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RESUMEN
El  Laboratorio de

Meningococo del Instituto de Medicina 'I'mpir'u] “Pedro

Nacional de Referencia
Kouri” es el responsable de la vigilancia de la ciren-
lacion de cepas de Neisseria meningitidis. En Cuba la
misma se establece en base a diferentes marcadores epi-
demiologicos, siendo los mas utilizados el serogrupo, el
serotipo v la resistencia a la sulfadiazina. Se presenta la
tipilicacion de cepas procedentes de enfermos, remiti-
das de los laboratorios de la red nacional. en los aios
comprendidos desde 1986 hasta 1992, utilizando para
este fin la téenica de eleciroforesis en gel de poliacrila-
mida (PAGE). El patrén electroforético predominante
dentro de las cepas de Neisseria meningitidis grupo B
estudiadas, resulto ser el correspondiente al tipo 4, sub-
tipo 15.

Palabras Claves: Neisseria mentngitidis, Marcadores
eptdemioligicos, Electroforesis en geles de Polia-
crilamide.

ABSTRACT

Caracterization of Neisseria meningiditis Group
B strains

The National of of

Meningococcus of the Institute of Tropical Medicine

Laboratory Reference
“Pedro Kouri” is the one responsible for Neisseria
meningitidis strains circulation surveillance. This is
established in Cuba using  different epidemiologic
markers, being the serogroup. the serotvpe and the
resistance to sulladiazine the most common used. The
typing of the strains from patients semt from the
national network laboratories in the period between
1986 to 1992 using for this purpose the polvacrvlamide
gel electrophoresis technique is presented. The predom-
inant electrophoretic pattern among the studied strains
of Neisseria meningitidis group B was the type 4, sub-
wvpe 15.
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markers, polvacrylamide gel electrophoresis teenique

(PAGE ).

INTRODUCCION

Neisseria meningitidis es uno de los agentes etiologi-
cos mas frecuentemente aislado en la meningitis cere-
broespinal. Esta patologia es una importante causa de
morbilidad v mortalidad en el mundo, manifestandose
de forma endémica v epidémica (1), aungue los niveles
de infeceion meningococica fluctian de 1-3/100000 en
Fstados Unidos v de 10-25/100000 en muchos paises
desarrollados. esta enfermedad es notable por provocar
grandes epidemias con tasas de ataque que pueden lle-
gar hasta 500/100000 (2}.

Se han identificado 12 serogrupos de meningococos
por medio de la especificidad inmunologica de sus
polisacaridos capsulares [3). Las cepas de los serogru-
pos A, B v C causan el 90% de casos de infeccion
meningococica en el mundo y el resto son producidas
por cepas de los serogrupos Y y W 135 (4).
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en la década del 70, En 19706, el brote epidémico esta-
ba causado principalmente por el serogrupo C. Después
de una inmunizacion masiva con la vacuna francesa e
polisacarido A - C, producida por el Instituto Mérieux.
la incidencia continud en ascenso, pero a expensas del
serogrupo B, El pico de la epidemia ocurrio en 1983 con
una tasa de 14.4/100000 (1),

En el ano 1988, comienza la uwtilizacion de la vacuna
cubana Vamengoe B-C, producida por el Instituto
Finlay de Cuba. disminuvendo el mimero de casos
hasta aleanzar en 1992 una tasa de 1.4/100000 (1),

Fn 1985 Frasch, propone un esquema de designacion
de cepas de Neisseria meningitidis, basado en las
diferencias inmunologicas de sus antigenos celulares

superhiciales. Esta nomenclatura incluye polisacaridos
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(serogrupo), las proteinas de la membrana externa
(serotipo] ¥ el lipopolisacirido {inmunotipo) (5).

Las difercncias de las proteinas de las clases 2 v 3, se
utilizan para distinguir el serotipo v las diferencias en
las proteinas clase 1. para determinar subtipos (5).

Se han desarrollado diferentes téenicas que permiten
una caracterizacion mas completa de las cepas (0, 7, 8,
9). La importancia de la dpificacion, temendo en cuen-
ta las proteinas de la membrana externa, ha sido clara-
mente demostrada vy resulta de gran valor en los
estudios epidemioligicos de la infeccion meningococica
().

Esta investigacion comprende un periodo de 7 anos
(1986 - 1992) de cepas de Neisseria meningitidis, ais-
ladas de enfermos durante este periodo; las mismas se
clasificaron en serogrupos, serotipos v subtipos.

MATERIAL ¥ METODOS

Cepas: Fueron estudiadas 1077 cepas de Neisseria
meningitidis grupo B, procedentes de las 14 provincias
de Cuba v el municipio especial Isla de la Juventud,
recibidas en el Luboratorio Nacional de Referencia de
Meningococo del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” . durante los afos 1986 - 1992, Todas fueron
estudiadas mediante pruebas de citocromooxidasa, fer-
mentacion de carbohidratos, actividad de la Beta galac-
tosidasa y seroagrupamiento por aglutinacion en
limina con antisucros especificos para confirmar el
diagnastico,

Extraccion del antigeno serotipo especifico (STA):
Para la extraccion del STA, se sembraron las cepas en
agar Mueller Hinton enriquecido con suero de ternera al
7.5%, incubandose durante 18 - 24 horas a 37°C en
atmostera de CO2 al 5%. El crecimiento asi obtenido,
previa comprobacion de pureza. se sembré en 100 ml
de caldo Soya Tripticasa v se incubé 24 horas a 37°C en
una zaranda incubadora a 150 rpm. Posteriormente se
centrifugo el cultive a 4000 rpm a 4°C, durante una
hora. El sedimento se resuspendié en 5 ml de una solu-
cion .2 Molar de Cloruro de Litio en 0,1 Molar de
Acetato de Sodio, pH 5.8; manteniéndose en agitacion
en bano de Maria a 50°C durante 2 horas, en frascos
plasticos con perlas de cristal de 4 mm de didmetro.
Este material se centrifugo a 13000 rpm a 4°C durante
20 minutos v el sobrenadante se ultracentrifugd a
100.000 g durante 2 horas (10).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PACGE ): Se
obtuvieron mediante geles de poliacrilamida - SDS al
12,5%, segin métodos descritos {11). Los patrones
electroforéticos que correspondieron a las proteinas de
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clase 1 v de clase 2/3 en el 5DS - PAGE, fueron com-
parados con los patrones conocidos de las cepas
estandar. Se utilizaron como controles las siguientes
cepas: (B4 P1: 15 ) H 355 (B15 P1:15); 44/706 (B15
Pi: 16); B2 (B16 Bo | v B4,

RESULTADOS Y DISCUSION

El mimero de cepas aisladas en Cuba, ha ido
disminuvendo paulatinamente, en concordancia con ¢l
numere de enfermos notihicados (grafico 1), A finales
del ano 1988 se inicio la vacunacion con Vamengoe -
BC., observindose una apreciable baja de la incidencia
del nmimero de easos v de las cepas aisladas a partir de
esa fecha, En 1992 sélo se reportaron 94 casos y se reci-
bieron 59 aislamientos.

La distribuciin del total de cepas por serogrupos en el
periodo analizado (tabla No. 1), arroja que N. meningi-
tidis serogrupo A se aizlé solamente en 1986 (1.2%) v
1987 (1.0%). Este serogrupo, historicamente, ha sido
la principal causa de las mayores epidemias y pan-
demias en el mundo (2).

Fn Cuba no se comportd como predominante durante
estos anos epidémicos (1), No sucede asi en paises como
Brasil. Mepal, China v Africa, donde ha provocado
grandes epidemias (2). En el Africa Sub-Sahariana
¢stas se producen en forma periddica, a intervalos de 8
= 14 anos. en un area endémica clasica denominada
“cinturon de la meningitis “, muy susceptible a este
serogropo (12).

No tuvimos aislamientos de N, meningitidis serogrupo
(i, que ha sido implicado en epidemias. pequenios brotes
y casos esporadicos (2).

M. meningitidis  serogrupo B, ha  predominado
durante los aiios estudiados, manteniéndose por encima
del 98%. Su aislamiento aumenta en Cuba, después de
la aplicacion masiva de la vacuna francesa de
polisacarido A - C y se ha comportado como el prinei-
pal agente etiologico de la enfermedad meningococica
(1).

El serogropo B ha sido gencralmente asociado con
casos esporadicos v brotes localizados en paises desar-
rollados, pero a comienzos de 1970, epidemias cau-
sadas por cepas de este serogrupo, han ocurrido en
diferentes pufﬁnﬁ de Eurl..'rpu incluyendo  Noruega,
Bélgica, Gran Bretafnia, Dinamarca, Holanda, Islandia v
Espana, asi como muestra también un elaro predominio
en diferentes paises de Ameérica v Asia (2, 6, 13, 14 ).

Deniro del serogrupo B de N. meningitidis, el serotipo
v subtipo mas frecuente (grificos 2 v 3 ). resulto ser el
B4 P1:15 (86.4% ). Esta cepa predomina en nuestro
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TABLA No. 1

SEROGRUPOS DE MENINGOCOCO AISLADOS DE LCR /0 SANGRE
(1986 - 1992 )

Serogrupos 1986 1987 1988 1089 1990 1991 1992

A 12 10 0 0 0 0 0

g 988 990 100 100 100 100 100

c 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: Lab. Mac. Relerencia de Meningococo, IPK

pais desde finales de la década del 70 v en otros estu-
dios realizados muestra también su prevalencia en por-
tadores (1),

El uso de marcadores epidemioldgicos cada vez mas
sofisticados, ha permitido demostrar, que con frecuen-
cia un solo clon es responsable de una epidemin Y que
este puede dispersarse a otras dreas del mundo (6).

Las cepas B4 P1:15 fueron clasiicadas por electro-
foresis de enzimas mulilocus como pertenecicntes al
complejo ET5. Este clon es responsable de brotes en
varios paises europeos v se ha difundido a otras paries
del mundo que ineluyen a Cuba, Chile, Brasil v Estados
L'nidos {15).

Ortros serotipos encontrados fueron: B15 P:15 (8.8%),
B15 P1:16 (2,1%). B2 (2,1%). B4 P1L:NT {0.3%) v B
NT P1:15 (0.3%).

Durante los anos estudiados no se observaron cam-
bios en las cepas circulantes. No se comprohd variacion
en el serogrupo ni en los serotipos de N. meningitidis
aislados.

Fste estudio ha permitido establecer la historia micro-
biologica de la epidemia que ha azotado a Cuba v ha
contribuido a la vigilancia epidemioldgica de la enfer-
medad meningococica.

(aceprade para publicacidn el 11-04-94)
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