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Resumen

Los estudios de portadores proporcionan datos Utiles para el
seguimiento epidemiolégico de la enfermedad meningocécica. Las
evidencias indican que un aumento del indice de portadores de N.
meningitidis suele preceder y acompafar a brotes y epidemias. Neis-
seria meningitidis es un patégeno humano estricto y muchos casos
invasivos ocurren sin el contacto previo con otros enfermos, luego los
portadores asintomaticos deben ser la principal fuente de infeccién.
Para conocer la prevalencia y dinamica de portadores en estudian-
tes universitarios de una escuela militar de Ciudad de La Habana,
durante un periodo de baja endemicidad (marzo-junio, 1999), se
realiz6 un estudio longitudinal observacional durante cuatro meses,
en 163 alumnos. En todos se tomd, el primer lunes de cada mes,
exudado de la nasofaringe posterior, seglin el método convencional
del hisopado y siembra en medio de cultivo selectivo. Ademas, se
elaboré una encuesta para analizar los posibles factores de riesgo
que favorecen al estado de portador. N. meningitidis se identificé por
técnicas convencionales, los sero/subtipos e inmunotipos se clasifi-
caron por ELISA de células enteras con anticuerpos monoclonales.
Se observé una prevalencia de portadores del 32% y una dinamica
caracterizada por el predominio de portadores persistentes (61%).
Los fenotipos NA:NT:P1.NST:L3.7.9 (25%), NA:NT:13:L3,7,9 (19%)
fueron los mas frecuentes y s6lo el 7.6% resulté B4:P1.15:L3.7.9,
fenotipo causal de la epidemia ocurrida en Cuba. La reduccién del
indice de portadores de la cepa epidémica, asi como la ausencia del
segrupo C, esta relacionada con la inmunizacién masiva realizada en
Cuba con VA-MENGOC-BC,entre 1987-90 y con su incorporacién al
Programa Nacional de Inmunizaciones, desde 1991.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, enfermedad meningo-
cécica, portadores, asintomaticos, prevalencia, dinamica, factores
de riesgo
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Abstract

Carrier studies provide data of extraordinary value
for the epidemiological follow-up of the meningococcal
disease. There are proven relations between the strains
detected in carriers and patients in the same regions
or localities. An increase in the number of carriers
usually precedes and accompanies outbreaks and
epidemics. Taking into account that N. meningitidis
is a strict human pathogen and that many cases occur
without a previous contact with other patients, the
main source of infection should be the asymptomatic
carriers. A longitudinal observational study was made
during 4 months in 163 students in order to find the
prevalence and dynamics of carriers in a university
military school in the City of Havana, during a period
of low incidence of the disease (March-June, 1999).
Nasopharyngeal swabs were taken according to the
conventional method and culture in selected cultu-
re media. Additionally, a survey was elaborated to
analyze the possible risk factors that favour the state
of carriers. N. meningitidis was identified by conven-
tional techniques, sero/subtypes and immunotypes
were classified by ELISA with monoclonal antibodies.
There was a carrier prevalence of 32%, with a dyna-
mic characterized by the predominance of persistent
carriers (61%), phenotypes NA:NT:P1.NST:L3.7.9
(25%), NA:NT:P1.13:L3.7.9 (19%), and only 7.6%
was B4:P1.15:L3.7.9, the phenotype that caused
the epidemic occurred in Cuba. The reduction in the
number of carriers of this epidemic strain, as well as
the absence of serogroup C, is related with the massive
immunization carried out in Cuba with VA-MENGOC-
BC from 1987-90 and later, 1991 it's incorporation
to the National Immunization Program.

Key words: Neisseria meningitidis, meningococcal
disease, asymptomatic carriers, prevalence, dynamics,
risk factors.

Introduccion

Neisseria meningitidis, agente etiolégico de la
enfermedad meningocécica (EM), es un comensal
obligado del hombre, coloniza la mucosa nasofarin-
gea y ocasiona el estado de portador asintomatico. La
mayoria de los individuos colonizados no presentan
manifestaciones clinicas invasivas. No obstante, una
minoria puede desarrollar meningoencefalitis, menin-
gococemia, u otro cuadro clinico™.

Las medidas aplicables para la prevencion y control
de la EM son la quimioprofilaxis e inmunoprofilaxis,
ambas pueden desempefiar un papel importante en el
control de los portadores®?®. Sin embargo, la emergen-
cia de cepas resistentes cifra en la inmunoprofilaxis
la esperanza del control efectivo de esta entidad
clinica®?,
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Los portadores se reconocen desde 1890, el papel
que desempefian y su relacion con los casos clinicos in-
vasivos no esté aln totalmente definido. Sin embargo,
el estudio de los mismos facilita datos de extraordinario
valor para el seguimiento epidemiolégico de la EM.
Existen relaciones probadas entre las cepas aisladas de
enfermos y portadores, asi como un aumento del indice
de portadores en etapas epidémicas y pre-epidémicas,
con su disminucién en periodos inter-epidémicos,
junto a una pérdida de los factores de virulencia de
cepas de portadores aisladas en este etapa™?. Presu-
miblemente, los portadores constituyen el principal
vehiculo de transmision de N. meningitidis, al ser este
microorganismo un patégeno humano estricto y pro-
ducir casos invasivos, sin el antecedente previo de un
contacto con otro enfermo; la fuente de infeccidn, sin
dudas, la constituye el portador asintomatico™?. Este
también puede actuar como un elemento inmunizante,
capaz de generar anticuerpos protectores®**. Conocer
la prevalencia y marcadores epidemiolégicos de cepas
aisladas de portadores permite comprender mejor la
epidemiologia de la EM, hacer una seleccion adecua-
da de los quimioprofilacticos a suministrar entre los
contactos de casos clinicos y puede demostrar también
el efecto de las vacunas disponibles en poblaciones
inmunizadas™*>*.

Durante etapas endémicas, la prevalencia de
portadores fluctla entre el 5-40%", cifra que puede
ser mas elevada en instituciones cerradas, pequefias
comunidades étnicas y contactos de casos clinicos
invasivos™*®. La duracién del estado de portador pue-
de ser crénica, perdurar varios meses, intermitente o
transitoria™.

Debido a la ausencia de una vacuna eficaz contra
N. meningitidis serogrupo B, al comienzo de la epi-
demia de EM en Cuba, y constituir esta enfermedad
el principal problema de salud en la década del 80,
se desarroll6 y evalud, entre 1982-89, la vacuna an-
timeningocécica cubana contra los serogrupos By C
(VA-MENGOC-BC). En 1989 se realizd una campafia
de vacunacion a la poblacién de tres meses a 24
afios; en 1991, se incorporé al Programa Nacional de
Inmunizacién (PNI) y a partir de esa fecha, todos los
lactantes reciben dos dosis (a los tres y cinco meses de
edad)®. La amplia cobertura alcanzada jugé un papel
decisivo en la reduccién y control de la epidemia de
Cuba®’®; actualmente, sélo se notifican casos aislados
(incidencia 0.3/100 000 habitantes). Después de 13
afios de la incorporacion de VA-MENGOC-BCal PNI,
resulta de gran interés realizar estudios de portadores
en diferentes grupos de riesgo. Este trabajo se realizé
con el objetivo de conocer la prevalenciay dinamica de
la portacién de N. meningitidis, los factores de riesgo
asociados y los fenotipos mas frecuentes en estudian-
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tes universitarios de una escuela militar, vacunados
con VA-MENGOC-BC.

Pacientes, materiales y métodos

Se realizd un estudio longitudinal observacional
de portadores de N. meningitidis durante los meses
de marzo, abril, mayo y junio del afio 1999, previa
aprobacién del Comité de Etica del Instituto Finlay y
el consentimiento informado de los participantes. Su
disefio y ejecucién cumplié con los principios éticos
para las investigaciones médicas en los seres humanos,
contenidos en la Declaracién de Helsinki de la Asocia-
ciéon Médica Mundial, con los enunciados aprobados
en la 52* Asamblea General celebrada en Edimburgo,
Escocia, en octubre del 2000

De los 285 estudiantes universitarios, matricula-
dos en una escuela militar de Ciudad de La Habana
y con edades comprendidas entre 17-22 afios, 163
cumplieron con los criterios de inclusién: voluntarie-
dad, permanencia en la institucién durante toda la
investigacion y no estar bajo tratamiento con antimi-
crobianos, inmunosupresores, u otros medicamentos
que pudieran interferir con los resultados del estudio,
siete dias antes de tomar la muestra.

Definicién operacional de las variables estudiadas

Para cumplimentar los objetivos del trabajo respec-
to a los factores de riesgo o variables que influyen sobre
el estado de portador, todos los estudiantes Ilenaron
una encuesta. Se utilizaron las siguientes definiciones
operacionales:

1. Estado de portador

Portador ocasional: Alumno con un sélo aislamien-
to de N. meningitidis en los cuatro meses; portador
intermitente: Alumno con dos aislamientos de N. me-
ningitidis en los cuatro meses y portador persistente:
Alumno con aislamiento de N. meningitidis en tres &
cuatro de los meses investigados.

2. Habito de fumar

Fumador: Alumno que consumia cualquier cantidad
de cigarrillos al dia; no fumador: Alumno sin exposicién
activa al cigarro; fumador pasivo: Alumno que convivia
con al menos un fumador.

3. Hacinamiento

Para los alumnos internos: Si en el dormitorio, la
distancia entre literas era menor a un metro y para
los externos: Si compartian el dormitorio con mas de
dos personas.

4. Infeccion respiratoria aguda reciente (IRAR):
Alumno con sintomas respiratorios un mes anterior a la
toma de muestra y que remitieron espontaneamente.

5. Consumo de bebidas alcohélicas

Abstinente total: Alumno que nunca consumia be-
bidas alcohdlicas; bebedor excepcional: Alumno que

consumia bebidas alcohélicas en cantidades limitadas
y situaciones especiales; bebedor social: Alumno que
consumia bebidas alcohdlicas sin transgredir las formas
sociales; alcohélico: Alumno dependiente o adicto a las
bebidas alcohdlicas y que mostraba una forma acumulati-
va de conductas asociadas al consumo de las mismas.

Amigdalectomia: Alumno con extirpacién quirdrgica
de las amigdalas.

Exudado nasofaringeo

Se realiz6 exudado de la nasofaringe posterior con
hisopo de algodén estéril. Inmediatamente, éste se
sembr6 en placas de Agar Mueller Hinton (Merck)
con suero fetal bovino al 5% (Hyclone) y suplemento
inhibidor VCN (bioMérieux), compuesto por: vanco-
micina (3 pg/mL), colistina (750 pg/mL) y nistatina
(150 pg/mL). En un lapso de tiempo no mayor a las
dos horas, las placas inoculadas se trasladaron al La-
boratorio de Microbiologia del Instituto Finlay, donde
se estriaron e incubaron a 37°C y atmésfera hiumeda
con un 5-10% de CO,. La lectura se realizd a las 24 y
48 horas de incubacion. Se hizo exudado nasofaringeo
a 163 estudiantes; a cada uno se les tom6 un cultivo
el primer lunes de cada mes, durante los meses de
marzo, abril, mayo, junio de 1999. Se realizaron y
procesaron un total de 652 muestras.

Identificacion y caracterizacion de las cepas de N.
meningitidis

A partir de cada exudado, se aislaron las colonias
con caracteristicas culturales similares a N. meningi-
tidis y se identific6 género y especie, segln los méto-
dos convencionales"?. El seroagrupamiento se realizd
por aglutinacién en ldamina con antisueros serogrupo
especificos: A, B, C, X, Y, Z, y W135 (Difco)"?. Poste-
riormente, para la identificacion de serotipos, subtipos
e inmunotipos, se empled un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) de células enteras con anticuerpos mono-
clonales (AcM)®. Para el sero/subtipaje se disponia
del paquete comercial del RIVM (Instituto Nacional
de Investigaciones para el Hombre y el Ambiente de
Holanda), con 6 AcM de serotipoy 13 de subtipos. En
el inmunotipaje, se emplearon los AcM: L3,7,9; L8 y
L10, producidos por el NIBSC (Instituto Nacional para
el Control Biolégico y Estandares del Reino Unido).

Anadlisis estadistico

En el analisis estadistico se aplicé: El test Chi-
cuadrado, para evaluar de forma aislada el impacto
de cada supuesto factor de riesgo; estimacién por
intervalos de confianza para proporciones, segun el
método aproximado de Wilson; y regresion logistica,
para analizar los posibles factores de riesgo de manera
conjunta.
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Tabla 1. Prevalencia de portadores de N. meningitidis en 163 estudiantes, segin el nimero de casos
positivos y porcentajes detectados, en cada uno de los meses investigados

Meses Alun_1nos N.P:rgsi(:r(]gr;?dis Intervalo de Confianza
Muestreados Investigados

No % LI LS
Marzo 163 44 26.99 20.76668 34.28046
Abril 163 44 26.99 20.76668 34.28046
Mayo 163 32 19.63 14.26344 26.39879
Junio 163 33 20.24 14.79483 27.06615

Leyenda: LI = Limite inferior; LS = Limite superior

Resultados

Entre los 163 individuos investigados cada mes, el
32% resulté ser portador de N. meningitidis, porcentaje
que incluyé a todos los estudiantes en los cuales se aislé
e identificé este microorganismo. De los 44 alumnos
que cursaban el primer afio académico, el 41% (IC
95%:27.7%-55.6%) fueron portadores. Mientras que,
en los 119 estudiantes del tercer afo, sélo el 28% (IC
95%:21.2%-37.3%) mostr6 dicha condicion.

Al analizar la dinamica del estado de portador du-
rante los cuatro meses investigados (tabla 1), los por-
centajes de prevalencia resultaron similares. EI mayor
numero se detect6 en los meses de marzo y abril (44
estudiantes). Mientras que, en mayo y junio, existi6
una ligera disminucion del niumero de portadores de N.
meningitidis (32 y 33 estudiantes), respectivamente.
Sin embargo, esta diferencia no resulté estadistica-
mente significativa.

B Portador Persistente
O Portador Intermitente
O Portador Ocasional

Figura 1. Dinamica del estado de portador de N.
meningitidis en los 163 estudiantes investigados
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Al analizar la dinamica del estado de portador, del
total de estudiantes identificados como portadores de
N. meningitidis, el 90.4% mantuvo esta condicién por
mas de una ocasion (IC 95%:79.4%-95.9%), es decir,
practicamente mantuvieron esta condiciéon durante
todo el periodo investigado.

Segln la dinamica del estado de portador (figura
1), predominaron los portadores persistentes (61%),
mientras que los intermitentes (29%) y ocasionales
(10%) se identificaron en un porcentaje menor.

Los marcadores epidemiolégicos se muestran en
la tabla 2. Predominaron las cepas no agrupables
(79%), no tipables (79%), no subtipables (36%) y el
inmunotipo L3,7,9 (94%), con una mayor diversidad
entre los subtipos identificados.

Las asociaciones fenotipicas fueron diversas (tabla
3), prevalecieron las cepas NA:NT:P1.NST:L3,7,9
(25%), NA:NT:P1.13:L3,7,9 (19.2%) y las B:4:
P1.15:L3,7,9 (7.6%). El resto, mostré porcentajes
inferiores.

Tomando en cuenta la dindmica del estado de
portador y la distribucién fenotipica, las cepas NA:
NT:P1.NST:L3,7,9 y NA:NT:P1.13:L3,7,9 fueron
las mas frecuentes entre los portadores persistentes,
intermitentes y ocasionales. Sin embargo, el fenotipo
B:4:P1.15:L3,7,9 no se aisl6 en los portadores oca-
sionales (tabla 3).

En ninguno de los pardmetros analizados como
posibles factores de riesgo para el estado de portador
de N. meningitidis (habito de fumar, consumo de be-
bidas alcohélicas, hacinamiento, antecedente de IRA'y
amigdalectomia) se demostré una asociacién estadisti-
camente significativa (P > 0.05) (tabla 4). Resultados
similares se obtuvieron al asociar la dinamica del estado
de portador con los factores de riesgo investigados.

Discusién
Se detecté una prevalencia de portadores de N.
meningitidis similar a la descrita en poblaciones mili-
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Tahla 2. Marcadores fenotipicos entre las
cepas de N. meningitidis aisladas

m;‘;?pdi(;;? Clasificacion | N° aislamientos %
NA 41 79
Serogrupos B 9 17
W135 2 4
Total: 52 Total: 100
NT 41 79
15 5 10
Serotipos 4 4 8
14 2 4
Total: 52 Total: 100
P1.NST 19 36
P1.13 11 21
P1.15 9 17
P1.6 4 8
Subtipos P1.7 3 6
P1.4 2 4
P1.5 1 2
P1.12 3 6
Total: 52 Total: 100
L3,7,9 49 94
Inmunotipos NIT 2 4
L10 1 2
Total: 52 Total: 100

Leyenaa: NA = No agrupable; NT = No tipable; NST = No subtipable y
NIT = No inmunotipable

tares de otros paises'#'*!¥_ Sin embargo, estudios de
portadores realizados anteriormente en Cuba notifica-
ron porcentajes mas bajos. Esos trabajos se ejecutaron
en grupos donde las cifras de portadores suelen ser
inferiores y ninguno correspondié a una poblacién con
caracteristicas similares a la nuestra®. Al estar estos
estudiantes militares sometidos a condiciones de vida
que propician una mayor interaccién social (maniobras
militares, acampadas, movilizaciones, entre otras), se
incrementa la transmision de N. meningitidis entre
los mismos.

El porcentaje de portadores coincide también con
el descrito en personas cuya edad oscila entre 15-24
afios, grupo donde sefialan las cifras mas elevadas
(24-37%)*>*%”_ Sin embargo, los nifios pequefios y
adultos mayores de 24 afios muestran tasas inferiores
al 10%"®. Estudios de portadores realizados en Cuba,
en nifios de un circulo infantil y una escuela primaria
de Ciudad de La Habana, sefialan porcentajes del

4.3y 6.9%, respectivamente®®'?,

En individuos que ingresan por primera vez a la uni-
versidad o unidades militares, se notifica un ascenso
rapido del nimero de portadores®. Este incremento
se presenta durante el primer mes del curso acadé-
mico y principalmente sucede en la primera semana
de clases®®. Aunque nuestro trabajo no se realizé al
inicio del curso académico, el nimero de portadores
entre los alumnos del primer afio superé la cifra detec-
tada en los del tercer afio (grupo mayoritario en este
estudio). La diferencia entre ambos grupos pudo estar
favorecida por los cambios de vida que enfrentan los
jévenes al iniciar estudios superiores o al incorporarse
a un régimen militar.

En nuestro estudio, la mayoria de los portadores
pertenecieron a la clasificacion de persistente, es
decir, mantuvieron esta condicion durante el periodo
investigado. La duracién del estado de portador de
N. meningitidis no esta totalmente definida. Algunos
estiman que puede variar entre 1-12 meses y mostrar
diferencias segln los serogrupos circulantes®. En euro-
peos y americanos la duracién media del estado de por-
tador se estim6 entre 9-10 meses®?'??, en nigerianos
resulté de 3 meses® y entre alemanes adolescentes el
promedio fue de 10 semanas®®. En portadores de N.
meningitidis A, se describen altas tasas de adquisicion
y una corta permanencia de este serogrupo en la naso-
faringe®. Mientras que en portadores del serogrupo B
sefialan bajas tasas de adquisicion y una permanencia
mayor de 12 meses, discrepancia quizas influenciada
por la diferencia existente en el poder inmunizante de
ambos serogrupos®**?,

En reclutas que iniciaron su vida militar en Di-
namarca, después de transcurrir los tres primeros
meses de convivencia, observaron variaciones en la
deteccién de portadores ya desde el primer mes de
su incorporacién al campamento militar, el 20% de
los no-portadores adquirieron la condicién de portador
asintomatico®®.

La técnica del hisopado de la nasofaringe y los
métodos de laboratorio empleados pueden influir en
la tasa e intermitencia de los portadores. Los estudios
puntuales no aportan datos acerca del tiempo de por-
tacién, mientras que los hisopados repetidos en un
mismo individuo dan idea de su persistencia, sin estar
exentos de dificultades en cuanto al disefio e interpre-
tacion®?”. Para algunos, la sensibilidad del cultivo de
la nasofaringe, empleando el método convencional
del hisopado y siembra en un medio selectivo, oscila
entre el 60-83%"“®. Otros consideran que el método
convencional subestima la cantidad de portadores a
identificar, recomendando la incorporacién de otros
métodos que posibiliten mayores porcentajes de de-
teccion®?7?%,
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Tabla 3. Asociaciones fenotipicas de cepas

de N. meningitidis, segin la dinamica del estado de portador

tica a lactantes desde 1991, como
parte del PNI, logré el control exi-

toso de la EM en Cuba®”. Desde

oty | o | ot | hace varios anos I incidencia s
muy baja y sélo se notifican ca-
No %o No %o No. %o sos aislados®. El predominio de
NA:NT:P1.NST:L:3,7,9 9 28.1 3 20 2 40 cepas NA sugiere que el efecto
NA:NT:P1:13:L3,7,9 6 18.7 3 20 1 20 ejercido por VA-MENGOC-BC
B:4:P1.15:.3,7.,9 3 94 1 6.6 0 0 pudo contribuir a la pérdida de
NANTP1.12:3.7.9 9 6.25 0 0 1 20 los atr|b'utos de V|rul.enc.|a en las
— cepas circulantes, ejerciendo un
NA15:P1.6:L.3,7.9 2 6.25 2 13.3 0 0 efecto favorable en el control de
B:NT:P1.15:L3,7,9 0 0 1 6.6 0 0 la EMY1830  En este trabajoy sblo
W135:NT:P1.NST:L3,7,9 0 0 2 13.3 0 0 un reducido nimero de cepas cor-
NA:15:P1.6L:3,7.9 0 0 0 0 0 0 respondidé al fenotipo epidémico
NA:NT:P1.70:3,7,9 1 3.1 1 6.6 0 0 (B:4:P1.15:L.3,7,9).
NA:NT:P1.15:L:3,7,9 2 6.25 1 6.6 0 0 No se detect6 al serogrupo
Sl it AL : : C, ni tampoco lo sefialan otros
BINT:P1.4:L3,7.9 1 3.1 0 0 0 0 estudios realizados en Cuba du-
NA:15:P1.NST.L3,7,9 0 0 1 6.6 0 0 rante este periodo endémico. Su
NA:NT:P1.4:L3,7,9 1 3.1 0 0 0 0 ausencia debe estar vinculada con
NA:14:P1.7:.3,7,9 1 3.1 0 0 0 0 la aplicacion de VA-MENGOC-BC;
NA:NT:P1.NST:L10 0 0 0 0 0 0 suadministracion pudo contribuir
— , a eliminar la circulacion del sero-
NA:NT:P1.NST:NIT 1 3.1 0 0 1 20 grupo C, en enfermos y portado-
B:NT:P1.14:L3.7.9 1 3.1 0 0 0 0 res1®1930310  Fsto no se Consiguic’)
NA:14:P1.NSTL3,7,9 1 3.1 0 0 0 0 después de la inmunizacion con la
B:NT:P1.13:L 3,79 1 3.1 0 0 0 vacuna A +C de polisacéridos.
NAINT: P1.5:L37,9 0 0 0 0 0 dESt“dioi de p‘?rtad%rest,:fa”'
zados en otros pafses identifican
Total 32 100 15 100 5 100 P .
a las cepas NA entre las mas fre-

Leyenda: NA = No agrupable; NT = No tipable; NST = No subtipable y NIT = No inmunotipable

La caracterizacién fenotipica sobre la base de
los marcadores epidemiolégicos de N. meningitidis
resulta fundamental para investigar cepas de enfer-
mos y portadores?. Este trabajo mostré un franco
predominio de cepas NA, diferente al observado en
cepas de portadores aisladas en Cuba durante la etapa
epidémica®3v,

La heterogeneidad y variabilidad entre las cepas ais-
ladas corresponden con lo descrito por otros investiga-
dores™*_Por haber realizado este trabajo, en la etapa
posterior a la aplicacién masiva de VA-MENGOC-BC
y en una etapa de baja endemicidad, el fenotipo B:4:
P1.15:L3,7,9 se constatd en un nimero reducido de
estudiantes; cepas B:4:P1.15:L.3,7,9 y pertenecientes
al complejo clonal ET-5, resultaron el principal agente
etiolégico de la epidemia ocurrida en Cuba durante la
década del 80®83132,

La efectividad de VA-MENGOC-BC, junto a la alta
cobertura nacional alcanzada y su aplicacion sistema-
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cuentes. La mayoria se comportan
probablemente como comensales
del tracto respiratorio superior y
no expresan polisacarido capsu-
lar (PC)"®. Debido a que la invasion en un huésped
inmunocompetente depende de la expresién del PC,
particularmente de los serogrupos: A, B o C, las cepas
que no expresan PC (o expresan otros) poseen limitado
potencial patogénico. Esto probablemente reporta un
beneficio, propiciando un efecto de refuerzo al sistema
inmune a través de la expresiéon de otras estructuras
inmunoldgicas de superficie®. Ademas, el alto grado
de diversidad genética de las poblaciones de N. me-
ningitidis se atribuye a su capacidad para expresar
nuevos genotipos a través del proceso de recombina-
cion genética“®'®*¥, En investigaciones realizadas en
Cuba, el predominio de cepas NA resulté mayor en los
trabajos de portadores realizados en la etapa posterior
a la inmunizacién masiva con la vacuna antimeningo-
cécica cubana™®oh,

El serogrupo W135 se identific6 en un namero
reducido de alumnos. Sin embargo, actualmente, se
notifica como agente etiolégico frecuente de EM en
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Tabla 4. Factores de riesgo y su relacidn con la condicion del estado de portador de N. meningitidis,

segun los métodos estadisticos aplicados

Port No Port 2 RL
Factor de Riesgo ortador 0 Portador Total X
N° % N° % p p
Fumador 17 36.16 30 63.83 47
No fumador 35 30.17 81 69.85 116 0.58 03262
Fumador pasivo 27 30.68 61 69.3 88
. 71
No fumador pasivo 25 33.3 50 66.6 75 085 0.7136
Hacinamiento 32 36 57 64 89
No-hacinamiento 20 27 54 73 74 029 02778
Presencia de IRAR 40 36 71 64 111
Ausencia de IRAR 12 23 40 77 52 014 01799
Consumo bebidas alcohdlicas 6 30 14 70 20 0.95 0.941
No consumo bebidas alcohdlicas 46 32.2 97 67.8 143 ' '
Amigdalectomi . 1. 1
mlgdg ectomia , 5 38.5 8 61.5 3 0.82 0.542
No amigdalectomia 47 31.3 103 68.7 150

Leyenda x* = Chi cuadrado,; RL = Regresion logistica; IRAR = Infeccion respiratoria aguda reciente

varios paises, vinculado fundamentalmente con la
peregrinacion de los musulmanes a la Meca. Debido
al mayor intercambio y convenios de colaboracién
existentes entre las diversas regiones del mundo, se
recomienda estar atento a su circulacién, con vistas a
tomar las medidas pertinentes y controlar la aparicién
de brotes y epidemias®®.

Se identificaron también los serotipos 4, 15y 14,
aunque con cifras muy inferiores a las cepas NT. Sin
embargo, la asociacion del serotipo 4 con el serogrupo
B ha sido muy frecuente en Cuba entre cepas invasivas
aisladas en la etapa epidémicay post-epidémica®?'32,
En Espafia y Francia, el serotipo 4 se asocia frecuen-
temente a cepas del serogrupo B®*®, A diferencia de
la poca variabilidad detectada entre los serogrupos y
serotipos de las cepas identificadas en este trabajo,
los subtipos mostraron una gran diversidad, similar a
la descrita en otros trabajos realizados en Cuba®’ y
otros paises®®.

El nimero de cepas no inmunotipables (NIT) fue
bajo. Algunos autores coinciden en sefialar a los inmu-
notipos L8, L3,7,9 y L1, entre los méas frecuentes®”
Otros estudios llevados a cabo en Cuba sefialan al
inmunotipo L3,7,9 como uno de los habituales tanto
en enfermos como en portadores!!®!%3031,

Tomando en cuenta el andlisis de las variables que
influyen sobre el estado de portador, se conoce que,
entre los fumadores activos y pasivos, se incrementa
de forma significativa la colonizaciéon nasofaringea
por N. meningitidis. EI habito de fumar disminuye
los niveles de IgA en la saliva, afecta la flora bucal,

e interfiere con la accion ciliar de las células de la
mucosa respiratoria, reduciendo asi las defensas
locales frente a los gérmenes patdgenos®'72¢3¥ . |os
estudiantes incluidos en este trabajo no clasificaron
como fumadores moderados, ni severos, grupos donde
se describen las mayores posibilidades de colonizacién
por N. meningitidis®®®.

Aunque, en nuestro estudio no se evidencid, el ha-
cinamiento se asocia con un aumento de portadores y
la ocurrencia de brotes de EM, sobre todo en aquellos
individuos que conviven en unidades militares, es-
cuelas con régimen de internado, prisiones y comu-
nidades cerradas o semicerradas"?. El hacinamiento
que frecuentemente existe en las unidades militares
aumenta la posibilidad del contacto con las secrecio-
nes salivales de los portadores sanos, y por tanto, la
posibilidad de colonizacién por N. meningitidis resulta
mayor(1,5,36,38).

No existi6 relacion entre la IRAR y el estado de
portador, aunque algunos trabajos muestran resulta-
dos significativos cuando asocian la prevalencia de
portadores con el antecedente de haber padecido una
infeccion respiratoria aguda de etiologia viral®*.

Todas aquellas circunstancias que depriman al
sistema inmune, tales como la malnutricién y el al-
coholismo, entre otras, aumentan la susceptibilidad
del huésped a la invasion por N. meningitidis, y a su
vez, limitan la duraciéon y extension de la respuesta
inmunolégica frente a los determinantes antigénicos
del microorganismo2°%*®_E| no existir diferencias sig-
nificativas entre portadores y el consumo de bebidas
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alcohélicas pudo deberse a que la mayoria de los
estudiantes investigados pertenecieron al grupo de
no consumidores de alcohol.

Tampoco fue significativo el antecedente de
amigdalectomia y el estado de portador. Algunos
investigadores han observado que en individuos con
extirpacion quirdrgica de las amigdalas aumenté la
colonizacion por N. meningitidis en los primeros
tres meses posteriores a esta medida terapéutica.
Comportamiento quizas relacionado con una dis-
minucién transitoria de la IgA, después de una
amigdalectomia®*?,

Si bien actualmente se conocen muchos
aspectos de los portadores asintomaticos de N.
meningitidis, existen adn interrogantes. El desar-
rollo de técnicas moleculares y la realizacién de
estudios que paralelamente analicen las cepas
de enfermos y portadores, asi como su virulencia,
constituiran en el futuro herramientas basicas para
comprender mejor la epidemiologia de la EM y po-
ner en marcha medidas Utiles para su control®. La
incorporacién de los nuevos métodos moleculares
aportara mayor informacién sobre la genética y
relacion bioldgica existente entre las poblaciones
de N. meningitidis.
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Caracterizacion fenotipica de cepas invasivas de Neisseria meningitidis
aisladas en Cuba durante 20 anos

Isabel Martinez, Gustavo Sierra, Niury Nuifiez, Luis Izquierdo, Yanet Climen, Mayelin Mirabal.

Instituto Finlay. Centro de Investigacion-Produccion de Vacunas. Ave.27 No. 19805. La Lisa. A.P. 16017, C.P.11600,
Ciudad de La Habana, Cuba. E-mail: isabelm.motas@infomed.sld.cu; isamartinez@finlay.edu.cu

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%), solo 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.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, enfermedad meningocécica, enfermos, marcadores epidemiologicos, fenotipos, vacuna

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
epidemioldgicos (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 polisacarido capsular
(PC), permitieron la clasificacion 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 informacion 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 constituy6 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 antimeningococica A-C, en toda la poblacion de
3 meses-19 afios, intervencion que disminuyo6 los casos del serogrupo
C. Sin embargo, N. meningitidis B, ascendio vertiginosamente y la
EM se convirtidé en el principal problema de salud de Cuba. Se
demostré 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 situacion
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 prucba 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

invasivos

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.

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 incluyod 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 epidemioldgico 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 incluyé 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. Distribucion y niimero 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: Predominé 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 prevalecio 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 numero 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; ~ 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:P1.19:1.3,7,9,8
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:P1.19.15:1L3.7.9 (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 (condiciéon 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, sefialandose
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 observo en mas del 90% de las
cepas invasivas de la década del 80 y prevalecié 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
sefiald en el 100% de las cepas invasivas recibidas en el IPK, entre
1993-1999 (27).

El serogrupo C se observo en un nimero reducido de EEE, resultado
que pudo estar influenciado por la campaifia de inmunizaciéon 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 inmunizaciéon masiva con
A-C prevalecio 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 incorporacién 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 campaifias 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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Espaia (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 sufri6é 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 etiolégico 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 aislo en un
namero 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 nimero 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 convirtio 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, de
serotipificacion e respectivamente, lo que
contribuye de tendencias
epidemiolégicas de la EM (3,4). Nuestro trabajo detectd similitud

PorB) y LOS, permiten estudios
inmunotipificacion,
a mejorar el conocimiento las
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, sefialan otros fenotipos como maés
frecuentes (8, 17, 34). Desde 1991, Nueva Zelanda notificod el
ascenso de casos producidos por cepas

B:4:P1.7b,4. Al serotipo 4 correspondio el 73% de las cepas

clinicos invasivos
identificadas entre 1989-99 y actualmente, evalan 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 sefialo al
fenotipo B:15:P1.7,16, como el principal agente etiologico 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 inmunizacion de
adultos con riesgo ocupacional (35).

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 torn6 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
identificoé 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 inmunizacion 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, origind 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 consiguid eliminacion, sin embargo,
paralelamente se incremento 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 aplicé 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, corrobord entre 1999-2001, el
predominio de los serogrupos B (75%) y C (24%) (45), pero en la
etapa del 2002-2003, este ultimo se elevo al 42,5%, sefialando la

su
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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 aplicacion sistematica y mantenida de VA-MENGOC-
BC®, redujo el numero de casos; actualmente s6lo se notifican casos
aislados (0.3/100 000 habitantes) (13, 14).

Nuestro trabajo detectd 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 proteccién 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
aun 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 clasificacion antigénica
clasica, han permitido la asignacion 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 ain 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
incorporacion de nuevos métodos de caracterizacion, ofrecera 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 permitird 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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Caracterizacion de cepas de Neisseria meningitidis aisladas
de portadores en Cuba durante 20 afnos

Dra. Isabel MartinezMotas, Dr. Gustavo Serra Gonzalez,? Lic. Niury NUfiez Gutiérrez,2Lic. Luis|zquierdo Pérez,*

Lic. Yanet Climent Ruiz® y Lic. Mayelin Mirabal Sosa®

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.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, enfermedad meningocécica, portadores asintomaticos, marcadores epidemiol 6gicos,

fenotipos, vacuna antimeningocdcica

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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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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Respuesta de anticuerpos inducidos por la vacuna antimeningocdcica
cubana VA-MENGOC-BC?® frente a la cepa de Neisseria meningitidis
B:4:P1.19,15 en adolescentes después de 12 afios de inmunizados
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Se estudio la respuesta de anticuerpos inducida por la vacuna antimeningocdcica cubana VA-MENGOC-BC®™ contra la cepa de
Neisseria meningitidis B:4:P1.19,15 mediante el Ensayo Bactericida del Suero (EBS) y ELISA de tipo indirecto, para medir
anticuerpos contra vesiculas de membrana externa (VME) de N. meningitidis B a 184 adolescentes de un politécnico de Ciego de Avila
que fueron inmunizados en campaiias masivas 12 afios antes. Se realizaron extracciones de sangre antes de aplicar la primera dosis (Ty),
4 semanas después de ésta (T;) y 4 semanas después de la segunda dosis (T,). Transcurridos 12 afios de esta vacunacion el 42% de los
adolescentes presentd titulos bactericidas > 1:4 frente a la cepa homoéloga (B:4:P1.19,15) y el 98% mostré anticuerpos detectables
contra las VME. En el EBS; el porcentaje de seroconversion Ty, T, fue del 57% y T2,Ty del 60%. Mediante ELISA la seroconversion
fue del 59% y 54%, respectivamente, por lo que se demostré que la aplicacion de una sola dosis después de 12 afios indujo una
respuesta inmune importante que puede sugerir una respuesta anamnésica.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, enfermedad meningocoécica, ensayo bactericida del suero, ELISA, memoria inmunologica,

vacunas

Introduccion

Neisseria meningitidis, microorganismo gramnegativo capaz de
causar meningitidis y septicemia, a veces con shock séptico,
constituye el agente etiologico de la enfermedad meningocécica
(EM), entidad que se reconoce ain como una importante causa de
morbimortalidad elevada en diferentes regiones del mundo (1, 2, 3).
Entre los serogrupos de N. meningitidis reconocidos el A, By C son
los responsables del mayor nimero de casos de EM notificados en el
mundo. Sin embargo, en los ultimos afios se ha asistido a un
aumento creciente de los serogrupos Y y W135, en determinadas
zonas geograficas (2, 4).

La quimioproflaxis e inmunoprofilaxis son las dos estrategias
principales empleadas para evitar los casos clinicos de EM,
constituyendo la ltima de ellas el medio por excelencia para lograr
este proposito (5). Debido a la carencia de una vacuna eficaz contra
N. meningitidis B en el mundo y constituir la EM el principal
problema de salud en Cuba durante la década del 80, entre los afios
1982-1988, se desarrolld en pais
antimeningocécica contra los serogrupos de N. meningitidis B 'y C
(VA-MENGOC-BC®) (6). En 1989 se registr6 y comenzd su
aplicacion en Cuba en forma de campaia; en 1991 se incorporo al
Programa Nacional de Inmunizacion (PNI) y a partir de ese
momento se aplica a toda la poblacion infantil al cumplir los tres
meses de edad (primera dosis) y a los 5 meses (segunda dosis) (7).

nuestro una vacuna

Se han realizado varios estudios para evaluar la respuesta inmune en
personas vacunadas con VA-MENGOC-BC® 8, 9, 10, 11, 12)
a través de las técnicas convencionales establecidas para dicho
propdsito (13). Sin embargo, existen pocas investigaciones que
reflejan la respuesta anamnésica a esta vacuna (14). El Ensayo
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Bactericida del Suero (EBS) estd considerado como la “prueba de
oro” para realizar los estudios de eficacia de las vacunas
antimeningocdcicas (15, 16), teniendo en cuenta que la presencia de
anticuerpos bactericidas en el suero estéd relacionada con la aparicion
de la EM (17).

Para estudiar la respuesta inmune a VA-MENGOC-BC® para esta
investigacion se selecciond6 a un grupo de adolescentes
pertenecientes a un politécnico de oficios de la provincia de Ciego
de Avila, una de las de mayor incidencia durante la epidemia de la
EM en Cuba. Los alumnos que participaron en este estudio fueron
inmunizados 12 afios antes.

Este estudio se realiz6 con el objetivo de evaluar la respuesta inmune
que incluyé la memoria inmunoldgica, inducida por VA-MENGOC-
BC® en estos adolescentes, luego de aplicarles dos dosis de la
vacuna cubana, transcurridos 12 afios de haber recibido la

primovacunacion.
Materiales y Métodos

Diseiio del trabajo

Se realiz6 un estudio no controlado, prospectivo, abierto para la
evaluacion de la inmunogenicidad de VA-MENGOC-BC®.

Caracteristicas de la poblacién estudiada

De un universo total de 523 adolescentes que estudiaban en un
politécnico de oficios de la provincia de Ciego de Avila, se
selecciono al azar la tercera parte de los alumnos de cada grupo. Para
esta seleccion se tomd en cuenta que estos pertenecieran a los
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mismos dormitorios y como los grupos no tenian un tamafio
homogéneo, la muestra seleccionada fue de 184 estudiantes sanos,
con edades comprendidas entre 15-18 afios, inmunizados con VA-
MENGOC-BC® 12 afios antes de realizar este estudio. Previo a su
ejecucion, se tuvieron en cuenta las exigencias bioéticas regulatorias
nacionales e internacionales.

Esquema de vacunacion

Se aplicé la vacuna antimeningocdcica cubana (VA-MENGOC-
BC®), siguiendo el esquema de inmunizacion establecido para este
producto: dos dosis de 0,5 mL por via intramuscular, con un
intervalo de ocho semanas entre ambas dosis (6,7).

Secuencia de la toma de muestras de sangre

Mediante el uso de jeringuillas estériles desechables de 10 mL, se
realizaron tres extracciones de sangre por via intravenosa: antes de
aplicar la primera dosis (T), 4 semanas después de ésta (T) y 4
semanas después de la segunda dosis (T,). Todas las muestras de
sangre se centrifugaron para la obtencion del suero y éste se
conservo en el Instituto Finlay a —20 °C hasta la realizacion del EBS
y el ELISA.

Cepa de N. meningitidis utilizada en el EBS

Se empled la cepa homologa de N. meningitidis B:4:P1.19,15
(CU385/83), perteneciente a la coleccion de cultivos del Instituto
Finlay.

Determinacion de la respuesta inmune

EBS: Se aplico el procedimiento descrito por Sotolongo y
colaboradores (13), siguiendo la metodologia del Centro para el
Control de Enfermedades (CDC), Atlanta, Estados Unidos (18).

Determinacion de anticuerpos contra vesiculas de membrana
externa de N. meningitidis B (VME B)

Se realiz6 mediante un ELISA de tipo indirecto, segun el método
desarrollado por Ferriol y colaboradores (19). Los resultados se
expresaron en unidades de IgG por mililitro (U/mL), usando como
referencia sueros estandares de anticuerpos IgG contra la VME B.
Las muestras con valores de concentracion por debajo del limite de
deteccion (700 U/mL) se reportaron como la mitad de este valor
(350 U/mL).

Analisis estadistico

Se calculé la media geométrica (MG) y los intervalos de confianza al
95% (IC 95%), después de la transformacion logaritmica de los
valores de anticuerpos obtenidos en los tiempos estudiados. Se
empled el analisis de varianza para comparar la MG entre los grupos
y la prueba exacta de Fisher para evaluar la diferencia entre los
porcentajes de seroconversion. La seroconversion se definié como el
aumento del titulo inicial en 4 o mas diluciones (= 1:4) de la
respuesta inducida por la vacunacion con respecto a la basal
existente antes de inmunizar. La significacion estadistica para la
comprobacién o no de la hipdtesis fue una p < 0,05.
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Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados de la actividad bactericida del
suero medida por EBS, contra la cepa homoéloga de N. meningitidis
B:4:P1.19,15 y la concentracion de anticuerpos medidos por ELISA,
frente a las VME. Doce afios después de la inmunizacion con VA-
MENGOC-BC®, el 42% de los adolescentes present6 titulos de
anticuerpos bactericidas > 1:4 frente a la cepa homoéloga y el 98%
mostré6 una concentracion de anticuerpos detectables contra las
VME.

Tabla 1. Actividad bactericida en el suero y concentracién de
anticuerpos contra N. meningitidis B:4:P1.19,15 en adolescentes
vacunados con VA-MENGOC-BC® 12 aiios antes. Ciego de
Avila, 2000

Ensayo No MG IC >NC %
EBS 184 4 3-5 78 42
ELISA 183 3158 2778-3590 179 98

Leyenda: MG = Media Geométrica; IC = Intervalo de Confianza al 95%;
NC = Nivel de Corte. Para EBS titulos >4. Para ELISA >700 U/mL

La Tabla 2 presenta los porcentajes de seroconversion mediante el
EBS y ELISA, frente a la cepa B:4:P1.19,15. Por EBS, posterior a la
primera dosis, el porcentaje de seroconversion fue del 57% vy
después de la segunda dosis de un 60%. Al evaluar los resultados de
la muestra por ELISA la seroconversion correspondi6é a un 59% y
54% después de la primera y segunda dosis, respectivamente. Por
ambos métodos no existieron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre los porcentajes de seroconversion
obtenidos después de las dos dosis. Se demostré que la aplicacion de
una sola dosis de refuerzo después de 12 afios indujo una respuesta
inmune importante en este grupo de edad y puso en evidencia una
respuesta anamnésica. En esta Tabla el numero de muestras
investigadas fue menor, pues en el momento de realizar los EBS y
ELISA hubo sueros correspondientes a T; y T, que no pudieron ser
evaluados.

Tabla 2. Seroconversion frente a N. meningitidis B:4:P1.19,15
inducida por dos dosis de VA-MENGOC-BC® en adolescentes.
Ciego de Avila, 2000

Relacién
Ensayo No T/To (= 4) T)/Ty (= 4)
No. % No. %
EBS 116 67 57 T1* 60
ELISA 114 67% 59 62% 54
Leyenda: T,/T,: Incremento en cuatro o mas del titulo en el T,. Con

respecto a Ty; To/Ty: Incremento en cuatro o mas del titulo en el T, Con
respecto a Ty
*p>0,05

La Tabla 3 refleja la MG y los IC al 95% de la actividad bactericida
sérica frente a la cepa B:4: P1.19,15 y de la concentracion de
anticuerpos contra las VME. Por ambos métodos no existieron
diferencias significativas (p > 0,05) entre los valores T, y T, . Sin
embargo, se observo diferencias (p < 0,05) entre estos dos tiempos
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con respecto a Ty, resultante de la inmunizaciéon con VA-MENGOC-
BC®.

Tabla 3. Media geométrica e intervalos de confianza de la
actividad bactericida contra la cepa B y del ELISA contra las
VME, inducida por dos dosis de VA-MENGOC-BC® en
adolescentes. Ciego de Avila, 2000

. EBS B:4:P1.19,15 ELISA VME
Tiempo
No MG 1C No. MG IC
T 116 4 3-5 114 2824 2394 - 3331
T, 116 15 11-21 114 16064 13741 - 18780
T, 116 15 11-20 114 14387 12353 - 16755

Leyenda: MG = Media Geométrica; IC = Intervalo de Confianza al 95%
para EBS

Discusion

El haber encontrado un numero elevado de adolescentes con
actividad bactericida en el suero y una concentracion de anticuerpos
aceptable contra la cepa de N. meningitidis B:4:P1.19,15, 12 afios
después de la inmunizacion con VA-MENGOC-BC®, pudiera
atribuirse a que esta vacuna indujo una respuesta inmune de larga
duracion. Sin descartar que la inmunidad pudo reforzarse por el
contacto con algunas bacterias que tienen alguna o ninguna relacion
taxondmica con N. meningitidis, pero por poseer en su estructura
antigénica epitopes semejantes, pudieran inducir anticuerpos con
reactividad cruzada contra este microorganismo (20).

El posible establecimiento de la memoria inmunolodgica por efecto
de la vacunacion con VA-MENGOC-BC® pudiera considerarse un
elemento de proteccion, si tenemos en cuenta que los anticuerpos
bactericidas estimulados en la respuesta inmune secundaria forman
parte de los mecanismos de defensa contra la septicemia y
meningoencefalitis causadas por N. meningitidis (21).

La reinmunizacion con una dosis de VA-MENGOC-BC® indujo una
respuesta de anticuerpos significativa frente a la cepa vacunal, la
cual no se modifico apreciablemente con la aplicacion de la segunda
dosis y pudiera sugerir una respuesta anamnésica. Costa y
colaboradores (14) realizaron entre 1994 y 1995 un estudio de la
respuesta anamnésica a VA-MENGOC-BC® en el Estado de Rio de
Janeiro, Brasil. En su investigacion incluyeron niflos de tres grupos
de edades, vacunados cuatro afios antes con esta vacuna. Mediante el
EBS, después de la primera y segunda dosis, los porcentajes de
seroconversion frente a la cepa B:4:P1.19,15 fueron del 59% y 65%,
en los nifios de 5-7 afios respectivamente, del 64% y 75% en los de
8- 10 afios y del 63% y 86% en los de 11-13 afios de edad. Mientras
que por ELISA, los porcentajes de seroconversion obtenidos frente a
esta cepa fueron: después de la primera y segunda dosis 82% y 95%
en los niflos de 5-7 afios, 80% y 95% en los de 8-10 afos y 68% y
81% en los de 11-13 afios, respectivamente.

En 1994 Fernandez y colaboradores (22) evaluaron la cinética de la
respuesta de anticuerpos bactericidas frente a la cepa homologa
B:4:P1.19,15 y de la IgG especifica contra la VME, en 220 adultos
jovenes pertenecientes a una escuela militar vacunados con VA-
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MENGOC-BC®. El incremento en la actividad bactericida sérica y
de la IgG anti VME se observo después de aplicar la segunda dosis.
Los resultados obtenidos por Fernandez y colaboradores son ldgicos,
pues en esa investigacion, la primera dosis aplicada constituyd una
primovacunacion.

Respecto a otros estudios, el menor porcentaje de seroconversion
alcanzado por ELISA en nuestra investigacion (14, 23), pudiera
deberse a los altos titulos iniciales, lo que incide en un menor
incremento relativo de la respuesta.

Los niveles basales de anticuerpos funcionales detectados 12 afios
después de la vacunacion con VA-MENGOC-BC® y la respuesta
observada con la revacunacién, indicio de memoria inmunologica,
son caracteristicos de los inmunogenos timodependientes, lo que
avala positivamente esta vacuna.
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Portadores de Neisseria meningitidis y Neisseria lactamica
en tres grupos de edades diferentes
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Se determiné la prevalencia de N. meningitidis y N. lactamica, asi como su relacion con las variables edad y sexo en
individuos de tres grupos de riesgo diferentes (circulo infantil, escuela primaria y escuela universitaria), a los que se les
realizd exudado de la nasofaringe posterior. Se identificaron los marcadores epidemioldgicos de las cepas de
N. meningitidis aisladas y se analiz6 la presencia de otros microorganismos de la familia Neisseriaceae. La
identificacion de las cepas obtenidas se realizd por el sistema APINH (bioMérieux), el seroagrupamiento de
N. meningitidis se determind por aglutinacion en lamina portaobjetos con antisueros especificos y los sero/subtipos e
inmunotipos se identificaron por un ensayo inmunoenzimatico de células enteras con anticuerpos monoclonales. El
10,9% de los sujetos investigados fue portador de N. meningitidis, cifra que aumentd con la edad. La prevalencia de
portadores tuvo el siguiente comportamiento: Grupo 1: nifios de 0-6 afos (4,3%); Grupo 2: nifios de 5-12 afios (6,9%)
y Grupo 3: adultos jévenes de 17-22 afios (25,1%). No hubo diferencias significativas respecto al sexo (p > 0,05). En el
Grupo 1 predominé el fenotipo NA:NT:P1.6:1.3,7,9 (71,5%), mientras que, en los Grupos 2 y 3, prevalecié la
asociacion NA:NT:P1.NST:L3,7,9 (36,4 y 25%, respectivamente). El predominio de cepas no epidemiogénicas avalan
el impacto de la inmunizacién en Cuba con VA-MENGOC-BC®. El aislamiento de cepas de N. lactamica disminuy6 a

medida que aument6 la edad: Grupo 1 (47,5%), Grupo 2 (29,8%) y Grupo 3 (3%).

Palabras clave: Portadores, Neisseria meningitidis, Neisseria lactamica, prevalencia.

Introduccion

Neisseria meningitidis, patégeno exclusivo del hombre,
continla siendo uno de los agentes etiologicos mas
frecuentes de sepsis y meningitis en los nifios de diversas
partes del mundo. Se calcula que la enfermedad
meningococica (EM) ocasiona alrededor de 500 000
enfermos con 50 000 fallecidos al afio (1). Entre las personas
mas afectadas se encuentran los nifios y adultos jovenes,
grupo donde la EM ocasiona una morbimortalidad elevada
(2, 3).

Su habitat natural es la nasofaringe humana, donde
permanece sin producir sintomas ni signos clinicos evidentes
de enfermedad, dando Iugar al estado de portador
asintomatico, condicion que constituye una fuente potencial
de infeccion y puede estar presente entre el 5-40% de los
individuos sanos (4). El estado de portador de N.
meningitidis es poco frecuente en los primeros afios de vida,
aumenta progresivamente en las dos primeras décadas y
alcanza su pico maximo a finales de la adolescencia y
principios de la adultez, para luego declinar lentamente
4,5,0).

Aunque el porcentaje de portadores de N. meningitidis en la
comunidad no se asocia con la emergencia de brotes o
epidemias, el conocimiento de los marcadores

epidemiologicos de las cepas circulantes en las poblaciones
de riesgo, permite mantener la alerta ante la posible
emergencia de fenotipos virulentos, que si pudieran
correlacionarse con un aumento de la prevalencia de la EM

).

Por otra parte, los portadores de N. lactamica son mas
frecuentes en los primeros afios de vida (0 a 4 afios de edad)
y su presencia en la nasofaringe humana se asocia con el
desarrollo de una inmunidad protectora contra la EM (8). Se
plantea que existe reactividad cruzada entre las dos especies
y que la colonizacién por N. lactamica se asocia con la
formacion de anticuerpos bactericidas  protectores.
Actualmente se investiga este potencial para el desarrollo y
obtencion de vacunas (9). Opuesto al comportamiento de la
colonizacion por N. meningitidis, N. lactamica disminuye al
aumentar la edad (10).

En este estudio se compar6 la prevalencia de portadores de
N. meningitidis y N. lactamica en tres grupos de riesgo de
Ciudad de La Habana con edades diferentes. Ademads, se
relacionaron los resultados obtenidos con las variables edad
y sexo, asi como se identificaron los marcadores
epidemiologicos de las cepas de N. meningitidis y se analizd
también la presencia de otros microorganismos
pertenecientes a la familia Neisseriaceae.
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Meétodos

1. Descripcion de la poblacion investigada

Poblacion total: 641 sujetos de la provincia de Ciudad de
La Habana, Cuba, integrada por tres grupos:

Grupo 1: 160 nifios (0-6 afios de edad), que asistian a
un circulo infantil.

Grupo 2: 318 nifios (5-12 afos de edad), pertenecientes
a una escuela primaria.

Grupo 3: 163 estudiantes adultos (17-22 afios de edad)
de una escuela universitaria.

2. Toma de muestra: A todos los individuos que
participaron en el estudio se les realiz6 un exudado de la
nasofaringe posterior mediante un hisopo de algodoén estéril,
con la ayuda de un depresor lingual para visualizar la
orofaringe. La muestra se tomé durante las mafianas en los
meses de mayo-junio del afio 1998 (en el Grupo 3), en el
2001 (Grupo 1) y en el 2002 (Grupo 2). Luego se sembrd
directamente en un medio de cultivo selectivo para Neisseria
(Agar Miieller Hilton).

3. Aislamiento de los microorganismos de interés: Se
realizo la inoculacion directa del hisopado en el medio de
Miieller Hilton. Las placas Petri, ya inoculadas, se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Finlay en un lapso de tiempo menor a una hora.
Posteriormente, a partir del inoculo inicial se realizd una
resiembra por agotamiento en un medio de cultivo
enriquecido y se incubaron a 37 °C durante 24-48 h, en
atmosfera himeda con 5% de CO,. Las cepas aisladas se
conservaron a -70 °C en leche descremada al 10%, hasta su
posterior clasificacion.

4. Identificacion de las cepas aisladas: Una vez
comprobadas las caracteristicas morfologicas y tintoriales
mediante la tincion de Gram, se procedié a confirmar y
caracterizar a todos los microorganismos que resultaron
diplococos arrifionados gramnegativos (11).

La identificacion de las cepas: N. meningitidis, N. lactamica,
N. polysaccharea y M. catarrhalis se realizd mediante el
sistema API NH (bioMérieux).

5.-Clasificacion de los marcadores epidemioldgicos de las
cepas de N. meningitidis aisladas

Serogrupo: Se determindé mediante la técnica de
aglutinacion en l4dminas portaobjeto con antisueros
especificos de los serogrupos A, B, C, Y y WI135 (11)
(donados por Saint Mary’s Hospital, Imperial Collage, UK).

Serotipo, subtipo e inmunotipo: Se utiliz6 el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras con
anticuerpos monoclonales especificos, segun la metodologia
propuesta (12); se empledé para ello un panel comercial
(RIVM, Holanda y NIBSC, UK) compuesto por seis

anticuerpos monoclonales de serotipos, trece de subtipos y
tres de inmunotipos.

6. Analisis y procesamiento estadistico de los resultados:

- Sistema de procesamiento estadistico “R” licencia
GNU (dominio publico) (13).

- Test exacto de Fisher para detectar asociacion entre
las variables prevalencia del estado de portadores,
edad y sexo.

- Intervalo de confianza para proporciones segln el
método aproximado de Wilson.

- Se tomd como nivel estadisticamente significativo
o=0,05.

Resultados y Discusion

Prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica

En los niflos que asisten a circulos infantiles convergen
factores que favorecen la colonizacién de la nasofaringe por
bacterias potencialmente patdgenas, entre ellos: mantener un
contacto estrecho durante varias horas del dia, presentar con
frecuencia infecciones respiratorias altas, uso indiscriminado
de antimicrobianos, antecedente de padecer procesos
alérgicos, entre otros. Sin embargo, la prevalencia de
portadores de N. meningitidis es baja y asi lo sefialan otros
autores (8, 9). El elevado porcentaje de portadores de N.
lactamica (47,5%) que se detecto en este estudio pudo influir
en este resultado. Se conoce que existe reactividad cruzada
entre ambas especies y se sugiere que N. lactamica ejerce
un efecto protector debido a su capacidad para estimular la
formacion de anticuerpos bactericidas contra N. meningitidis
(9, 10).

En los nifios menores de cinco afios es donde se sefiala la
menor prevalencia de portadores de N. meningitidis, sin
embargo este grupo presenta la mayor incidencia de EM
(4, 5). En Cuba, la poblacion infantil estd protegida contra
esta enfermedad, ya que desde 1991 la vacuna
antimeningocdécica contra N. meningitidis de los serogrupos
B y C (VA-MENGOC-BC®), se incorpora al Programa
Nacional de Inmunizacion, aplicandose la 1ra dosis a todos
los nifios a los tres meses de nacidos y la 2da dosis a los
cinco meses (14). Su aplicacion sistematica y mantenida
pudiera también contribuir al bajo porcentaje de portadores
de N. meningitidis detectado en este grupo.

Al analizar los nifios de la escuela primaria, se detectdé un
porcentaje de portadores de N. meningitidis ligeramente
superior (6,9%) al del primer grupo. En Cuba se realizé una
Encuesta Nacional de Portadores para determinar Ia
prevalencia de N. meningitidis, cinco afos después de aplicar
la vacuna antimeningocécica A-C, estudio que abarcé el
20% de los alumnos de primaria y secundaria basica (ambas
con régimen de internado) de cada una de las provincias del
pais, excepto Ciudad de La Habana, que incluy6 una muestra
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representativa de su poblacion. Las tasas de portadores
oscilaron desde 3,3% en la provincia de Granma, cifra
inferior a la de escolares del Grupo 2, hasta el 23,3% en
Cienfuegos, con un promedio de 12,1% (14). Sin embargo,
en paises como Grecia y Espafa sefialan valores similares a
los detectados en nuestro estudio (15, 16). El aislamiento de
N. lactamica se correspondié con un 30% de prevalencia en
este grupo, continuaron los valores elevados en comparacion
con el tercer grupo (17-22 afios), pero se observa una
disminucién con relacion al primero.

Al analizar el porcentaje de portadores de N. meningitidis
entre los estudiantes universitarios (Grupo 3), se observo una
prevalencia del 25,1%, este valor se encuentra dentro del
rango descrito por Blackwell y colaboradores (24-37%) en
grupos con edades similares (17). Las caracteristicas de esta
poblacién contribuyen al elevado nimero de portadores de
N. meningitidis. Generalmente, es en los adolescentes y
adultos jovenes donde se describen los mayores porcentajes
de portadores, por ser estudiantes militares, estdn sometidos
a diferentes actividades como: movilizaciones, acampadas,
convivencia en régimen de internado; todas estas
caracteristicas propician una mayor interaccion social que
favorece la transmisién de microorganismos potencialmente
patdégenos, en particular N. meningitidis (18). En
adolescentes, el consumo de bebidas alcohdlicas y el habito
de fumar son factores predisponentes para la colonizacion
por este microorganismo (19). Sin embargo, al comparar los
resultados obtenidos con N. lactamica, el porcentaje de
portadores fue mas bajo (3%). En este trabajo se puso de
manifiesto el comportamiento habitual de N. lactamica, tasas
de colonizacion nasofaringea elevadas en los niflos pequefios
y su disminucion paulatina al aumentar la edad.

El comportamiento descrito anteriormente para la
prevalencia de portadores de N. meningitidis y N. lactamica
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Figura 2. Relacion entre la prevalencia de portadores de
N. meningitidis y el sexo, segun la edad.

en los tres grupos de riesgo analizados se observa en la
Figura 1.
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Figura 1. Prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica en los tres grupos de riesgo, seglin la edad.

Relacion de la prevalencia de portadores de ambos
microorganismos y el sexo

En las Figuras 2 y 3 se muestra la relacion existente entre el
sexo y la prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica, respectivamente. En ninguno de los dos
microorganismos esta relacion fue significativa (p < 0,05),
sin embargo, el riesgo relativo mostr6 una tendencia al
predominio de portadores de N. meningitidis en el sexo
masculino, situacion que pudo estar favorecida por un mayor
nimero de portadores de N. meningitidis en el Grupo 3,
poblacion que se correspondié con una escuela militar y
donde existi6 un mayor numero de varones. Otros autores
seflalan también la prevalencia de portadores asintomaticos
en este género (20, 21).
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Figura 3. Relacion entre la prevalencia de portadores de
N. lactamica y el sexo, segun la edad.
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Marcadores epidemiologicos de los aislamientos de
N. meningitidis

La Tabla 1 muestra los marcadores epidemiologicos de
serogrupos, sero/subtipos e inmunotipos identificados en las
cepas de N. meningitidis aisladas por grupo. Se observa que
a medida que la edad aumenta, la variedad en estos

marcadores fue mayor. En la Figura 4 se presentan las
diferentes asociaciones fenotipicas detectadas en las cepas
de N. meningitidis a partir de la combinacién de estos
marcadores: serogrupo: serotipo: subtipo: inmunotipo,
Coincidiendo con Taha y colaboradores, se obtuvo una gran
heterogeneidad en el fenotipo de estas cepas (22).

Tabla 1. Marcadores epidemiologicos identificados en las cepas de N. meningitidis aisladas por grupo de edad.

Grupos Serogrupo % Serotipo % Subtipo % Inmunotipo %
(afios)
Grupo 1 NA 100 NT 100 P1.6 71,4 L3.7.9 100
(0-6)
NA 90,9 NT 63,6 P1.NST 50 L3.7.9 95,4
Y 9,1 15 18,2 P1.6 18,2 NIT 4,6
4 9,1 P1.7 9,1
Grupo 2 14 9,1 P12 45
(5-12)
P1.10 4,5
P1.12 4,5
P1.13 4,5
P1.19 45
NA 80,5 NT 80,5 P1.NST 39 L3.7.9 92,7
B 17,1 4 73 P1.13 19,5 NIT 73
Grupo 3 w135 2,4 15 73 P1,15 12.2
17-22) 14 49 P16 7,3
P1.12 7,3
P1.4 49
P1.7 49
P1.14 2,4
P1.5 2,4
Las asociaciones fenotipicas que
O17a22 HW5al2 Ooaé6

NA:NT:P1.NST:L:3,7,9
B:4:P1.15:L:3,7,9

NA:15 P1.6:L:3,7.9
B:NT:P1.13:L:3.7.9
B:NT:P1.4:L:3,7,9
NA:14:P1.7:L:3,7,9
WI135:NT:P1.NST:L:3,7,9
NA:NT:P1.4:L:3,7.9
NA:NT:P1.NST:NIT

NA: No agrupable
NT: No tipable
NST: No subtipable

NIT: No inmunotipable

NA:4:P1.13:L3,7,9
NA:14:P1.7,10:L3,7,9

NA:NT:P1.6:L3,7,9
Y:NT:PINST:L3,7,9
NA:NT:NST:NIT

L ) N N B
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Figura 4. Asociaciones fenotipicas de las cepas de N. meningitidis aisladas por

grupo.

predominaron por grupo de edad
fueron:

En el Grupo 1:
NA:NT:P1.6:L3,7,9 (71,5%).
En los Grupos 2 y 3:

NA:NT:P1.NST:L3,7,9
25%, respectivamente).
No se identifico al serogrupo C y la
asociacion B:4:P1.19,15:1L3,7,9 solo
se observo en el Grupo 3.

(364 'y

La prevalencia de fenotipos no
epidemiogénicos y la ausencia del
serogrupo C son aspectos a favor
del impacto ejercido por la
inmunizacion sistematica con VA-
MENGOC-BC® en Cuba.
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Presencia de otras especies de la familia Neisseriaceae
por grupo de edad

M. catarrhalis 'y N. polysaccharea se describen como
comensales inocuos del tracto respiratorio superior del
hombre. M. catarrhalis se detecta como miembro de la flora
normal en el 40-50% de los escolares sanos y constituye el
tercer agente etiologico de otitis media en los nifios
pequefios. Sin embargo, entre los adultos puede provocar
complicaciones broncopulmonares, aunque se asocia
también con otras manifestaciones clinicas (1).

Hasta la fecha, las cepas de N. polysaccharea detectadas en
la nasofaringe no estan asociadas con ninguna entidad
clinica (23). Al igual que N. meningitidis, otras especies del
género Neisseria como: N. lactamica, N. polysaccharea 'y N.
gonorrhoeae crecen en medios de cultivo con inhibidores,
vancomicina, nistatina y colistina, antimicrobianos que se
afiaden al medio con el objetivo de inhibir el crecimiento de
la flora bacteriana presente en algunos sitios anatomicos y es
por eso que se requiere de una correcta diferenciacion entre
esas especies (1).

Los porcentajes de los aislamientos de N. polysaccharea y
M. catarrhalis en los tres grupos investigados fueron bajos.
Esto pudiera estar dado por la presencia de N. lactamica y N.
meningitidis de forma alternada en los individuos analizados
(Figura 5). Estos resultados coinciden con los reportes de
otros autores (1). Debemos sefialar que en ninglin caso
coincidieron los microorganismos aislados: N. meningitidis,
N. lactamica, N. polysaccharea y M. catarrhalis en un
mismo individuo.

7 ON. polysaccharea BM.catarrhalis

M m ]

0ab6 5al2

17aa22

Grupos de edades (afios)

Figura 5: Presencia de M. catarrhalis y N. polysaccharea por
grupos de edad.
Conclusiones

o La prevalencia de portadores de N. meningitidis fue baja
en el Grupo 1, aumentd ligeramente en el Grupo 2 y

alcanz6 su maxima expresion en el Grupo 3,
comportamiento opuesto al de N. lactamica.

o No se obtuvieron diferencias significativas entre la
prevalencia de portadores de N. menigitidis y
N. lactamica con relacién al sexo. Sin embargo se
observo6 una tendencia al predominio del sexo masculino
entre los portadores de N. meningitidis.

o La variabilidad fenotipica aumento progresivamente con
la edad. En el Grupo 1 predomind el fenotipo
NA:NT:P1.6:1L3,7,9, mientras que en los Grupos 2 y 3 el
NA:NT:P1.NST:L3,7.9.

o El fenotipo B:4:P1.19,15:L3.7.9, causante de la
epidemia ocurrida en Cuba en la década del 80, solo se
aislo en el tercer grupo.

o Los aislamientos de N. polysaccharea y M. catarrhalis,
mostraron porcentajes inferiores con relacion a otras
Neisserias.

Referencias

1. Martinez 1. Neisseria y Moraxella catarrhalis. En: Llop A,
Valdés-Dapena M, Zuazo JL, editores. Microbiologia y
Parasitologia Médica. Tomo I. Ciudad de La Habana: Editorial
Ciencias Médicas; 2001:217-38.

2. Hodgson A, Smith T, Gagneux S, Adjuik M, Pluschke G,
Kumasenu N, et al. Risk factor for meningococcal meningitis
in northern Ghana. Trans Roy Soc Trop Med Hyg 2001;
95:477-80.

3. WHO. Control of epidemic meningococcal disease. Practical
guidelines, 2" ed. Geneva, WHO/ EMC/ BAC/98.3. 1998.

4. Cartwright K. Meningococcal disease. Meningococcal
carriage and disease. England: John Wiley & Sons, Ltd.;
1995:115-26.

5. Caugant DA, Hoiby EA, Magnus P, Scheel O, Hoel T, Bjune
G, et al. Asympthomatic carriage of Neisseria meningitidis in
a randomly sampled population. J Clin Microbiol 1994;
32:323-30.

6. McLennan JM, Andrews N. Risk factors for carriage of
Neisseria meningitidis in British teenagers, IPNC 2003. 13™
International Pathogenic Neisseria Conference. September 1-
6, 2002. Oslo, Norway: 369.

7. Arreaza L y Viazquez J. Portadores de meningococo: un
enigma a finales del siglo XX. Enfer Infecc Microbiol Clin
2000; 18:352-355.

8. Kremastinov J, Tzanakaki G, Velonakis E, Voyiatzi A,
Nickolaou A, Elton RA, et al. Carriage of Neisseria
meningitidis and Neisseria lactamica among ethnic Greek
school children from Russian immigrant families in Athens.
FEMS Immunol Med. Microbiol 1999; 23(1):13-20.

9. Gold R, Goldschneider I, Lepow ML, Draper TF and
Randolph M. Carriage of Neisseria meningitidis and Neisseria
lactamica in infants and children. J Infect Dis 1978;
137:112-21.

VacciMonitor 2007; Afio 16 No. 2



VA-MENGOC-BC®. Seleccion de Publicaciones

10. Olsen S, Djurhuus K, Rasmussen H, Joensen HD, Larsen SO, 17. Blackwell CC, Tzanakaki G, Kremastinou J, Weir DM,
Zoffman H et al. Pharyngeal carriage of Neisseria meningitidis Wakalis N, Elton RA, et al. Factors affecting carriage of
and Neisseria lactamica in households with infants within Neisseria meningitidis among Greek military recruits.
areas with high and low incidences of meningococcal disease. Epidemiol Infect 1992; 108: 441-8.

Epidemiol Infect 1991; 106:445-57. 18. Nelson JD. Jails, microbes and the three-foot barrier. New

11. Sotolongo F. Neisseria meningitidis: Aspectos teoricos- Engl J Med 1996; 335:885-6.
practicos sobre el diagndstico, clasificacion y valoracion de la 19. Cookson ST, Corrales R, Lotero JO, Regueira M, Binsztein N,
respuesta inmune. Serie monografica. Ciudad de La Habana: Reeves MW, et al. Disco fever epidemic meningococcal
Ediciones Finlay; 1995:2-14. disease in north-eastern Argentina associated with disco

12. Abdillahi H and Poolman JT. Whole cell ELISA for typing patronage. J Infect Dis 1998; 178: 266-9.

Neisseria meningitidis with monoclonal antibodis. FEMS 20. Caugant DC, Hoiby EA, Rosenqvist E, Froholm LO vy
Microbiol Letters 1987; 48:367-71. Selander RK. Transmision of Neisseria meningitidis amoung

13. R Development Core Team (2006). “R”: A Language and asyntomatic military recruits and antibody analysis Epidemiol
Environment for Statistical Computing, R Foundation for Infect. 1992; 109: 241-253.

Statistical computing, http://www.R-project.org . 21. Garcia RA, Bardes BA, Lafarga CB, Vazquez JM, Lopez VE,

14. Valcarcel M, Rodriguez R y Terry H. La enfermedad Garcia CP, et al. Encuesta de portadores de Neisseria
meningocdcica en Cuba. Cronologia de una epidémia.lera. Ed. meningitidis en el area de salud de Gran Canaria. Rev Esp
Ciudad de La Habana: Editorial Ciencias Médicas de Cuba Salud Publica 1998;72(5):459-61.

(ECIMED); 1991:319-97. 22. Taha MK, Degh AE, Antignac A, Zarantonelli ML, Larribe M

15. Ramos Aceitero JM. Surveys on the rates of healthy carriers of and Alonso JM. The duality of virulence and transmissibility
Neisseria meningitidis and characterization of circulating in Neisseria meningitidis. 2002;10(8):376-81.
strains. Rev Esp Salud Publica. 2000; 74(4): 413-7. 23. Riou JY, Guibourdenche M and Popoff MY. A new taxon in

16. Pavlopoulou I, Alexandrou H, Daikos G, Petridou E, Pangalis the genus Neisseria. Ann Microbiol (Inst Pasteur) 1983;
A, Theodoridou M et al. Carriage of N. meningitidis in school 134B:257-67.
children: Risk factors and strain characteristics. Meeting 24. Saez-Nieto JA, Vasquez J, Casal J. Reactividad cruzada de

European Society for Pediatrics Infectious Diseases (ESPID).
2002:1.

Neisseria  lactamica  con
Inmunologika. 1980; 6:65-9.

sueros  antimeningococicos.

Carriers of Neisseria meningitidis and Neisseria lactamica in three different age groups

Abstract

Prevalence of N. meningitidis and N. lactamica, as well as their relationship to age and sex variables in individuals of three
different risk groups (day care centers, primary school and universities) was determined by performing an exudate of upper
naso-pharynx. Epidemiological markers of the isolated N. meningitidis strains were identified and the presence of other
microorganisms of Neisseriaceae family was identified. Identification of the strains obtained was carried out by API NH
(bioMérieux) system; sero-grouping of N. meningitidis was determined by agglutination in slides with specific antisera and
sero/subtypes and immunotypes were identified by an immuno-enzymatic assay of whole cells with monoclonal antibodies.
The 10.9% of investigated subjects was carrier of N. meningitidis, which increased with age. Prevalence of carriers had the
following behavior: Group 1: children from 0-6 years old (4.3%); Group 2: children from 5-12 years old (6.9%) and Group
3: young adults from 17-22 years old (25.1%). No significant differences were observed with respect ot sex (p > 0.05). In
Group 1, phenotype NA:NT:P1.6:L3.7.9 (71.5%) predominated while in Groups 2 and 3, the association
NA:NT:P1.NST:L3.7.9 (36.4 and 25%, respectively) prevailed. Predominance of non-epidemiogenic strains support the
impact of immunization in Cuba with VA-MENGOC-BC®. Isolation of strains of N. lactamica decreased with the increase
of age: Group 1 (47.5%), Group 2 (29.8%) and Group 3 (3%).

Keywords: Carriers, Neisseria meningitidis, Neisseria lactamica, prevalence.
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Evaluacion de anticuerpos contra enfermedades prevenibles por vacunas
en el binomio madre-recién nacido en hospitales de Ciudad de La Habana

Rolando Felipe Ochoa', Josué Acosta’, Xenia Rosa Ferriol', Monica Ginebra'.

! Instituto Finlay. Centro de Investigacion-Produccién de Vacunas. Ave 27 No. 19805, e/ 198 y 202.
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El sistema inmune es inmaduro en los recién nacidos, lo que los hace susceptibles a las enfermedades infecciosas, sin
embargo, pueden ser parcialmente protegidos por los anticuerpos adquiridos a través de la placenta. Por ello, nos
propusimos evaluar la transferencia transplacentaria de anticuerpos contra algunas enfermedades prevenibles por
vacunas. Se realiz6 un ensayo prospectivo, aleatorio, en el binomio madre-recién nacido. Para ello se analiz6 un total
de 96 pares de muestras de suero, tomadas en el salén de preparto y al nacimiento en hospitales de Ciudad de La
Habana, durante el afio 2004. Se emplearon técnicas inmunoenzimaticas para determinar los niveles de antitoxina
tetanica (ATT), antitoxina diftérica (ATD) y anticuerpos contra proteinas de membrana externa del meningococo B
(PME), contra el polisacarido capsular del meningococo C (PSC) y contra el polisacarido Vi de Salmonella Typhi. Se
detecté un nivel apropiado de ATT, tanto en las madres como en los recién nacidos, predominando los valores
correspondientes a la proteccion de larga duracion (>1 Ul/mL), con 88,54% y 92,71%, respectivamente. Se observo
niveles de ATD inferiores a 0,1 Ul/mL, limite para una proteccion confiable, en el 54,17% y 45,83% de las madres y
los recién nacidos. El 90,63% de las madres y el 96,88% de los recién nacidos presentaron concentraciones de
anticuerpos contra PME superiores a 2 pg/mL, asi como el 38,54% y el 41,67% para anticuerpos contra PSC. La
seroproteccion contra la Salmonella Typhi (>1 pg/mL) fue de 5,21% y 8,33%, respectivamente. La mayoria de los
recién nacidos presentaron titulos superiores de anticuerpos al de sus madres, lo cual demuestra que la transferencia
transplacentaria de anticuerpos es un mecanismo eficiente.

Palabras clave: Anticuerpos transplacentarios, vacuna, antitoxina tetanica, antitoxina diftérica, meningococo,

Salmonella Typhi.

Introduccion

El sistema inmune es inmaduro en los recién nacidos, pero
pueden ser parcialmente protegidos por los anticuerpos
adquiridos a través de la placenta, de ahi que la
inmunizaciéon a la embarazada constituya una estrategia
fundamental para la proteccion de los neonatos (1).

Sin embargo, muchos lactantes en los paises en desarrollo
todavia mueren de tétanos porque sus madres no poseen
adecuados niveles de antitoxina tetanica durante el embarazo

).

La difteria, enfermedad también inmunoprevenible, ha
resurgido en los tltimos afios, afectando principalmente a los
adultos que han perdido la inmunidad inducida por vacunas
recibidas en la infancia y a los nifios no vacunados, tal y
como ha sucedido en los estados que surgieron de la antigua
Union Soviética y los paises de la Europa Oriental (3).

Por otra parte, los serogrupos B y C de Neisseria
meningitidis son responsables de la mayor parte de los casos
de la enfermedad meningocdcica en Latinoamérica (4) y la
fiebre tifoidea es ain un serio problema de salud en los
paises en desarrollo (5).
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La estrategia cubana para el control de estas enfermedades,
se apoya en gran medida en el disefio de eficientes
programas de inmunizacion.

A inicios de la década de 1960 comienzan las campafias
masivas de vacunacion con la vacuna trivalente contra la
difteria, tos ferina y tétanos (DPT), la bivalente contra la
difteria y el tétanos (DT) y el toxoide tetanico. En 1972 se
erradica el tétanos neonatal, como consecuencia de la
politica inmunitaria con las embarazadas. El ultimo caso de
difteria se registra en 1979, y en los afios 2004 y 2005 no se
detectaron casos de tétanos (6).

Con relacion a la enfermedad meningocdcica, se habian
descrito histdricamente tan sélo casos esporadicos y peque-
flos brotes, hasta que en 1976 comienza una importante
epidemia de magnitud sin precedentes, a predominio del
serogrupo C. Una vacunaciéon masiva con una vacuna de
polisacarido A/C redujo sustancialmente los casos debidos a
ese serogrupo, pero no pudo revertir esta situacion, pues la
incidencia continué en ascenso, ahora a expensas del
serogrupo B. Ante la magnitud de la epidemia se crea en
1982 un grupo de investigacion en el Instituto Finlay, que en
tan sélo cinco afos logra una vacuna contra los serogrupos B
y C de Neisseria meningitidis: VA-MENGOC-BC®. En
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1988 comienza a emplearse, y hasta 1990 se realiza una
campafia masiva de inmunizacién que provocod la
erradicacion de la epidemia. En 1991 se incorpora al
Programa Nacional de Inmunizacion (6).

La prevencion de la fiebre tifoidea en grupos poblacionales
con riesgo de la enfermedad requirié inicialmente del
empleo de una vacuna de células enteras inactivadas. A
partir del afio 2002 se emplea una vacuna de polisacarido Vi
de Salmonella Typhi, producida también en dicha institucion

(6).

A pesar de estos logros, deben realizarse nuevos estudios
inmunoepidemioldgicos atendiendo a la situacion existente
en otros paises y al intercambio actual con la comunidad
internacional. Por todo ello, nos propusimos evaluar la
transferencia transplacentaria de anticuerpos contra las
enfermedades prevenibles por las vacunas seleccionadas y
determinar la susceptibilidad de los recién nacidos a estas
enfermedades.

Materiales y métodos
Diseiio de la investigacion

Se realiz6 un estudio prospectivo, aleatorio, en 96 madres y
sus recién nacidos durante el afio 2004. La aprobacion ética
del estudio fue emitida por el Comité correspondiente del
Instituto Superior de Ciencias Médicas de La Habana. Se
brindé una adecuada informacién previa y se obtuvo el
consentimiento por escrito de ambos padres (6, 7).

Se tomaron en el salén de preparto las muestras de suero de
la embarazada y las del recién nacido durante el proceso de
corte del cordon umbilical. Las muestras de suero que se
obtuvieron fueron identificadas y almacenadas a —20 °C
hasta su procesamiento.

Determinacion de los niveles de anticuerpos séricos en las
madres y los recién nacidos

Se utilizaron ensayos inmunoenzimaticos en fase solida
(ELISA), previamente estandarizados y validados, para la
cuantificacion de antitoxina tetinica, antitoxina diftérica y
anticuerpos contra proteinas de membrana externa de

meningococo B (PME) y el polisacarido capsular del
meningococo C (PSC), asi como anticuerpos contra el
polisacarido Vi de Salmonella Typhi (8, 9). La validacion,
cuantificacion e impresion se realizd mediante el paquete de
programas ELISA de los Centros para el Control de las
Enfermedades (CDC, Atlanta) (GA) (10).

Métodos estadisticos

El célculo del tamafio de la muestra se baso en las siguientes
premisas: Prevalencia cuantificable de anticuerpos del 85%,
confiabilidad del 95%, y precision del 10% (6). El
reclutamiento fue adicionalmente aumentado.

Se calculd la media geométrica (MG) y el intervalo de
confianza al 95% (IC) de cada distribucion de anticuerpos
después de la transformacion logaritmica. Los resultados se
clasificaron segin el nivel de anticuerpos. Antitoxinas
tetanica y diftérica: < 0,1 Ul/mL niveles de antitoxina no
adecuados para conferir proteccion, > 0,1 UI/mL niveles de
antitoxina para una protecciéon confiable, y > 1,0 Ul/mL
proteccion confiable de larga duracion (2, 4, 8, 9).
Anticuerpos contra PME y PSC: > 2 ug/mL nivel de corte
considerado protector (8, 9). Anticuerpos contra el
polisacarido Vi: Se consider6 1 pg/mL como el valor
protector (5).

El indice de transferencia se defini6 como la relacion entre
los niveles de anticuerpos de los recién nacidos y sus
madres. Se consideré como eficiente un indice > 1.

Para los analisis estadisticos se empled la prueba t de
Student y la prueba exacta de Fisher. En todos los casos se
consider6 un error de primer tipo «c=0,05 (6).

Resultados

Se detectaron adecuados niveles de antitoxina tetdnica. La
mayor parte de las madres y los recién nacidos presentaron
valores correspondientes a la proteccion de larga duracion
(Tabla 1).

Para la antitoxina diftérica se observaron niveles no
adecuados (<0,1 Ul/mL) en el 54,17% de las madres y el
45,83% de los recién nacidos (Tabla 2).

Tabla 1. Distribucién de anticuerpos antitoxina tetinica.

Madres (96) Recién Nacidos (96)
Ul/mL n n %
<0,1 0 0 0
>0,1 96 96 100
>1 85 88,54 89 92,71
MG 3,260 4,688
1IC 95 % 2,705 —3,928 3,873 —5,674

Ul/mL: Unidades Internacionales por mililitro
MG: Media Geométrica
IC 95 %: Intervalo de Confianza al 95 %
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Tabla 2. Distribucion de anticuerpos antitoxina diftérica.

Madres (96) Recién Nacidos (96)
UI/mL n % n %o
<0,1 52 54,17 44 4583
>0,1 44 45,83 52 54,17
>1 0 0 1 1,04
MG 0,085 0,102
1C 95 % 0,069 — 0,106 0,082 —-0,126

Ul/mL: Unidades Internacionales por mililitro
MG: Media Geométrica
IC 95 %: Intervalo de Confianza al 95 %

La mayor parte de los sujetos estudiados tenian anticuerpos
protectores contra las PME (> 2 pg/mL). Se detectaron
menores niveles de anticuerpos contra el PSC (Figura 1).

Se demostrd insuficiente seroproteccion contra la fiebre
tifoidea, tanto en las madres como en los recién nacidos
(Figura 2).

100 4 96,88

90,63
90 4

80 1 B Madres

70 4 DORecién Nacidos
60 1
50

%

41,67

ry 38,54

30 4

20 4

0+

anti-PME anti-PSC

Figura 1. Porcentaje de sujetos con niveles de
anticuerpos > 2 pg/mL contra proteinas de membrana
externa de Neisseria meningitidis serogrupo B y el
polisaciarido capsular de Neisseria meningitidis
serogrupo C.

La media geométrica de los anticuerpos estudiados fue
siempre mayor en los recién nacidos (p < 0,001) (Tablas 1-
4), sin embargo, no se detectaron diferencias (p > 0,05)
cuando los resultados se evaluaron segin los niveles de
anticuerpos protectores definidos en cada caso (Tablas 1, 2),
Figuras 1, 2).
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Figura 2. Tasas de seroproteccion contra fiebre tifoidea.

Tabla 3. Anticuerpos IgG contra proteinas de membrana externa de Neisseria meningitidis serogrupo
By el polisacarido capsular de Neisseria meningitidis serogrupo C.

Anti-PME Anti-PSC
pg/mL Madres (96) R Nacidos (96) Madres (96) R Nacidos (96)
MG 4,497 5,916 1,591 2,025
IC 95 % 3,905-5,179 5,192-6,741 1,224-2,069 1,570-2,613
MG: Media Geométrica
IC 95 %: Intervalo de Confianza al 95 %
Tabla 4. Anticuerpos IgG contra el polisacarido Vi de Salmonella Typhi.
Anti-Vi
pg/mL Madres (96) Recién Nacidos (96)
MG 0,349 0,422
1IC95 % 0,281-0,434 0,337-0,528

MG: Media Geométrica
IC 95 %: Intervalo de Confianza al 95%
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Tabla 5. Binomio madre —recién nacido con indice de transferencia de anticuerpos eficiente.

Antitoxina tetidnica Antitoxina diftérica Anti-PME Anti-PSC Anti-Vi
Proporcion 0,81 0,66 0,81 0,76 0,69
IC 95% 0,72-0,88 0,56-0,74 0,72-0,88 0,67-0,84 0,60-0,77
IC 95 %: Intervalo de Confianza al 95 %
La transferencia transplacentaria de anticuerpos fue excelente transferencia transplacentaria de anticuerpos

eficiente, la mayor parte de los recién nacidos presentaron
niveles superiores a los de sus madres (p<0,001) (Tabla 5).
Discusion

La antitoxina tetanica transferida de la madre al feto protege
al recién nacido contra el tétanos neonatal (1, 2, 8, 9). Esta
enfermedad ha desaparecido en Cuba gracias al
establecimiento de la vacunacién de las gestantes, con el
objetivo de garantizar elevados niveles de inmunidad en los
recién nacidos, lo que se corrobora con nuestros resultados.
Sin embargo, se detectaron niveles insuficientes de
antitoxina diftérica, lo que podria incrementar el riesgo de
infeccion (3, 8, 9). Consideramos que el nivel de inmunidad
antidiftérica debe declinar en la adolescencia, teniendo en
cuenta el Esquema Cubano de Inmunizaciéon que contempla
el toxoide diftérico en las vacunas combinadas utilizadas
durante los dos primeros afos de vida y un unico refuerzo
con DT a los 6 afos de edad. Los adultos no tienen tampoco
la posibilidad de refuerzos a través de infecciones
subclinicas al desaparecer esta enfermedad en nuestro pais,
por todo ello, la probabilidad de poseer anticuerpos debe
disminuir progresivamente con la edad.

Una respuesta de larga duracién inducida por la vacuna
antimeningococica VA-MENGOC-BC® pudiera explicar los
niveles de anticuerpos contra las PME y el PSC (11, 12),
aunque no puede descartarse la inmunidad natural en
portadores de Neisseria meningitidis. Sin embargo, el
meningococo C no se ha aislado en Cuba en los ultimos afios
(12, 13). La reactividad cruzada con el polisacarido capsular
de la Escherichia coli K92 tampoco puede ser rechazada (9).

La fiebre tifoidea no es endémica en Cuba, y hasta el afio
2000 se empled en el programa de inmunizacién una vacuna
de células completas, de eclevada reactogenicidad e
insuficiente inmunogenicidad. Una nueva vacuna de
polisacarido Vi de Salmonella Typhi (vax-TyVi®) esta
introduciéndose paulatinamente en escolares cubanos a partir
del afio 2002 (14). Esta situacién pudiera explicar la baja
tasa de seroproteccion en la poblacion estudiada.

La placenta humana regula la transferencia de anticuerpos de
forma selectiva. No hay un criterio unanime sobre el nivel de
anticuerpos que se alcanza; algunos autores han reportado
valores superiores en los recién nacidos, y otros iguales e
incluso inferiores a los de sus madres (15, 16). En nuestra
investigacion, la mayor parte de los recién nacidos
presentaron valores superiores, lo que habla a favor de una
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contra las enfermedades prevenibles por las vacunas
estudiadas, aunque en algunos casos no haya sido suficiente
para conferir proteccion debido a los bajos niveles
encontrados en sus progenitoras, por lo que, ademas del
toxoide tetanico empleado en la inmunizacién de las
gestantes, sugerimos afadir el toxoide diftérico, asi como
valorar otros inmundgenos vacunales.

Conclusiones

o La transferencia transplacentaria de anticuerpos es un
mecanismo eficiente, su magnitud depende de los
niveles de anticuerpos maternos.

o Algunos recién nacidos no estdn completamente
protegidos contra las enfermedades prevenibles por las
vacunas analizadas.
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Evaluation of antibodies against vaccine-preventable diseases in mother—newborn pair in Havana
City hospitals

Abstract

At birth, the immune system is still immature, that is why newborns are susceptible to infectious diseases. Nonetheless,
newborns are partially protected by maternal antibodies. For that reason, transplacental transference of antibodies against some
vaccine-preventable diseases. A prospective, randomized study was carried out in 96 mothers and their newborns. Serum
samples were taken from the pregnant women before delivery in Havana City hospitals during 2004 and from the newborns in
the delivery room. Immunoenzimatic assays were used for the quantitative determination of tetanus and diphtheria antitoxin,
antibodies to meningococcus B outer membrane proteins (OMP), antibodies to meningococus C capsular polysaccharide (CSP),
and antibodies to Vi polysaccharide of Salmonella Typhi. Suitable levels of tetanus antitoxin were found in mothers and
newborns. The long-term protection levels (>1 IU/mL) were shown in 92.71% of newborns, and 88.54% of their mothers. Non-
reliable levels of diphtheria antitoxin (<0.1 IU/mL) were found in 54.17% and 45.83% of mothers and newborns, respectively.
Antibodies to OMP above 2 pg/mL were detected in 90.63% and 96.88% of mothers and newborns, and the 38.54% and
41.67% had proper antibodies against CSP. Seroprotection rates (>1 pg/mL) against Salmonella Typhi were 5.21% and 8.33%,
respectively. Most of newborns showed higher antibody levels than that of their mothers, therefore the transplacental passage of
antibodies is an efficient mechanism.

Keywords: Transplacental antibodies, vaccine, tetanus antitoxin, diphtheria antitoxin, meningococcus, Salmonella Typhi.
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Portadores de Neisseria meningitidis, caracterizacion de las cepas
aisladas y respuesta inmune basal a VA-MENGOC-BC®
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Con el propoésito de conocer la prevalencia de portadores de Neisseria meningitidis en un grupo de adolescentes, los
marcadores epidemioldgicos de las cepas aisladas, asi como los factores de riesgo asociados con el estado de portador
y la respuesta inmune basal a VA-MENGOC-BC®, se realizo un estudio transversal descriptivo de portadores en 189
estudiantes de 12-19 afios de un politécnico de Ciego de Avila, siguiendo las Normas Bioéticas establecidas. A los
estudiantes se les realizé un exudado faringeo y una extraccion de sangre para la obtencion de suero, asi como una
encuesta relacionada con aspectos de la investigacion. La identificacion de N. meningitidis se hizo por el sistema API
NH (bioM¢érieux). Los serosubtipos e inmunotipos se clasificaron por ELISA de células enteras con anticuerpos
monoclonales y la respuesta inmune basal se detectd por el Ensayo Bactericida del Suero. Se determind la
susceptibilidad antimicrobiana de las cepas frente a la penicilina, cloranfenicol, rifampicina, sulfadiacina soddica,
ceftriaxona y ciprofloxacina. La prevalencia de portadores de N. meningitidis fue del 17%. Predominaron las cepas no
agrupables (84,7%), seguidas por los serogrupos B (12,5%) y Z (3,1%), destacandose la ausencia del C. Prevaleci6 el
fenotipo NA:NT:P1.NST:L3,7,9 (12,5%), las cepas resistentes a la sulfadiacina (78,2%) y sensibles a penicilina
(81,3%), aunque el 18,7% mostro sensibilidad intermedia a este farmaco. Al resto de los antimicrobianos todas fueron
sensibles. Se constatd una respuesta inmune de memoria a la vacuna antimeningocécica (VAMENGOC-BC™), 12 afios
después de su aplicacion, con titulos bactericidas anti C y B de 25 y 42%, respectivamente, resultados que pudieran
estar influenciados por la inmunizacion sistematica que se realiza en Cuba con esta vacuna desde 1991.

Palabras clave: Neisseria meningitidis, portadores, memoria inmunoldégica, ensayo bactericida del suero,

susceptibilidad antimicrobiana.

Introduccion

La enfermedad meningococica (EM), entidad clinica
ocasionada por Neisseria meningitidis, constituye un
importante problema de salud en diversas regiones del
mundo. Esta enfermedad, que afecta principalmente a los
nifios y adolescentes, muestra en algunos casos una
evolucion fulminante, elevada morbimortalidad, asi como la
capacidad de producir brotes o epidemias, propiedades que
la mantienen como un tema de constante actualidad (1). Su
agente etiologico, N. meningitidis, es un patdogeno exclusivo
del hombre que coloniza la nasofaringe y permanece en ella
sin ocasionar, en la mayoria de los casos, sintomas ni signos
clinicos evidentes de infeccidon, estableciéndose asi el
denominado estado de portador (2). Por ser el hombre su
unico reservorio natural, la infeccion se transmite por el
contacto directo, estrecho y prolongado con las secreciones
respiratorias del sujeto infectado, lo que explica porqué en
los colectivos cerrados existe una mayor probabilidad de
contagio y un aumento significativo del indice de portadores
(1, 2). Las investigaciones sobre la condicion del portador de
N. meningitidis y su prevalencia en diferentes grupos
poblacionales contribuyen de manera significativa a una
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mejor comprension sobre la patogenia y la epidemiologia de
esta entidad clinica.

Cuba, pais que padecié una epidemia severa de EM durante
la década de los anos 80, exhibe en estos momentos una tasa
de incidencia muy baja (0,2/100 000 habitantes) (3), cifra
inferior a la notificada en la etapa preepidémica y que
experimentd una disminuciéon evidente luego de la
incorporacion de VA-MENGOC-BC® al Programa Nacional
de Inmunizaciones en 1991, razén que justifica la realizacion
de estudios encaminados a conocer la prevalencia de
portadores y las caracteristicas de las cepas de N.
meningitidis aisladas. Los resultados obtenidos con este tipo
de estudio son de gran utilidad para la prevencion y el
control de la EM. Paralelamente, para un pais que logré la
obtenciébn de una vacuna antimeningocécica, capaz de
disminuir la incidencia de los casos invasivos a cifras muy
bajas, seria de especial interés conocer el estado
inmunolégico de la poblacion, trabajos que permitiran
monitorear y evaluar el impacto de VA-MENGOC-BC® en
la poblaciéon inmunizada y sobre el estado de portador de
N. meningitidis.
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Materiales y Métodos

En el afno 2000 se realizd un estudio transversal descriptivo
de portadores de N. meningitidis en adolescentes, con edades
comprendidas entre los 12 a 19 afios, de un politécnico de
oficios de la provincia de Ciego de Avila. En su disefio se
tuvieron en cuenta las exigencias bioéticas y regulatorias
nacionales ¢ internacionales establecidas para este tipo de
estudio.

Universo de trabajo y muestra

Entre los 523 adolescentes se seleccioné al azar la tercera
parte de los alumnos distribuidos en los 21 grupos existentes
en ese centro docente, tomando en cuenta que los estudiantes
compartian el mismo dormitorio, aunque por no tener los
grupos un numero homogéneo de alumnos la muestra
seleccionada fue de 189 estudiantes. Los mismos llenaron
una encuesta confeccionada previamente, donde se indagd
sobre los factores de riesgo (edad, sexo, habito de fumar,
régimen de internado y antecedentes de infeccion
respiratoria aguda reciente) que pudieran influir en Ia
condicion del estado de portador de N. meningitidis.

Toma de muestra del exudado nasofaringeo

El exudado faringeo se realizd en la escuela durante la
mafiana, empleando un depresor lingual estéril. La muestra
se tomd con hisopo de algodon estéril y se inoculd
directamente en placas de Petri con Agar Mueller Hinton
(Merck), enriquecido con suero fetal bovino al 5% (Hyclon)
y un complejo inhibidor compuesto por vancomicina,
colistina y nistatina (VCN) (bioMérieux). Las placas
inoculadas se trasladaron, en un tiempo menor a las 2 h, al
Laboratorio de Microbiologia, lugar donde se estriaron e
incubaron (24-48 h) a 37 °C y atmdsfera humeda con 5-10%
de C02

Identificacién y confirmacion del crecimiento bacteriano

La identificacion de las cepas de N. meningitidis se realizd
mediante el sistema comercial API NH (bioMérieux) y para
su seroagrupamiento se empled la técnica de aglutinacion en
laminas con antisueros comerciales: A, B, C, X, Y, Z, W135
(Difco). Mientras que la determinacion de los serotipos,
subtipos e inmunotipos se realizd por un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras con
anticuerpos monoclonales (AcM), segun el protocolo
descrito por Abdillahi y Poolman (4), modificado en el
Instituto Finlay (5). Para la determinacion de los serotipos y
subtipos se utiliz6 un panel comercial de AcM del Instituto
Nacional de Investigaciones para el Hombre y el Ambiente
de Holanda (RIVM, por sus siglas en inglés), panel con seis
AcM de serotipos y 13 de subtipos. Ademas, se empled el
AcM P1.19, donado por el Instituto Nacional para Control
Biologico y Estandares del Reino Unido (NIBSC, por sus
siglas en inglés), centro que también proporciond los AcM
para la identificacion de los inmunotipos: L3,7,9, L8 y L10.
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Para las técnicas realizadas se emplearon cepas controles,
todas pertenecientes al Departamento de Colecciones de
Cultivo del Instituto Finlay.

Determinaciéon de la susceptibilidad a los antimicro-
bianos

Para el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana se
siguieron las normas recomendadas por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de los Estados Unidos
(M100-S15) (6), empleandose el método de dilucion en Agar
Mueller-Hinton suplementado con 5% de sangre de carnero.
Se investigaron los siguientes antimicrobianos: penicilina,
ceftriaxona, cloranfenicol, rifampicina, ciprofloxacina y
sulfadiacina sodica. El indculo final de todas las cepas fue de
10*-10° UFC y sus rangos de dilucion fueron: penicilina y
rifampicina (0,004-2 pg/mL); ceftriaxona (0,002-1 pg/mL);
ciprofloxacina (0,002-1 pg/mL); cloranfenicol (0,063-16
pg/mL) y sulfadiacina sédica (1, 5, 10, 25, 50 y 100 pg/mL);
aunque para este ultimo firmaco no se le afiadié sangre al
medio de Agar Mueller Hinton. La siembra se realiz6 con la
ayuda de un multirreplicador (Steer), incluyéndose placas
controles sin antimicrobianos. Los cultivos se incubaron
durante 24 h a la temperatura de 37 °C y una atmosfera
himeda con 5-10% de CO,. La lectura y comparacion de los
resultados se realizo de forma manual, interpretindose como
CMI la menor concentracion del antimicrobiano capaz de
inhibir el crecimiento de N. meningitidis. Se emplearon las
categorias de sensible (S), sensibilidad intermedia (SI) y
resistente (R), segun los rangos de CMI establecidos por

CLSI (2005). Los rangos de corte se muestran a
continuacion:
L. . Criterios CLSI (ng/mL)
Agente antimicrobiano S SI R
Penicilina (Merck) <0,06 0,12-0,25 >0,5
Sulfadiacina sodica <1 10 >25
(SIGMA)
Rifampicina (Merck) <0,5 1 >2
Cloranfenicol (Merck) <2 4 =8
Ciprofloxacina (Merck) <0,03 0,06 >0,12
Ceftriaxona (SIGMA) <0,12 -

Se usaron como controles las cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.

Toma de muestra de sangre y determinacion de la
respuesta inmune basal contra N. meningitidis By C

Se realizd una extraccion de sangre por via intravenosa
mediante el uso de jeringuillas estériles desechables
(10 mL). La sangre se centrifugd para obtener el suero y este
se mantuvo a -20 °C hasta el momento de la realizacion del
Ensayo Bactericida del Suero (EBS). Debido a Ia
contaminacion de algunos sueros, el total de las muestras
estudiadas para la determinacion de la respuesta inmune
contra B fue de 184 sueros y 178 para el serogrupo C.
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Cepas utilizadas en el EBS y metodologia empleada

Se emplearon las cepas homologas de N. meningitidis
385/83 (B:4:P1.19.15) y C11 ATCC vy los lotes de trabajo
conservados en el medio Greaves a -70 °C. Se aplicé el
método recomendado por el Centro para el Control de
Enfermedades de Atlanta (CDC) (7).

Lectura e interpretacion de los resultados del EBS

Mediante el uso de un microscopio estereoscopico se realizo
el conteo de las colonias en todos los pocillos de la placa y
se considerd como indicativo de actividad bactericida en el
suero aquellas diluciones donde se observo un crecimiento
de colonias igual o menor al 50%, con respecto al niimero
promedio de colonias del control correspondiente a la
suspension bacteriana. El resultado se reportd en titulo de
anticuerpos con relacion al reciproco de la dilucion del
suero: Titulo Bactericida (TB).

Analisis y procesamiento estadistico de los resultados

El analisis estadistico se realizO usando el paquete S,
implementaciéon R, version 2.1.1 y para todas las
comparaciones se uso un nivel de significacion del 5%. Se
emplearon estadigrafos descriptivos para la edad de los
participantes. Se construyeron tablas de frecuencia, que en
conjunto con la prueba Chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher, permitieron evaluar las posibles relaciones entre las
diversas variables y el estado de portador. Para las variables

que recogen los titulos de anticuerpos se calculd la media
geométrica.

Resultados

De los 189 estudiantes seleccionados, 32 (17%) fueron
portadores de N. meningitidis. Aunque no se observo
diferencia estadisticamente significativa respecto al total de
portadores del sexo femenino y masculino, prevalecieron los
portadores de N. meningitidis entre las adolescentes del
grupo de 15 afios (76,5%), mientras que en los varones el
mayor porcentaje se observo en los estudiantes de 16 afios
(40%). Al relacionar el resto de los factores de riesgo
investigados (hébito de fumar, régimen de internado y
antecedentes de infeccion respiratoria aguda reciente) con el
estado de portador, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05).

La caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas se
describe en la Tabla 1. Predominaron las cepas no
agrupables (NA) (84,4%), seguidas por el serogrupo B
(12,5%) y Z (3,1%). Entre los serotipos prevalecieron los no
tipables (NT) (53,1%), seguidos por el 15 y el 4, ambos con
porcentajes similares (21,9%) y un aislamiento correspondio
al serotipo 1 (3,1%). Los subtipos mostraron una mayor
diversidad, prevaleciendo las cepas no subtipables (NST)
(31,2%) y P1.5 (15,6%). Predomind el inmunotipo L3,7,9
(71,9%).

Tabla 1. Marcadores fenotipicos entre las cepas de N. meningitidis aisladas.

Indicador Fenotipico Clasificacion Aislamientos (n) %
NA 27 84,4
B 4 12,5
Serogrupos 7 1 3.1
Total: 32 Total: 100
NT 17 53,1
Serotipos 15 7 21,9
4 7 21,9
1 1 3,1
Total: 32 Total: 100
PI.NST 10 31,2
Subtipos P1.5 5 15,6
P1.7 3 9,4
P1.14 3 9,4
P1.15 3 9,4
P1.6 2 6,3
P1.13 2 6,3
P14 1 3,1
P1.10 1 3,1
P1.12 1 3,1
P1.7,13 1 3,1
Total: 32 Total: 100
L3,7,9 23 71,9
Inmunotipos NIT 5 15,6
L10 2 6,3
L3,7,9,8 1 3,1
L3,7,9,10 1 3,1
Total: 32 Total: 100
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Figura 1. Susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de N. meningitidis aisladas.

La Tabla 2 muestra los resultados de la actividad bactericida
del suero. Doce afios después de la inmunizacion con VA-
MENGO-BC®, el 42 y 25% de los estudiantes exhibieron
titulos de anticuerpos bactericidas frente a las cepas B 'y C,
respectivamente. El comportamiento de portadores y no
portadores con relacion a la actividad bactericida del suero
no mostroé resultados significativos.

Tabla 2. Actividad bactericida del suero contra las cepas
B:4:P1.19,15:1.3,7,9 y C11 ATCC, segun la condicion de
portador y no portador de N. meningitidis .

Condicion de portador y no portador de N. meningitidis

Portador N. No portador N.
Cepas meningitidis meningitidis > Titulos*
n (%) n (%)
B:4:P1.19,15:L3,7,9 15 (47%) 63 (41%) >1:4
Cl11 ATCC 7 (22%) 37 (25%) >1:8

*Titulos > 1:4 para la cepa de N. meningitidis B y > 1:8 para la cepa
C (p>0,05)

Discusion

El nimero de portadores de N. meningitidis identificados en
este estudio mostr6 para este grupo de edades cifras
similares a las descritas por otros autores, coincidiendo asi
con los trabajos que sefalan porcentajes de portadores
elevados entre los adolescentes y adultos jovenes (10-35%)

(8, 9). No obstante, otros notifican cifras inferiores (11,3% y
1,4%) (10, 11). Sin embargo, un estudio realizado en jovenes
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universitarios seflala una cifra mas elevada (32%) (12),
resultado quizas favorecido por tratarse de estudiantes de
una academia militar, poblacion sometida a condiciones de
vida que propician una mayor interaccion social, tales como:
el hacinamiento, las maniobras, acampadas y
movilizaciones, actividades que incrementan la transmision
de cepas de N. meningitidis entre estos individuos.

Aunque no se observd diferencias estadisticamente
significativas cuando se relaciono el estado de portador con
la edad y el sexo, el ligero predominio de portadores en el
sexo femenino coincidié con el resultado descrito por Davies
y colaboradores, al estudiar 119 contactos de adolescentes de
un caso indice de EM (13). No obstante, numerosos trabajos
refieren un mayor numero de portadores de N. meningitidis
entre los varones (14, 15), situacion que pudiera quizas estar
influenciada por los numerosos estudios realizados en
localidades cerradas o semicerradas, sitios donde suele
prevalecer la poblacion masculina.

La exposicion pasiva y activa al humo del tabaco constituye
una de las variables mds involucrada con el estado de
portador de meningococo debido a los efectos perjudiciales
que se le atribuye al humo sobre la accion ciliar de las
células de la mucosa respiratoria (16, 17, 18). No obstante,
coincidiendo con este estudio, trabajos realizados en
diferentes regiones tampoco seflalan asociacion entre ambas
variables (12, 19, 20). El resultado obtenido en este trabajo
pudo estar influenciado por la poblacion investigada, grupo
de individuos muy jovenes y con poco tiempo de exposicion
al tabaco.

El hacinamiento se asocia también al estado de portador y
son numerosas las investigaciones que aseveran esta
condicién, sobre todo aquellas vinculadas con las
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poblaciones militares o grupos que conviven en regimenes
de internado o seminternado (21, 22). Aunque, en este
estudio no se observo diferencias significativas al comparar
la condicién de alumno interno con el estado de portador de
meningococo, estd bien documentado que los portadores
nasofaringeos de bacterias potencialmente patdogenas y que
habitan en instituciones cerradas, aumentan en mas de un
50%, propiciandose asi una mayor transmision de estos
microorganismos (23).

Algunos autores refieren que las infecciones respiratorias
agudas (IRA), principalmente las de etiologia viral,
predisponen a la colonizacidon nasofaringea por bacterias
patégenas (22, 24). Sin embargo, la evidencia que ejerzan
efectos importantes en la adquisicion de N. meningitidis
resulta compleja, asi lo expresan los estudios realizados en
Africa y la India durante un periodo invernal, época
caracterizada por el aumento de las IRA, donde
contrariamente a lo esperado no detectaron un aumento del
indice de portadores (2).

Las caracteristicas fenotipicas de las cepas aisladas en este
estudio difieren del patrén mostrado por las cepas aisladas
durante la epidemia de EM en Cuba, etapa donde existi6é un
evidente predominio del fenotipo B:4:P1.19,15:1:3,7,9 (25).
Sin embargo, las asociaciones fenotipicas de este trabajo
mostraron un comportamiento similar a los obtenidos en los
estudios de portadores realizados en Cuba durante los
ultimos afios, resaltandose la gran variabilidad de las cepas
(12, 26), resultado que coincide con aquellos que sefialan
una mayor diversidad entre los aislamientos de portadores
(27, 28). El predominio de las cepas NA en este trabajo y la
ausencia del serogrupo C, hablan a favor del impacto
logrado por la inmunizacioén sistematica con VA-MENGO-
BC" desde 1991, comportamiento que se hace mas evidente
debido al escaso nlimero de cepas virulentas identificadas.

La resistencia a la sulfadiacina constituye una situacion
reconocida mundialmente. Estudios similares realizados en
Cuba (29) y en otras regiones (19, 30) confirman la
persistencia de esta resistencia y justifican su abandono
como quimioprofilactico. Sin embargo, la rifampicina
mantiene su vigencia y constituye el firmaco de eleccion en
Cuba y otros paises, pero se observa una tendencia a la
emergencia de cepas resistentes, sobre todo después de su
empleo en la prevencion de casos secundarios de EM (31).

Al igual que otros trabajos realizados en Cuba (32), en este
estudio todas las cepas fueron sensibles al cloranfenicol. Sin
embargo, en Francia y Vietnam se detectan meningococos
resistentes a este antimicrobiano, alertandose del aumento de
cepas de N. meningitidis con caracteristicas similares (33,
34).

En este trabajo se constat6 la eficacia de la ceftriaxona,
coincidiendo asi con lo descrito por otros autores, los que
manifiestan su utilidad para el tratamiento de los casos
invasivos de EM, demostrando también su efectividad para
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erradicar el estado de portador (35). Por otro lado, la
ciprofloxacina, farmaco del grupo de las quinolonas,
constituye una buena alternativa como quimioprofilactico,
sin embargo, recientemente se han encontrado en Argentina
cepas con SI (36), comportamiento que pudiera estar
relacionado con la presion selectiva ejercida por el uso
indiscriminado del mismo en las infecciones de la
comunidad (31).

Desde hace algunos afios, el fendomeno de la SI a la
penicilina se ha convertido en un problema para las
autoridades de salud. Otros trabajos realizados en Cuba
seflalan una situacion similar a la del presente estudio (26,
37). En Espafia la emergencia de cepas de N. meningitidis
con SI a la penicilina se identificé desde 1985, situacion que
aumenta también en varios paises y llega a considerarse
como un problema terapéutico de gran envergadura (19, 31,
35).

Cuando se analizd la respuesta inmune basal por EBS, el
suero de un numero considerable de estudiantes mostrd
anticuerpos bactericidas contra ambas cepas vacunales 12
afios después de inmunizados, comportamiento que puede
estar relacionado con una respuesta inmune de larga
duracién inducida por VA-MENGO-BC® y reforzada por la
exposicion de manera repetida e intermitente a otras cepas
de meningococo que inducen la formacién de anticuerpos
homologos y heterdlogos. No debe descartarse el hecho de
que esta inmunidad se refuerza por la exposicion a bacterias
que no tienen relacion taxondémica con N. meningitidis, pero
que comparten con ella epitopes semejantes e inducen
anticuerpos con reactividad cruzada. Se seflala que M.
lactamica induce la formacion de anticuerpos bactericidas
contra meningococo, protegiendo asi de la infeccion
meningococica (38).

Se puede concluir que, para comprender mejor la
transmision de cepas de N. meningitidis dentro de la
comunidad se deben seguir realizando estudios similares,
trabajos que incorporen otros grupos poblacionales y
métodos diagnosticos que contribuyan a una mejor
identificacion de las cepas. El conocimiento de los
marcadores epidemioldgicos de las cepas de N. meningitidis
aisladas de enfermos y portadores, asi como la respuesta
inmune a este microorganismo, constituyen estudios
indispensables en la vigilancia epidemioldgica de la EM.
Identificar los fenotipos y la susceptibilidad a los
antimicrobianos de las cepas circulantes aporta una valiosa
informacion para analizar adecuadamente el alcance de las
acciones de Salud Publica y posibilitar la toma de decisiones
sobre futuras intervenciones basadas en datos cientificos.
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Neisseria meningitidis carriers, characterization of isolated strains and basal immune response to
VA-MENGOC-BC®

Abstract

A descriptive transversal study of N. meningitidis carriers involving 189 students of 12-19 years old of a Polytechnic School in
Ciego de Avila province was carried out. This study aimed at knowing the prevalence of N. meningitidis carriers , the
epidemiological markers as well as risk factors associated to carrier state and to basal immune response to VA-MENGOC-BC®
in teenagers. Blood sample and pharyngeal swab tests were carried out to the students, in addition a survey was performed to
find out aspects of research. Identification of N. meningitidis was carried out by API NH system (bioMérieux). Sero-subtypes
and immunotypes were classified by whole cell ELISA with monoclonal antibodies, and basal immune response was detected
by Serum Bactericidal Assay (SBA). Antimicrobial susceptibility of strains to Penicillin, Chloramphenicol, Rifampicin, Sodic
Sulfadiazine, Ceftriaxone and Ciprofloxacine was determined. Prevalence of N. meningitidis was 17%. Non groupable strains
were predominant (84.7%), followed by serogroups B (12.5%) and Z (3.1%), serogroup C was absent. Phenotype
NA:NT:P1.NST:L3.7.9 (12.5%) prevailed, resistant strains to sulfadiazine (78.2%) and sensitive to penicillin (81.3%), though
18.7% showed intermediate sensitivity to this drug. All strains were sensitive to the remaining antimicrobial drugs. Memory
immune response to meningococcal vaccine (VA-MENGOC-BC®) was observed , 12 years after its application, with anti C and
B bactericidal titers of 25 and 42% respectively. We consider that these results may be influenced by systematic immunization
that is carried out with this vaccine in Cuba since 1991.

Keywords: Neisseria meningitidis, carriers, immunologic memory, Serum Bactericidal Assay, antimicrobial susceptibility.
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Meningococcal outer membrane proteins have been used for over 20 years in more than 80 million
doses; either as carrier protein in a Haemophilus influenzae type b (Hib) polysaccharide conjugate vaccine
or as vesicle vaccine formulations against meningococcal disease. Conventional wild-type outer mem-
brane vesicle (wtOMV) vaccines are the only formulations that have shown efficacy against serogroup B
meningococcal disease. This has been demonstrated in Cuba, Norway and New Zealand; where epidemics,
dominated by one particular strain or clone, were causing high rates of disease and wtOMYV vaccines have
been used for epidemic control. The most significant limitation for widespread use of wtOMV is that
the immune response is strain-specific in infants, mostly directed against the immuno-dominant porin
protein, PorA. The natural orientation of surface-exposed membrane antigens and the preservation of
good physico-chemical stability are key features of OMV vaccines. The efficacy, tolerability and safety of
wtOMV vaccines have been well proven. The most recent experience from New Zealand demonstrated a
vaccine effectiveness of 80% for children less than 5 years of age, over a period of 24 months. Such results
are encouraging for the further use of “tailor-made” OMV vaccines for epidemic control. Moreover, it
provides opportunities for development of OMV vaccines with various additional cross-protective poten-
tial. There is good reason to believe that in the coming few years the “OMV-concept” will be exploited
further and that a number of cross-protective “universal” antigens will be included in vaccines against
serogroup B meningococcal disease. The desire to have a global vaccine strategy that enables susceptible
individuals to be protected against all the relevant serogroups of meningococcal disease may become a
reality.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction with estimates of 500,000 cases and more than 50,000 deaths

reported annually [4].

The obligate human pathogen Neisseria meningitidis is a Gram-
negative bacterium that variably colonizes the nasopharynx of
healthy individuals, often at a level of 10-20% [1,2]. On rare occa-
sions an encapsulated strain invades the blood stream leading to
meningitis and/or septicaemia. Death occurs in around 5-10% of
cases and up to 20% survivors are left with serious injuries including
loss of limbs and neural deficits [3]. Invasive meningococcal disease
causes a significant public health burden throughout the world,

* Corresponding author at: Department of Bacteriology and Immunology, Norwe-
gian Institute of Public Health, Oslo, P.O. Box 4404 Nydalen, NO-0403 Oslo, Norway.
Tel.: +47 915 36 782; fax: +47 21076518.

E-mail address: johan.holst@fhi.no (J. Holst).

0264-410X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vaccine.2009.04.071

Meningococci are differentiated on the basis of their capsular
type. Effective conjugated capsular polysaccharide-protein vac-
cines have recently been developed for prevention of disease caused
by strains of serogroup A, C, W-135 and Y in all age-groups [5].
However, the capsular vaccine approach is not suitable for strains
of serogroup B since that polysaccharide capsule has a struc-
tural homology with the polysialylated form of the neural cell
adhesion molecule (PSA-NCAM) in the human foetal brain. Such
structures can also be found in adult tissues, though in lesser
amounts. The serogroup B capsule is poorly immunogenic, but more
importantly the concern is that its use could lead to an autoim-
mune response and tissue damage in vaccinees, or even cause
foetal disorders [6]. Therefore, the vaccine approach for group B
meningococci has largely focused on outer membrane proteins.
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Table 1
Studies giving estimates of vaccine efficacy/effectiveness by OMV vaccines.
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Trial Vaccine Doses Efficacy/effectiveness®®
Adults/adolescents Children Infants Estimate (total)

Chile Finlay 4:P1.19,15 Two doses 83% (16 months) / / 83% (16 months)
(Iquique) VA-MENGOC-BC 10-14 years
Cuba WRAIR® Two doses 70% (30 months) / —23% (30 months) 51%
1987-1989 15:P1.7-2,3 5-21 years
Norway NIPH Two doses 87% (10 months) / / 57% (29 months)d
1988-1991 15:P1.7,16 57% (29 months)

MenBvac 13-16 years
Brazil® Finlay 4:P1.19,15 Two doses 74% 74% —37% 54%
1990-1991 VA-MENGOC-BC >48 months 24-47 months <24 months
New Zealand NIPH/Novartis Three dosesf 73% (24 months)?-8 80% (24 months)*h 85% (24 months)*h 73% (24 months)*&
“Roll-out” 2004-2008 4:P1.7-2,4 69% (42 months)?-& 1/2-5 years 1/2-3 years 69% (42 months)&

MeNZB 5-19 years <20 years

@ Effectiveness.
b Duration of the observation period given in parentheses.

¢ Not an OMV formulation; <0.1% LPS. Thus, this is rather a vaccine formulation consisting of protein aggregates [50].

4 According to study protocol [12].
¢ Case-control study [51].

f Please note that the estimates from New Zealand follows a three dose primary immunization series (6 weeks apart), as opposed to all the other efficacy trials [55-59].

& Poisson regression (no age dependence found) [56,57].
" Cohort study [58].

Historically in the more developed countries serogroup B disease
has tended to dominate, although serogroup C caused more fatal-
ities. Following the gradual increase of global implementation of
the glycoconjugate serogroup C vaccines in routine infant immu-
nization programs a reduction of serogroup C cases has occurred
[7]. Serogroup Y meningococcal disease which emerged in the USA
over the last decade accounted for more than one third of their cases
[8]. Recent epidemiological data reveals that serogroup B strains
currently are responsible for 40-50% of sporadic meningococcal
disease also in USA and more than 90% in certain European coun-
tries [9,10]. Thus with the increasing introduction of a quadrivalent
polysaccharide-protein conjugate vaccine against serogroups A, C,
W-135 and Y, a vaccine to control serogroup B remains the last
meningococcal challenge in the industrialized world. In most coun-
tries, the highest rates of serogroup B disease occur in infants less
than 1 year of age. The challenge is to develop an optimal vac-
cine that is safe, effective and has the ability to induce long-term
immunity in infants.

To date, wild-type outer membrane vesicle (WtOMV) vac-
cines are the only formulations that have shown efficacy against
serogroup B meningococcal disease. Efficacy has been demon-
strated in Cuba, Norway, Chile, Brazil and New Zealand (Table 1);
where epidemics dominated by one particular strain of defined
clonal type were lasting for decades [11-13]. Because of their
strain specificity wtOMV vaccines are particularly suitable for epi-
demic control [14]. The most significant limitation of this approach
is that the strain-specific immune response, in smaller children
and infants, is almost exclusively directed towards the immuno-
dominant porin protein, PorA [15-17].

The present review deals with the physico-chemical properties
of wtOMV vaccine formulations, the experience from clinical trials,
epidemic control and routine use by conventional OMV vaccines.
The potential for various improvements of the “OMV concept” and
likely scenarios for future use will also be addressed.

2. Manufacture, characterization and other pre-clinical
data

From the early 1980 various manufacturing methods for OMV
vaccines have been presented [18,19]. The most detailed and com-
prehensive presentation was published by Frasch et al. [20].

Traditionally the OMV bulk for vaccine production is pro-
cessed from bacteria that have been grown by fermenter in a
semi-synthetic (e.g. modified Frantz’ medium) or a fully synthetic
medium (e.g. Catlin-6). The bacterial mass is harvested by centrifu-
gation or tangential flow filtration. Outer membrane vesicles are
extracted by 0.5% sodium deoxycholate (DOC) in a Tris—-EDTA buffer,
pH 8.5 buffer. Cell debris is removed by low speed centrifugation
or by tangential flow filtration. Concentration is done by ultrafil-
tration. Further purification is achieved by ultracentrifugation. The
membranes are suspended in a 3% sucrose solution (stabilizing
the OMVs). Purification of OMV can also be done by gel filtration
chromatography. Concentration of purified OMVs may be done by
diafiltration (300 kDa exclusion limit membrane). Finally the OMV
solutionis passed through a 1.2 pm membrane for removal of aggre-
gates, then through a 0.22 wm membrane (i.e. “sterile” filtration).
OMYV bulk is normally stored at +5°C at a concentration of approx.
1 mg/ml until further processed (e.g. adsorbtion to Al-adjuvant).

An alternative manufacturing strategy for obtaining OMVs is to
concentrate the growth media supernate after discarding the bacte-
ria. This implies harvesting all the released vesicles during bacterial
growth. Some strains and particular mutants are better for this
purpose than others (see below).

Using the vesicle structure for antigen presentation has several
advantages. The most important of which is that surface-exposed
membrane antigens maintain their physico-chemical stability. Dur-
ing manufacturing, the lipopolysaccharide (LPS) content is reduced
substantially (from 25-50% to about 5-10% in relation to total pro-
tein), in order to make the vaccine acceptable for parenteral use
[20,21]. To retain the outer membrane bi-layer confirmation, a min-
imal amount of LPS (approx. 1%) has to be retained in the membrane.
In a transmission electron microscope (TEM) the negatively stained
membrane material appears as vesicles, with an average diameter
of 80-100 nm (Fig. 1B).

Normally the final vaccine is formulated by adsorbing the
“sterile”-filtered OMV bulk onto an aluminium adjuvant [20,21].
Initial studies at NIPH, using both unadsorbed- and adsorbed OMVs
did not show any large difference regarding the immune response
against serogoup B meningococci [22,23]. However, the choice for
an adsorbed formulation was done on the basis of general stability
judgements and the intention to keep the free LPS at a minimum
[21,22]. OMV vaccines are usually stable for years, both as adsorbed
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Fig. 1. A presentation of key physical features of OMV vaccines, namely the vesicle and its appearance. In part A (left) it is given a schematic model of the OMV entity showing
the main constituents of MenBvac: the outer membrane proteins PorA (blue), PorB (light green), RmpM (class 4 protein) (yellow egg-forms), OpcA (class 5 proteins) (red
cylinders). LPS protrudes out of the membrane and the phospholipid bilayer is visualized by red “heads” and curved “tails”. The detergent DOC has not been included in
the drawing; (courtesy of Audun Aase, NIPH, Oslo). Part B (right) shows an electron micrograph of outer membrane vesicles of N. meningitidis. The vesicle diameter is about

50-200 nm (80 nm on average); (courtesy of Ellen Namork, NIPH, Oslo).

to Al-adjuvant or stored as unadsorbed vesicles in bulk at +5°C
[20,21].

Membrane-bound LPS is about 100 times less toxic compared to
free LPS [24]. Studies in rabbits with the Norwegian OMV vaccine
(MenBvac) gave about the same difference between LPS in water
and incorporated in vesicles as reported by Tsai et al. [24]. Adsorbing
the vesicles to aluminium hydroxide reduced the pyrogenic activity
even further (about 5-10 times less) [21,23].

The OMV vaccines are rather complex formulations [21]. One-
dimensional SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
with Commassie Brilliant Blue (CBB) staining (followed by protein-
scanning of the gel) and Western blotting using specific antisera
and/or monoclonal antibodies has been the standard way to iden-
tify and determine the relative amounts of the various antigens in
the formulation [20,21]. Some antigens (e.g. lipoproteins) are diffi-
cult to measure in this way. Fig. 2 shows a typical protein pattern
of two different wtOMV vaccines after CBB staining.

The availability of sequence data for the whole Neisseria genome
and improved proteomic technology has increased the identifi-
cation and definition of the OMV proteome [25]. In addition to
one-dimensional electrophoresis, two-dimensional techniques are
used, as well as mass spectroscopy, differential in gel electrophore-
sis (DiGE) and multiplex immunodetection. Recent qualitative
proteomic studies have shown that OMV vaccines also contain a
high number of periplasmic and cytoplasmatic proteins [25-28].
However, quantitatively the vaccines are dominated by the well
known outer membrane proteins like the PorA-, PorB porins, reduc-
tion modifiable protein (RmpM) and OpcA invasin [20,21,25]. A
number of iron-regulated proteins (like TbpA/-B and FetA or FrpB)
will also be seen if iron-depleted growth conditions are chosen [20].

During recent years the compositions of different OMV formula-
tions have been studied in greater detail. Several hundred different
proteins have been identified [25-28]. Uli et al. measured the con-
tribution of the major proteins to the total protein content in the
Cuban OMV vaccine and found it to be about 60% [27]. The study of
Ferrari et al. compared the composition of conventional detergent
extracted vesicles and the vesicles released spontaneously by the
N. meningitidis Agna33 mutant [26]. They found less than half as
many different proteins in the mutant OMV preparation (60 ver-
sus 138). Of the detected proteins from the conventional detergent
extracted vesicles more than 60% of the total number was reported
to belong to the inner membrane and cytoplasmatic compartments.

By contrast, most of the proteins from the mutant OMVs were clas-
sified as outer membrane proteins. Furthermore, the mutant OMV
formulation elicited bactericidal antibody responses in mice that
indicated a protective capacity against a broader panel of strains
than the ordinary OMV [26]. These encouraging results deserve to
be tested in clinical trials. However, it must be noted that there were
a number of variables between the two methods for OMV prepara-
tion, justifying caution regarding conclusions from the comparison
(e.g. whole cell extraction versus blebs from supernate; detergent

LMW-std NZ NO
L - Tifi
94 kDa —— 85kDa
FetA/FrpB
67 kDa o
43 kDa -
T s W PorA
S e PorB
RmpM
PE— OpcA
30kDa W -
20 kDa -

F—  NsopA

Fig. 2. The main protein composition of OMVs from MenBvac (NO) and MeNZB (NZ)
as can be visualized by CBB staining after SDS-PAGE. Molecular weight standard on
the left and positions of the various visible proteins indicated on the right.
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versus no detergent and thus, a substantial difference in the LPS
amount).

Inspired by the good results of the Cuban and Norwegian effi-
cacy trials with their respective wtOMV vaccines, and attempting
to avoid some of the observed shortcomings of the conventional
wtOMYV vaccines, Poolman and van der Ley genetically engineered
meningococcal strains to harbour several different PorAs [29]. Later
this approach has been pursued to give the two formulations “Hex-
aMen” and “NonaMen”. The Netherlands Vaccine Institute (NVI)
state that “NonaMen”, containing nine different PorA’s, is likely
to cover approximately 75% of the serogroup B strains circulating
globally [30]. The production and control of this genetically altered
OMYV vaccines, is along the lines of the wild-type ones [20,31].
It should be noted, however, that a number of modifications to
the wild-type strain 44/76 (originally, the Norwegian production
strain) have been engineered in order to make modified strains
with three different PorA proteins inserted in each strain. Recombi-
nant DNA-technology has been used to achieve this. Thus, recOMV
might be the right term for this type of vesicle vaccine. The whole
developmental effort focused on PorA as the protective antigen in
the vaccine. The vaccine development involved deleting the PorB,
having a “rougher” LPS (lacking, the lacto-N-neo-tetraose/L3,7,9
epitope) and reducing the amounts of the RmpM protein by select-
ing colonies during laboratory growth. The clinical performance
of the modified vaccine was reported following a study in chil-
dren (Gloucestershire, UK) [32]. This study showed that four doses
were needed in the primary immunization for some of the least
immunogenic serosubtypes.

The OMV component of the Hib-conjugate vaccine PedvaxHIB,
manufactured by Merck, Sharp & Dohme, consists of the same mate-
rial as traditional OMV formulations [33]. However, not much has
been published about the QC and characteristics of this formulation.
Important to note is that studies have been showing substantially
different immunogenicity using the Hib-conjugate when compared
with other Hib formulations using tetanus toxoid, diphtheria tox-
oid or CRMyg; as carrier proteins. A stronger immune response
occurs with the conjugate vaccine containing the meningococcal
OMV as conjugation partner in the T-dependent vaccine [33-35].
The difference in response is particularly significant with the initial
immunization (first and second dose) [33,35].

Initial clinical trials tested both adsorbed- and unadsorbed
vaccine formulations. The immunogenicity was similar. However,
aluminium adsorbed vaccine was chosen for licensing in order to
improve tolerability [36]. The amount of Neisserial proteins in each
dose of the current PedvaxHIB formulation is 125 g and the PRP
Hib-capsular polysaccharide is 7.5 g [37].

The manufacturer of the Hib vaccine conjugated with meningo-
coccal proteins used the term outer membrane protein complex
(OMPC) and they attributed the observed mitogenic effect for lym-
phocytes to the PorA2 (“class 2 porin”). The immuno-stimulatory
effect was shown to be different than the B-cell polyclonal activa-
tion of LPS [33,38]. The strongest mitogenic activity was measured
with denatured, monomeric porins, not with native, trimeric porins
[33]. Thus, how much of these studied immunological effects that
are also present in conventional OMV vaccines against meningo-
coccal disease has not fully been elucidated.

Recently, it has been noticed that the use of DOC or other
detergents selectively removes loosely associated membrane
lipoproteins, some of which have been shown to have protective
potential. Approaches to avoid using detergent treatment of outer
membranes have so far been presented by a couple of different
research groups [39-42]. The advantage being not to lose lipopro-
teins and other components readily extracted by DOC (e.g. factor-H
binding protein, fHbp), and to obtain more native vesicles (NOMV).
Preliminary results indicate that non-detergent treated vesicles
might present the protective antigens differently than the conven-

tional DOC-treated OMV vaccines [39-41]. For further stimulation
of cross-reactive immunity, the expression of minor conserved
membrane proteins (e.g. NadA and fHbp) is increased by geneti-
cal manipulation in this type of development approach. However,
in order to have a vaccine acceptable for human use, the lipid A part
of LPS must then be detoxified genetically [40,42].

Vaccine formulations for mucosal application have been both
unadsorbed conventional OMV and native vesicles with high con-
tent of LPS (>25% in relation to total protein). Both types of mucosal
formulations have shown good immunogenicity to the meningo-
coccal vesicles and capacity to enhance the secretory- and systemic
immunity towards other vaccine antigens; i.e. function as a mucosal
adjuvant for influenza virus etc. [43-46]. However, one of the limi-
tations experienced has been the high amount of material needed
(approx. 10 times the dose used for injection). Thus, further stud-
ies are needed to optimize the formulations and administration
method [45].

3. Development, use and impact of protein based vaccines
for serogroup B meningococci

Already early in the 20th century, the importance of serum bac-
tericidal activity (SBA) for protection against meningococcal disease
was noted [47,48], but the most quoted publication is the 1969
paper by Goldschneider et al. in which a correlation between SBA,
disease incidence and age was shown [49]. The same correlation
pattern of increasing SBA level, with diminishing disease rates, fol-
lowing increasing ages in the adolescent period was shown for
serogroups A, B and C meningococci [49].

One of the earliest MenB vaccine trials was done in 1987-1989
when the Walter Reed Army Institute of Research (Bethesda, USA)
developed and tested a vaccine in Iquique, Chile to control an epi-
demic, caused by a B:15:P1.3 strain of genetical designation ET-5
complex. Two doses of vaccine were given to persons aged from
1-21 years [50]. For those aged 5-21 years the point estimate for
efficacy was reported as 70% (P= 0.04) after 30 months, whereas for
children 1-4 years of age no efficacy was observed. In that study the
SBA levels in a sample of subjects showed minimal or no increases
in antibody levels in children aged 1-4 years but higher levels in
those aged 5-18 years [50].

Around the same time a vaccine, VA-MENINGOC-BC developed
by the Finlay Institute in Cuba to control an epidemic caused by
strain type B:4:P1.19,15 with genetical designation ET-5 complex
[11]. The vaccine was given as two doses and first tested in a ran-
domized double-blind controlled trial in 106,000 Cuban school
students (aged 10-14 years) from 1987 through 1989. In that study,
efficacy for prevention of the Cuban strain of meningococcal dis-
ease was estimated to be 83% during 16 months observation period
(95% Cl=42-95%); Fisher exact P<0.001 [11].

In a case-control study in Sao Paulo, Brazil, during 1989-1990
two doses of VA-MENINGOC-BC were given to all age-groups. Effi-
cacy values of —37%, 47% and 74%, were calculated for groups
of infants aged 3-23 months, 24-47 months and 48-83 months,
respectively [51].

In 1988-1991 a third strain-specific vaccine, MenBvac, was tri-
alled by the Norwegian Institute of Public Health (NIPH), Oslo. This
vaccine was developed as a response to an ongoing clonal epidemic
[12]. The production strain (44/76-SL) was a typical representative
for the disease-causing strains with the phenotypic characteris-
tics: B:15:P1.7,16 and the genetical designation ST-32/ET-5 complex
[21]. This vaccine was also tested as two doses in a placebo con-
trolled double-blind efficacy trial involving about 172,000 students
aged 13-14 years. The vaccine was developed in response to the
domination of the disease-causing strain type, and given in a two-
dose regimen. Vaccine efficacy was calculated to be 57% after 29
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months observation period (95% Cl=21-87%) with antibody levels
reported as waning after 10 months [12,52]. Re-evaluation of the
data showed the point estimate at 10 months to be 87% [52] (see
Fig. 3).

From 1991 New Zealand experienced a clonal outbreak by sero-
goup B meningococci strains with the phenotypic characteristics
of B:4:P1.7-2,4 and the genetical designations ST-41/44 complex,
lineage III [13]. In early 2004 the devastating results were 5550
cases and 222 deaths in a population slightly above 4 million. More-
over, children of indigenous Maori and Pacific ethnicity had a much
higher risk of getting meningococcal disease. Based on aggregated
data from 1997-2003, a Pacific child had a 1 in 68 chance of con-
tracting the disease before reaching 5 years of age. For a Maori
child this risk was 1/117 and for a child with European or other
background it was down to 1/438 [53].

With an epidemic well established in New Zealand and already a
number of deaths or injuries, it was considered unethical to disad-
vantage a number of children by undertaking a placebo-controlled
phase III clinical trial. The New Zealand Regulatory Authorities
licensed MeNZB for epidemic control and campaign use in July 2004
[53]. Chiron (later Novartis), Siena, Italy; in collaboration with NIPH,
Oslo, Norway; started development of a “tailor-made” vaccine for
New Zealand, based on a B:4:P1.7-2 strain (NZ 98/254) and the pre-
clinical studies initiated by Rosenqvist [54]. This lead to a contract
for manufacture of the New Zealand vaccine, MeNZB and a collabo-
ration with the New Zealand Ministry of Health for clinical trials and
roll-out of the vaccine [14,53]. The studies undertaken were con-
ducted in accordance with the declaration of Helsinki guidelines
on good clinical practice and the New Zealand regulations for clin-
ical trials. The first MeNZB trial was in 75 adults [55]. Randomised
observer-blind trials were undertaken with MeNZB. The Norwegian
vaccine, MenBvac was used as control [56], except for the young
infants, where non-inferiority with the routine infant vaccines was
used [56]. Based on the initial clinical trials in New Zealand and
the safety data base for the Norwegian “parent vaccine”, MenBvac,
the public health intervention of delivering MeNZB to all individu-
als between 6 weeks and 19 years (approx. 1 million people, given
three doses at 6-week intervals) has been the largest immunization
program in New Zealand to date [53].

Initial estimation of the effectiveness with MeNZB for the vacci-
nated population (<20 years) was found to be 73% in a prospective
study, using statistical modelling [57]. Estimation of effectiveness in
children aged 6 months to <5 years was later evaluated by an obser-
vational cohort design [58]. The study showed that the immune
response in vaccinated children led to good and lasting vaccine
effectiveness. Compared with unvaccinated children, fully vacci-
nated children were 5-6 times less likely to contract meningococcal
disease (caused by the epidemic-/vaccine strain) in 24 months after
immunization. This corresponds to a vaccine effectiveness of 80%
for children aged 6 months to <5 years and 85% for children aged 6
months to <3 years [58].

In very young infants (6 weeks of age) data from the New Zealand
clinical trials suggested that the immune response after three doses
was good, but that a fourth dose at 10 months of age was necessary
to elicit a similar response as that seen in older infants (6 months
and older). In toddlers, the use of a fourth dose 11-16 months after
the administration of the third dose elicited a stronger immune
response demonstrating the value of an additional dose of vaccine
given at an older age [59].

Following the primary immunization of two doses in the Nor-
wegian study, the bactericidal antibodies declined over the next
ten months to low levels which coincided with the appearance
of “break-through” cases in the vaccinated group. In a separate
immunogenicity study involving a third dose of vaccine given 10
months after the second dose it was shown that a strong booster
response was induced (Fig. 3), suggesting that a third dose of vac-
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Fig. 3. Illustrating the duration of immune response and protection. The graph is
based on data from the efficacy trial in Norway and an immunogenicity trial during
the same period (investigating the effect of a booster-dose). Bactericidal activity in
a three-dose study (left Y-axis) as compared to the number of cases (cumulative) in
vaccine- and placebo groups in the original two-dose efficacy trial (right Y-axis).

cine is necessary for a more sustained protective level [52]. The
effect of a booster dose as long as 4-5 years after the primary
immunization with two doses had previously been studied in 27
Norwegian adults [60]. This immunogenicity trial also showed a
substantial benefit of the booster immunization.

The immunological memory and the “booster response” appear,
however, not to be fast enough in the instance when meningococci
are entering the blood stream. In that case, sufficient circulating
antibodies or other protective mechanisms seem to be required.
This was also recently demonstrated in a small study (six adults)
undertaken in New Zealand with MeNZB. It took 5-8 days before the
subjects showed a measurable increase in antibody response after
the fourth (“booster”) dose of MeNZB; 15 months after receiving
their primary immunization (Martin et al., manuscript in prepara-
tion). This is in accordance with the previous findings of Rosenqvist
et al. [60].

Various studies with wtOMV vaccines revealing efficacy- or
effectiveness estimates are presented in Table 1. Note that different
observation periods, varying age-groups and number of doses have
been used in the different studies.

4. Age specificimmune responses

The marked and selective differences in the immune response
in various age-groups after immunization with OMV vaccines, was
first reported following a collaborative trial in Santiago, Chile in
1994 with the Cuban and Norwegian OMV vaccines [15]. When the
target organisms in the SBA test were of the same strain type used
for vaccine manufacture (i.e. homologous strain), the percentage of
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Fig. 4. The degree of strain- and serosubtype specific response is varying with age.
The percentage of responders in the bactericidal assay (>4-fold rise) with various
target strains; after three doses of MenBvac. Adults are showing the most cross-
reactive SBA responses.
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vacinees having >4-fold rise in SBA titres, was of the same mag-
nitude for the infant group as for adults (>95%), (see Fig. 4 for the
immune responses after the Norwegian vaccine). However, when
the target strain differed from the vaccine strain (i.e. being heterol-
ogous), then approx. 10% of the infants were counted as responders,
compared to 45-60% among adults [15,16]. This PorA dominating
immune response was also later demonstrated in New Zealand
[17]. Deletions in the PorA VR2 epitope of the New Zealand epi-
demic strain modified the level of strain recognition by vaccine
induced functional antibodies. Moreover, impaired expression of
the PorA protein in an epidemic strain type, (due to a reduction
of guanidine residues in the polyguanidine track of the porA pro-
moter region), resulted in no serum antibody recognition in the
SBA test [17]. In adults the situation is substantially different; e.g.
after being vaccinated with MenBvac the percentage of responders
was only reduced from 96% to 45% or 60% (data for MenBvac) when
heterologous strains were used as targets in the SBA test [15].

The important finding of the study in Santiago, Chile [15] was
initially rather overlooked; in spite of encouraging homologous
responses in infants and that an editorial in JAMA mentioned a
“strain-specific” or “tailor-made” vaccine as a possible future option
[61]. Unfortunately the negative outcome from the Chilean study,
i.e. “These data suggest that neither vaccine would confer sufficient
protection during a heterologous epidemic” [15], became the “take-
home” message for some years. Thus, Chile’s epidemic was not
addressed with a vaccine and it took until July 2004 before a “tailor-
made” vaccine was introduced to control New Zealand’s epidemic
of meningococcal B disease [14,54,55]. The WHO supported public
health intervention in New Zealand has clearly shown that the pro-
tective immune response is as good in infants as in adults [55,59].

The specificity of the PorAresponse as the dominant outer mem-
brane protein and thus vaccine target, was also demonstrated by
van der Voort et al. [63] and was instrumental in the develop-
ment of the multivalent PorA recOMV vaccine of NVI (formerly
RIVM) [29,30]. However, this vaccine and the “isogenic strains”
constructed were strongly geared towards a PorA response (see
comments under Section 2). Even thought there can bee seen sub-
stantial cross-reactive immunity in adults [15,16] there is a general
view that a wtOMYV vaccine needs to contain the PorA(s) represent-
ing the abundant strains circulating in a given geographical area
where the proposed vaccine is intended to be used. In some coun-
tries (e.g. UK and USA) this represents a substantial problem. Strain
diversity in the USA some years ago was such that more than 20
different OMVs had to be pooled in a vaccine in order to cover 80%
of the strains [64]. PorA is clearly the most immuno-dominant anti-
gen in an OMV vaccine, but the clinical importance of this is likely
to be most significant among infants.

5. Immunization regimens and duration of immunity

Originally, in Cuba and Norway a two-dose primary immuniza-
tion schedule was used, with 6 weeks (6-8 weeks for the Cuban
trial) between the first and the second dose [11,12]. The study of Tap-
pero et al. in Santiago, Chile [15] indicated a higher and somewhat
broader immune response after three doses compared with two
doses. Later a three-dose primary immunization schedule has been
used in clinical trials undertaken by NIPH and Chiron (later Novar-
tis) and proven beneficial [65]. Immunogenicity studies among
infants and children in New Zealand also showed the beneficial
effect of including a third dose in the primary immunization series
(0-6-12 week regimen). For these infants a fourth dose of MeNZB
vaccine at 10 months of age (4 months after the primary three dose
course) was introduced to elicit a booster response. This increased
the percentage of SBA responders from 48% post-third dose to 69%
post fourth vaccine dose [59].

For OMV vaccines a fairly rapid decline of bactericidal antibod-
ies after the primary immunization has been reported [52,59]. For
Norway and New Zealand it was concluded that a booster at 10-12
months after the primary immunization might in some cases be
necessary if protective immunity was to be maintained for a longer
period of time [16,59]. In New Zealand a fourth dose of MeNZB
was given to the infants who had received three doses of vac-
cine at <6 months of age [58]. In Cuba, where the OMV vaccine
VA-MENGOC-BC has been included in the childhood immuniza-
tion program since 1991, two doses at 3 and 5 months of age have
been judged sufficient [11,66]. Since the protection trial and inclu-
sion of the VA-MENINGOC-BC vaccine to the routine immunization
programme in Cuba the incidence of meningococcal disease has
continued to be low. The incidence rate of meningococcal disease
in Cuba (cases per 100,000) was 0.11 in 2007, with 75% of the strains
being B: 4: P1.15 and 25% B: 7: NST. In 2008 the incidence rate was
down to 0.08 (personal communication, Epidemiology Office, the
Cuban Ministry of Health).

In very young infants (6 weeks of age) data from clinical trials
suggest that the immune response after three doses is good, but
that a fourth dose at 10 months of age is necessary to elicit a sim-
ilar response as that seen in older infants (6 months and older). In
toddlers, the use of a fourth dose 11-16 months after the admin-
istration of the third dose elicited an excellent immune response
[59]. The latter result demonstrated that the immune response of
previously vaccinated children can be boosted with an additional
dose laterin life. Data from the ongoing surveillance in New Zealand
might show us if a more widespread use of a booster dose will be
required in order to control the epidemic for longer period of time.

Recently an epidemiological study for the meningococcal situa-
tion in New Zealand was made available [67]. The incidence rate of
epidemic strain meningitis was down to 2.6 per 100,000. This is a
major improvement from the peak in 2001 of 17.4, or 14.5 for 2003.
However, an incidence rate of 2.6 is still 1.7 times higher than the
pre-epidemic level of 1.6 in 1990 [68]. In view of this and the fact
that the epidemic strain still circulates in the New Zealand popu-
lation, the question remains as to whether the decision of the New
Zealand government to cease the vaccination programme from July
2008 was appropriate [69,70].

As all major public health interventions and large vaccination
trials/roll-outs, the introduction of the OMV vaccine in New Zealand
to control the outbreak from 1991, has been critically judged and
commented. Among the critics, some have questioned the vaccine
effectiveness, in particular among the youngest children. Doubts
have also been raised about the actual contribution of the vaccine
in the marked decline of the epidemic [70,71].

The OMV vaccination campaign in New Zealand included over
3 million doses administered and achieved an over all coverage of
80% [57,72]. The vaccine coverage varied somewhat by age group,
ethnicity and over time and in the age group under five years 76%
received the three dose primary immunization (R. Arnold and C.
Kelly, report to the New Zealand Ministry of Health, in preparation).
A number of studies provide consistent evidence that the MeNZB
had a significant effect. The phase I and II studies showed good
immunogenicity, with indication of a beneficial booster dose for
the youngest children about 1 year after the primary immuniza-
tion [55,56]. The statistical model published by Kelly et al. [57], and
the observational cohort study by Galloway et al. [58] give clear
evidence that the vaccine made a substantial impact (see below).
Accurate disease surveillance data including strain confirmation
have been vital for the evaluation of the effectiveness of the MeNZB
vaccine in combating the meningococcal disease epidemic in New
Zealand. The peak year for disease incidence occurred in 2001 when
80% (370/462) of confirmed cases were the epidemic strain type
(B:4:P1.7-2,4) and the rate of disease caused by all meningococci
was 17.4/100,000 [67]. That same year the decision was made to
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obtain a vaccine for epidemic control (MeNZB) [14,54]. Provisional
data for 2008 shows that 110 confirmed cases of meningococcal
disease were notified, of which 44 (40%) were the epidemic strain
and of those 44 cases, 30 (68%) were less than 20 years of age, and
23/44 (52%) were aged <5 years of age.

6. Estimates of efficacy and effectiveness

For wtOMV vaccines it is only the efficacy estimates from the
clinical trials in Cuba and Norway that is based on “double-blind-
placebo-controlled-randomized trials”. As stated in section 3 the
point estimates were presented as 87% and 57% for the Cuban- and
the Norwegian vaccine, respectively [ 11,12]. It is however, important
to keep in mind that the observation periods were 16 months in the
Cuban study and 29 months in the Norwegian situation. Moreover,
when the Norwegian data was re-evaluated, the point estimate at
10 months was 87% [52]. Another important issue to bear in mind
regarding these large studies; is the numbers of cases that in the
end are included are relatively few. Thus, the confidence intervals
are wide [52].

Since no phase III clinical trial data are available from the New
Zealand experience, no direct efficacy calculation is available. A
planned case-control study was stopped due to the rapid decline of
the epidemic and the understanding that there were too few cases
to for a statistically significant vaccine effect to be detected [71].

Lacking efficacy determination; two distinct approaches for
determining vaccine effectiveness have been carried out [57,58,72],
and have yielded consistent estimates. In one study of a cohort of
children under the age of 5 years found a vaccine effectiveness esti-
mate of 80% (95% CI 53-92%) using data from a 2-year period [58].In
the other approach a Poisson regression model was used, incorpo-
rating additional risk factors known to be correlated with disease
rates (ethnicity, socio-economic status and region). This analysis,
which also used 2 years of data from the period when the vaccina-
tion programme was running (as well as a reference period of 3.5
years prior) found an overall effectiveness of 73% (95% Cl=52-85%)
for all ages [57]. The staggered rollout of the vaccine across the
country meant that the vaccine effectiveness was possible to esti-
mate even though there was an overall background decline in the
New Zealand epidemic during the vaccination campaign. At any
time during the campaign there were vaccinated and unvaccinated
populations between which disease rates could be compared. A
re-analysis including a further 1.5 years of vaccine campaign data
found an over all vaccine effectiveness of 69% (95% Cl=54-79%),
consistent with other estimates [72]. Neither of these analyses had
sufficient statistical power to detect the expected variation in effec-
tiveness with age. No evidence was found for an effect of partial
vaccination (receipt of less than the three doses in the MeNZB vac-
cine regimen), and no evidence was found of a waning of protection
after 12 months [72].

The study showed that the immune response in vaccinated
children led to a good and lasting effectiveness of the vaccine. Com-
pared with unvaccinated children, fully vaccinated children were
5-6 times less likely to contract meningococcal disease (caused
by the epidemic-/vaccine strain) in the 24 months after they were
immunized. This corresponds to an estimated vaccine effectiveness
of 80% for children aged 6 months to <5 years and 85% for children
aged 6 months to <3 years [58].

7. Reactogenicity and safety

OMYV vaccines have been used in various ways since the 1980’s
and the safety records are substantial. The NIPH vaccine (MenBvac)
has been used in more than 400,000 doses, the formulation for New
Zealand, MeNZB has been used in more than 3 million doses and
the VA-MENGOC-BC from Finlay Institute, Havana has been used

in more than 55 million doses in different parts of Latin-America
and to a small extent in Europe [66]. The Hib-conjugate vaccine
PedvaxHIB with the “Meningococcal Outer Membrane Complex”
used as carrier has been licensed globally from the mid 1990’s. In
the United States only more than 28 million doses have been used
over the last 15 years (www.merckvaccines.com) and many million
doses more have been distributed to other parts of the world.

The OMV vaccines can be classified as moderately reactogenic.
Quite many local reactions are experienced, like pain at the injec-
tion site, swelling and sore arms. Of systemic reactions, fever,
headache and irritability are often reported. Systematic reacto-
genicity and safety studies have mostly been published for MenBvac
and MeNZB [59,73]. The most pronounced adverse reaction in
adults being pain/tenderness and among smaller children and
infants the incidence of fever is highest [73]. The reported fever
was mild to moderate in intensity, abated within 48 h and did
not necessitate medical consultation. Furthermore, the concomi-
tant administration of MeNZB and routine immunizations in New
Zealand did not result in an additional burden with regard to
reactogenicity, compared with the vaccines conventionally used
in the routine childhood vaccination schedule [59]. Regarding the
local pain, in particular experienced by the older age groups, it is
worth noting that this was nearly as high in the placebo group
(adjuvant only) [56]. Thus, this feature is mostly attributed to the
Al-hydroxide [56]. The conclusion is that the OMV vaccines are
regarded as tolerable and safe to use in all age groups. MenBvac
has been used in 28 clinical trials, of which 20 have been under-
taken in Norway and the others in Iceland, Chile, USA, New Zealand
and the UK. For all trials the documentation has been evaluated by
national and international regulatory authorities. It is also currently
being used for epidemic control in the Normandy-area in France
[74].

During the recent experience with the use of MeNZB in New
Zealand an extensive “post marketing safety monitoring” was
undertaken [75]. An independent safety monitoring board over-
saw the intensive safety monitoring, which included hospital
surveillance, health professional reporting (passive and active) and
mortality monitoring. With over three million doses administered
to individuals aged below 20 years, the monitoring results pro-
vide consistent evidence supporting the vaccine’s safety. In order
to detect possible unexpected adverse events, occurring in connec-
tion with the use of MeNZB, an “Intensive Vaccines Monitoring
Programme” was established, which prospectively collected data
electronically on a cohort of children across New Zealand [76]. In
addition to the safety monitoring three defined studies have been
performed. One study evaluated the risk of bronchiolitis [77] and
another was concerned with simple febrile seizures following the
administration of MeNZB [78]. The third study looked at an even-
tual relation between the OMV vaccine and the increased risk of
Henoch-Schénlein purpura [79]. All three of these specific stud-
ies concluded with no increase in the relative risk of the defined
pathological condition following vaccination.

As presented above, OMV vaccines have been used extensively
for a number of years. Performing large clinical trials involving sev-
eral 100,000 individuals, introducing a vaccine in campaigns for
millions of individuals or for routine use, represent an additional
challenge regarding rare diseases and adverse events that coincide
with the vaccination event. There might be a possible causality
with the vaccine or only a time relation. The probable explana-
tion in most cases is pure statistical coincidence. However, often
the relation and a possible causality must be discussed. This has
been the situation with MenBvac in Norway [80]. During the clini-
cal trials from 1988 to 1991 four cases of serious inflammatory- or
demyelinating neurological diseases were reported within 56 days
after vaccination among the participants receiving the active vac-
cine [80]. These reports led to a thorough epidemiological follow-up
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study on a cohort of 345,000 people born between 1972 and 1977
and living in Norway during the trial years. Of these 144,000
received at least one dose of MenBvac. The total observation period
was 3.5 years, and during that period a total of 57 cases of serious
demyelinating and inflammatory neurological diseases were regis-
tered. It was only the earlier mentioned four cases that appeared
during the first 56 days following vaccination. Thus, confirming that
the passive reporting system of the trial had been able to pick up on
all cases of serious neurological events. Based on these figures and
the observation time for vaccinated and non-vaccinated students,
there could not be found any statistically significant increased risk
of demyelinating and inflammatory diseases in the first 8 weeks
following immunization [73,80].

A number of years later a concern was raised among patients,
parents and media that MenBvac may have contributed to the
development of myalgic encephalomyelitis (ME) or the chronic
fatigue syndrome (CFS) in many subjects, either acutely after a
time lag of several years or with a chronic, slowly progressive dis-
ease course. A case—control study was performed and no statistical
significant association between vaccination of teenagers with Men-
Bvacand occurrence of CFS/ME could be observed [81]. The adjusted
odds ratio for CFS/ME was 1.06 (95% Cl=0.67-1.66%) for subjects
who received the active vaccine contrasted to subject who did not
[81]. One strong association that was found through this study
though, was between infectious mononucleosis and CFS/ME (10.4%
of patients reported mononucleosis at approximately the same time
as CFS/ME occurred). The recent study concludes that the causal
nature of CFS/ME remains enigmatic, but using the case—control
design and the sample size available no strong association could be
found between receiving MenBvac as teenager and later developing
CFS/ME [81].

8. Potentials for development and future use

The OMV-type vaccine has clearly shown to be suitable for epi-
demic control and to be used in localised clonal outbreaks. It is
also realistic to make a mixture of two (or perhaps even four)
OMVs, representing different serosubtypes (PorA variants). Since
important hyper-endemic and epidemic serogroup B strains change
rather slowly over time (10-20 years), there might be feasible and
commercially acceptable to make such formulations for one or
more geographical regions [20,82]. If the manufacturing process
is designed sufficiently robust for various meningococcal strains,
there might be anticipated that the manufacturing process could be
licensed, not each individual product [20]. This concept has some
similarities to the influenza virus vaccine, where the vaccine pro-
duction strain may be changed as needed (not every year, but for
OMV vaccines rather from decade to decade), depending on the
epidemiological situation.

The New Zealand undertaking has been successful regarding the
control of the epidemic. Although with a stop in vaccine use, con-
tinued monitoring of incidence rates for the epidemic strain will
be crucial [58,72]. If a similar epidemic appears in the foresee-
able future, then such a public health intervention might well be
used again. Currently, an analogous activity is ongoing in the region
of Normandy, France (personal communication Geir Stene-Larsen,
CEO of NIPH, Oslo) [74].

It is also worth noting that strains from serogroup A and W-
135 meningococcal outbreaks in Africa are clonal and have limited
antigenic variability. An interesting expansion of the wtOMV vac-
cine concept is therefore to apply it for control of meningococcal
epidemics in Africa. Pre-clinical studies with such vaccines at NIPH
have shown promising results [83,84]

For leading vaccine manufacturers it is more attractive to go
for formulations of universal- or global utility. In such a context

it is interesting to note that the OMV vaccine recently used in
New Zealand (“MeNZB”) has been included in such a MenB vaccine
(providing broad coverage against serogroup B meningococcous),
currently in phase III trials [82,85,86].

The future for the “OMV-concept” might well be the approach
of using the OMV formulation as a “platform” for presenting added,
or over-expressed minor, conserved antigens that induce cross-
protective immunity. For example, it will be interesting to follow the
two different groups in USA that already have presented promising
results by the latter approach (one group led by Dan Granoff and
the other by Wendell D. Zollinger) [39-42].

9. Concluding remarks

The concept of OMV vaccines is not “cutting edge”, sophis-
ticated or refined vaccinology. It harbours a number of “crude
features” since being developed in the 1970. They are complex for-
mulations and challenging to manufacture. However, they have
a long standing track- and safety record. Of particular impor-
tance is the substantial safety and effectiveness documentation
that have been made available through a number of important
studies [11,12,15,56-58,75,81].Itis also encouraging that the collab-
oration in New Zealand (between governmental institutions, ESR
and NIPH, New Zealand Ministry of Health and private industry,
Chiron/Novartis Vaccines) showed that an OMV vaccine can be up-
scaled and adjusted to modern industrial scale and standards of
quality, consistency and economy.

There is good reason to believe that in the coming few years
a number of cross-protective and “universal” antigens will be
included in vaccines against serogroup B meningococcal disease
and that we will have a global vaccine strategy that can offer pro-
tection of susceptible individuals against all the relevant serogroups
of meningococcal disease.
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