo 15 seidentificd
principalmente asociado con cepas NA, no
virulentas o de muy bajavirulencia.

Al inicio deladécadade los setenta, Noruega
sefia 6 al fenotipo B:15:P1.7,16 como € principal
agente etioldgico de su epidemia;*y a igual que
Cuba, obtuvo una vacuna a partir de la cepa
prevaente(B:15:P1.7,16). Lavacunaque seaplicd
en escolares de 14-16 afios durante € periodo de
1989-1991, mostré una efectividad de 57,2 %,
produjo una ligera reduccién de portadores entre
losvacunadosy serecomendd paralainmunizacion
de adultos con riesgo ocupacional .*

Aunquee serotipo 14 seobservé solo en PEPE
y con un porcentgje bajo, una investigacion del
Instituto Pasteur con cepas aisladas de portadores
lo ubicd entre los mas frecuentes,” y a partir de
1995, integra el fenotipo B:14:P1.13, asociado
principal mente con casosinvasivosocurridosen e
nordeste de Italia®

En estetrabajo seidentificd el predominio del
inmunatipo L3,7,9. Sin embargo, otros autores
refieren lafrecuente asociacion de este inmunotipo
con cepas aidladas a partir de casos invasivos. Un
estudio realizado con cepas de enfermos y
portadores (todas del complejo ET-5) mostré a
inmunotipo L3,7,9 en 97 % delasmuestrasclinicas.
Mientras que, entre cepas de portadores, el
porcentaje de L3,7,9 descendi6 a43 %y aumentd
el porcentgje de L8.4

Luego de anadlizar los cambios significativos
observados en cepas de PEE y PEPE, estos
pudieran estar intimamente relacionados con la
aplicacion de VA-MENGOC-BC®; la inmu-
nizacion sisteméticay mantenidadesde 1991, logré
el control exitoso delaEM en Cuba. Esde destacar
ladisminucién significativa de la cepa epidémica
(B:4:P1.19,15:L.3,7,9) entre PEPE, laausenciade
N. meningitidis C durante € periodo analizado,
asi como el predominio de cepas no epide-
miogénicas en PEPE. Estos resultados hablan a
favor del impacto gjercido por la vacuna cubana
entre las cepas de portadores y de su proteccion
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de amplio espectro contradiferentes sero/subtipos
del serogrupo B. Ensayos realizados en modelos
animalesy estudiosde anticuerpos bactericidasen
sueros de sujetos inmunizados, demostraron que
VA-MENGOC-BC® brinda proteccién contra
diferentes serotipos/subtipos de N. meningitidis
B, diferentes alos de la cepa CU 385/83, aunque
no igualmente contra todos.>%42 Se debe tener en
cuenta que en Cuba se utilizé un esquema de
vacunacion de 2 dosis, separadas entre 6 y 8
semanas una de la otra; disefiada asi por haberse
generado bgjo lapresién de unaepidemia.® Estudios
recientes han demostrado que los esquemas de 3
dosislogran unamayor eficaciaserol dgica, incluso
frente a cepas heterdlogas.#* Un esquema de 3
dosis y refuerzo, como el empleado para otras
vacunas, pudiera completar el buen trabajo ya
realizado contrala EM en Cuba, |a cua ademés,
tiene la ventaja de haber sido una epidemia
eminentemente clonal, eincluso pudieraimpactar
de manera mas definitiva entre los portadores
sanos.

Se puede concluir que, identificar y conocer
los marcadores epidemiol 4gicos circulantes entre
las cepasde N. meningitidis aisladas de portadores
asintométicosen Cubadurante 20 afios, resultd una
actividad imprescindible y de gran valor para
realizar unamejor interpretaci on epidemiol dgicade
laEM vy posibilité también eval uar indirectamente,
el impacto de VA-MENGOC-BC®. Disponer de
un mejor diagndstico eidentificacion delas cepas
circulantes, proporcionadatosimportantes parael
enfoque de nuevas estrategias de produccién y
mejoramiento de preparados vacunales contra la
EM. La continuacion de trabajos similares y
aplicacion de métodos moleculares, permitira un
mejor conocimiento de la dinamica de las cepas
circulantes, para en caso necesario, valorar
alternativas en la incorporacion de nuevos
antigenos que respondan a las cepas prevalentes.

Characterization of Neisseria meningitidis strains
isolated from carriers in Cuba during 20 years

SUMMARY

The epidemiological markers of Neisseria meningitidis strains
isolated from carriers in Cuba for 20 years (1982-2002) were
investigated. There were identified the serogroups, serotypes,

subtypes and immunotypes of 331 strains corresponding to
2 different stages: epidemic (1982-1992) and postepidemic
(1993-2002). A predominance of serogroup B (67.62 %) and of
non-groupable strains (32.28 %) was observed in the epidemic
stage, whereas the non-groupable strains (79.65 %) and the
serogroup B (17.26 %) (p<0,05) prevailed in the postepidemic
stage. This study is the first and the only one up to now that
investigates Neisseria meningitidis strains isolated from carriers
before and after a national mass campaign of immunization with
VA-MENGOC-BC® (Cuban antimenigococcal vaccine against
the serogroups B and C). The results obtained offered valuable
data to the study, prevention and successful control of the
meningococcal disease in Cuba, as well as to the development
and evaluation of this vaccine.

Key words: Neisseria meningitidis, asymptomatic carriers,
epidemiological markers, phenotypes, antimeningococcal
vaccine.
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