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RESUMEN

Durante los anos 1990, 1991, 1992 se encontraron en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Neisseria
meningitidis, & cepas procedentes de enfermos con
sensibilidad intermedia a la penicilina (CMi 0.3 v 0.6
ug/ml}; las mismas se clasificaron como B4: P1-15 y en
todas se llevd a cabo la determinacion de actividad
betalactamasa por el método iodométrico y la bisqueda
de plasmidos que pudieran ser responsables de dicha
resistencia.
métodos fueron negativos.

Palabras Claves: Neisseria meningitidis, betalacta-
masa, plasmidos, método iodométrico.

L.os resultados obtenidos con ambos

ABSTRACT

During the vears 1990, 1991 and 1992, cight strains
obtained from patients who had intermediate sensibility
to penicilin (CMI 0,3 - 06 ug/ml} were found in the
National Laboratory of Reference of Meningococcus of
the Institute of Tropical Medicine “Pedro Kouri™. These
strains were classified as B4: P1.15 and in all of them
the activity of the beta-lactamase was determined using
the iodometric method and searching for the possible
plasmides which could be responsible of such resistence,
The results obtained from both investigations were
negative.

Key Words: Neisseria meningitidis, betalactamase,
plasmides, indometric method.

INTRODUCCION

La enfermedad meningocécica es endémica o
epidémica en cualquier parte del mundo, tanto en
climas templados como tropicales, siendo entonces una
causa importante de morbilidad v mortalidad (1,2). En
Cuba, durante muchos afios, esta patologia se convirtio
en un agobiante problema de salud, con una epidemia
que comenzo a finales de la déeada del 70. En 1976, el
brote estaba causado principalmente por el menin-
gococo serogrupo (. Después de una inmunizacion
masiva, con la vacusa francesa de polisacirido A - C, la
ncidencia continud en ascenso pero a expensas del

serogrupo B. El pico de la epidemia ocurrio en 1983,
con una tasa de 14.4/100.000 habitantes. Fn el ano
1988 comienza a administrarse la vacuna cubana
Vamengoe B - C, disminuyendo el nimero de casos
hasta alcanzar en 1993 una tasa de 0.6/100.000
habitantes (3).

Si bien son importantes todos los esfuerzos destinados
a la disminucion de la incidencia de esta enfermedad.
relevantes y necesarios son también los que apuntan
hacia la vigilancia del comportamiento de la resistencia
de las cepas de N, meningitidis que circulan en el pais,
a los antimicrobianos mas utilizados en el tratamiento
de dicha enfermedad (4).

‘n este trabajo se estudio el comportamiento de las
cepas con respecto a la penicilina, que ha sido v es hasta
estos momentos, el antibiotico de eleccion en el
tratarniento de la enfermedad meningococeica (5).

La resistencia a la penicilina puede deberse a tres
mecanismos  (0,7,8): produccion de  bera-lactamasas
(penicilinasas), alteraciones en la permeabilidad de la
membrana citoplismica, con la consiguiente escasa
penetracion del antimicrobioano y modificaciones en
una o mas proteinas fijadoras de la penicilina (PBP), lo
gue disminuye la interaceion con el antibidtico.

En las altimas décadas han aparecido cepas
moderadamente resistentes a la penicilina (MRP), con
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 0.1 - 0.8
ug/ml, v [rancamente resistentes a la penicilina (CMI >
0.8 vg/ml) que es la concentracion de este antibiotico
que se aleanza en el liquido cefalorraquideo (LCR), lo
que ha llevado al establecimiento ¢ incremento de la
vigilancia por parte de los laboratorios de referencia, de
las cepas recibidas, a través de la determinacion de la
CMI; de la actividad de la beta-lactamasa v presencia de
plasmidos (9).

Las ecepas con cifras de resistencia moderada,
constituven priacticamente un hallazgo de laboratorio
por el momento, puesto que se han descrito sélo uno o
dos casos con fallos terapéuticos, en embargo, cabe
destacar la aparicion de cepas con cifras de resistencia
mas elevadas, como consecuencia de alteraciones de
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otras PBP }r}"u de la permeabilidad de la membrana
externa. con la correspomdiente aparicion de fracasos
terapéuticos (9,10,

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron & cepas de N, meningitidis procedentes
de enfermos, recibidas en el Laboratorio Nacional de
Referencia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri {IPK)}. en el periodo comprendido de Enero de
1990 a Diciembre de 1992 v que tuvieron una CMI de
0.3 v 06 ug/ml; los mayores valores encontrados dentro
del rango de cepas moderadamepte resistentes que se

obtuvieron { Tabla N* 1).

TABLA N° 1 - Procedencia, serogrupo v valores de CMI de las
cepas estudiadas 1990 - 1992.

CASOS PROVINCIA  FECHA  FUENTE SEROGRUPD  PENICILINA
SEROTIPD  CMI - up'ml
i LJUVENTUD 480 LCR B.4AP115 0.3
2 SANTIAGOD 7790 - E )
3 MATANZAS 80 ) i
4 GRAMMA 5491 ) : )
5  CIENFUEGOS 891 i : i
6 CAMAGUEY /42 ) i
7 CAMAGUEY 3792 0.6
g SANTIAGD 4/92 ) : )

Fuseme: Laboratons Macional de Reterencil o maningostea., IPK.

DETERMINACION DE LA CMI

Se utilizdé el mérodo de dilucion en agar (11),
utilizando el agar Mueller Hinton suplementado con
suero de ternera al 7.5% v conteniendo  diluciones
dobles de la droga, desde la concentracion de 0.009
ug/ml hasta 2.4 ug/ml; se incluyeron placas conrroles
sin antibioticos.

La lectura se llevé a cabo después de 20 - 24 horas de
incubacion a 37 "C y en atmasfera de 5% de CO2 v se
considerd como CMI la dilucion mavor que fué capaz de
inhibir ¢l crecimiento bacteriano.

Se consideraron sensibles las cepas que crecieron a una
concentracion menor que 0.1 ug/ml y moderadamente
resistentes  las  que  fueron inhibidas  por
concentracion mayor o igual a 0.1 ug/ml.

LLLEEED

PRUEBA DE DETECCION
DE LA BETA-LACTAMASA,

Se utilizd el método iodométrico sobre tiras de papel.

(12.13). Bandas de papel de flro impregnadas de

G

almidén vy bencil-penicilina, en el momento de su
utilizacion se sumergicron en una solucion de lugol, se
dnjr': escurrir el exceso, después se tomaron varias
eolonias con asa estéril de platino y se dispusieron en la
superficie del papel. La aparicion de una coloracion
blanca en el lngar donde se habia depositado el enltivo
se dio como positivo, si permanecia igual, se daba como
negativo,

PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Se utihzd el método deserito en el Protocols and
Applications Guide Promega. (14,15).

Al ADN plasmidico aislado se le realizo una
electroforesis en gel de agarosa (DNA/RNA LKB 2206 -
105) al 1%, en una camara submarina (Hoefer
Scientific Instruments, USA), utilizando un porta gel de
20 ems. de ancho por 25 de largo. De cada muestra se
aplicaron 20 ul por pocillo y se efectud la corrida a 35
volts. por periodo de 18 horas.

El marcador de corrida utilizade fué el azal de
bromofenol. La visuvalizacion del ADN en el gel se
obtuve tifiendo el gel con una solucion de (L5 ul de
bromuro de etidio, durante 45 minutos,

Conjuntamente a las cepas de estudio, se procesd una
cepa Escherichia coli K12 portadora de un plismido
PBR procedente del "Centro de Ingenieria Genética v
Biotecnologia”, como control del método  utilizado.
Como mareador de peso molecular se uilizd ADN del
fago Lambda {Amersham Lot NIF 510) digerido con la
enzima Hind I, el cual se aplicd en un pocillo en
cantidad de 1 ug en un volumen total de 3 ul.

RESULTADOS Y IMSCUSION

Hav pocas descripciones en la literatura de cepas de
meningococo resistentes a la pemiciling y las diversas
citas se pueden agropar de la siguiente manera:

1) Cepas productoras de beta - lactamasa, en Canada,
Sudafrica y Espana (16,17, 18).

2} Algunos estudios dispersos de susceptibilidad a
antimicrobianos en cepas en las que se obtuvieron CMI
entre L1 y 0.25 ug/ml; la mavoria de ellas aisladas de
portadores. (4.5,19).

3) Algunas deseripeiones de fracasos terapéuticos, sin
documentacion microbioldgica (5.19).

Nuestro  Laboratorio de Referencia posee datos
acumulados de sensibilidad a los betalactamicos desde
19806 v, va en ese mismo ano, s¢ eNnconiraron cepas con
resistencia moderada a la penicilina; no solamente el
porcentaje de cepas con estas caracteristicas ha ido en
aumento, sino que también los valores de CMI se han
merementado de tal forma que si en un inicio no



sobrepasaban de 0.15 ug/ml, ya a partir de 1990 s¢
alcanzaron valores de 0.3 v 0.6 ug/ml, segin Pation ¢t
al. (20).

Al ser analizadas, ninguna de estas cepas [ue

productora de beta-lactamasa, ni portadora de alguna
clase de plismido (FFoto).

La gran mavoria de los aislamientos clinicos con una
CMI mayor o igual a 1 ug/ml, v que por ello son
considerados francamente resistentes a la penicilina, son
cepas productoras de beta-lactamasa y en una ocasion
pudo encontrarse una portadora de un |-L"|_-~|||ir|u
idéntico al que se ha aislado en cepas de Neisseria
gonorrhoeae, con un peso molecular aproximado de 4.5
Megadalton (16,17.21); la posibilidad de que esto
ocurra en cepas con UM entre 0.1 v 0.8 ug/ml, sobre
todo en las de valores mis cercanos a (0L.8 ug/iml, es un
hecho a tener en ecunenta, que justifica la deteccion y
bisqueda de bete-lactamasa v plismidos respectiva-
mente en esta poblacion bacteriana,

Hasta la fecha, solo existen cuwatro casos bien
documentados de cepas con altos niveles de resistencia a
la penicilina por la produceion de beta-lactamasa v, en
tres de ellos, aunque no se detectaron plasmidos, se
sospecha esta posibilidad  debido a las altas CMI
exhibidas. Aiin no existe la experiencia, in vitro, de la

movilizacion de plﬁ:-imirlm Ill}!'[!illnl'i":-i de la informacion
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para la produccion de penicilinasa, desde el
IMENingococo a olras cepas, con la |}:.|r|"c|'i|l.'|l.'i{'u|. de un
plasmido conjugativo (106,17.22). Los resuliados
obtenidos en este estudio no se apartan de lo que es
tratado con generalidad en la literatura relacionada. Asi,
los aislamientos clinicos de cepas de N, meningitidis con
sensibilidad  disminuida a la penicilina v que no
producen beta - lactamasa, ya han sido reportados en
Sudalfrica, Espana, Canada ¢ Inglaterra (9.23).

Tanto en Espana como en Reino Unido, ha habido un
meremento en la frecuencia de aislamientos de cepas
MRPE. en un breve periodo de tiempo. Esto ha |wnmm'i{|1:
el interés vy preocupacion de muchos investigadores,
quienes se han dedicado al estudio de los posibles
mecanismos e este fenémeno, por el peligro o la
amenaza que representa el hecho de que este tipo de
resistencia pueda deberse a la presencia de un plismido,
como clemento transferible por conjugacion entre
algunas cepas, siendo responsable de una rapida
diseminacion de la resistencia antimicrobiana en una
poblacion dada de microorganismos (9.10.16,19).

E= una suerte que la resistencia moderada a la
penicilina no se asocie, por el momento, con la presencia
de plasmidos, sino que se deba fundamentalmente a
alteraciones en el gen pen A que codifica para la

produccion de la proteina hjadora de la peniciling 3
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(PBP 3) (9,10).

Se ha sugerido la posibilidad, de que en este caso la
transmision de la resistencia (tipo cromosomal) ocurra
por transformacion genética de genes pen A, alierados
por mutaciones, desde neisserias saprofitas hacia el
interior de cepas de N. meningitidis naturalmente trans-
formables, que comparten temporalmente su habitat
(10,24).

Siez - Nieto (1992) en un estdio con 138 cepas con
susceptibilidad disminuida a la penicilina, no pudo de-
mostrar la presencia de actividad de beta - lactamasa ni
de plasmidos, corroborando en las mismas poste-
riormente una disminucion en la afinidad de las PBP 3
(24). Parece probable que el desarrollo de la resistencia
moderada a la penicilina en el meningococo siga el
camino ya tomado por cepas de gonococo, en el gue se
han desarrollado ademas, formas alteradas de la PBP 1
que requieren CMI > 1 ug/ml. (24)

Hasta ¢l momento actual, la resistencia moderada a la
penicilina no se asocia a fracasos terapéuticos (19). pero
la realidad de 1ener en nuestro medio cepas con estas
caracteristicas, nos alerta a mantener la vigilancia sobre
las mismas y orientar, en caso de que fuera necesario,
cualquier cambio en la  conducia
epiderniologica.

clinico -
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