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RESUMEN

Palabras clave:

Objetivo. Describir las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas de Neisseria
meningitidis aisladas de enfermedad meningocécica en Paraguay entre 1996 y 2015.
Meétodos. Se estudiaron por métodos microbiologicos convencionales y técnicas moleculares
114 aislamientos de N. meningitidis y 12 muestras clinicas sin aislamiento confirmadas por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que fueron remitidas por los diferentes centros cen-
tinelas y centros colaboradores de Paraguay.

Resultados. El grupo de edad mds afectado fue el de menores de 1 afio (19,0%), seguido por
el de 1 a5 afios (17,5%). Un mayor porcentaje de las cepas se aislé de casos de meningitis
(81,7%) y el serogrupo B se encontré en 60,3% de los casos. Los fenotipos mds frecuentes
fueron B:4:P1.14 (16,0%), B:15:P1.5, C:NT:NST y W:NT:P1.2 (10,5%), respectivamente. Los
complejos clonales prevalentes fueron ST-11/ET37 complex 29,6% (8/27) con predominio del
serogrupo W (6/8), ST-35 complex 18,5% (5/27) en el serogrupo B (4/4), y ST-32/ET5 complex
14,8% (4/16) en el serogrupo B (5/5).

Conclusiones. En Paraguay la enfermedad meningocdcica es relativamente infrecuente.
Los andlisis de distribucion de serogrupo muestran que el mds frecuente es el B y en los tiltimos
dos afios aumentaron los casos de enfermedad meningocdcica por C y W. Los complejos clonales
encontrados se correlacionan con los hallados en la region del Cono Sur. Debido al alto nivel de
virulencia de N. meningitidis, su vigilancia debe constituir una prioridad estratégica de los
sistemas de salud piiblica nacionales y regionales para prevenir brotes epidémicos y apoyar la
toma de decisiones en salud piiblica.

Neisseria meningitidis; enfermedad meningocdcica; reaccién en cadena de la polime-
rasa; tipificacién de secuencias multilocus; Paraguay.

Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio
de Salud Prblica y Bienestar Social, Asuncién,
Paraguay. La correspondencia se debe dirigir a
Maria Eugenia Leén. Correo electrénico:
maruleonayala@hotmail.com

Integrantes del Grupo: Dra. Gloria Goémez,
Hospital Nacional de Itaugud, Dra. Noemi Zarate,
Hospital General Pediatrico Nifios de Acosta Nu,
Dra. Juana Ortellado, Hospital de Clinicas San
Lorenzo, Dra. Mirian Leguizamon, Instituto de
Prevision Social, Dra. Raquel Blasco, Hospital
Regional Ciudad del Este, Dr. Juan Irala, Instituto

de Medicina Tropical, Dra. Rosana Ortiz,
Bacteriologia Asistencial (LCSP), Dr. Gustavo
Rodriguez, Hospital de Trauma y Dra. Rossana
Franco, Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias y del Ambiente (INERAM).

identificada como causa de la meningitis
(1). Es parte de la microbiota comensal en
el tracto respiratorio superior del ser hu-
mano. Sin embargo, ocasionalmente pue-
de invadir el torrente sanguineo y causar
meningitis y septicemia. Alrededor de
10% de las personas infectadas tiene
un desenlace fatal y entre 15y 19% sobre-
vive con secuelas graves (2). Los seres

Nesisseria meningitidis (meningococo)
fue aislada por primera vez en 1887
por Anton Weichselbaum en liquido ce-
falorraquideo (LCR) de un paciente e
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humanos son el tinico reservorio conoci-
do. Se transmite de persona a persona
por la inhalacién de secreciones respira-
torias o por contacto directo. En torno a
10% de la poblacién es portadora del me-
ningococo en la nasofaringe (3) sin que
cause enfermedad alguna y en otros ca-
sos es causante de la enfermedad invasi-
va grave con una tasa alta de morbilidad
y mortalidad.

Segtn la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), cada ano se notifican
aproximadamente 500 000 casos de me-
ningitis en el mundo, con 50 000 muertos
y 60 000 pacientes con secuelas perma-
nentes, ya sea por casos endémicos o por
epidemias limitadas y ello afecta tanto a
los paises desarrollados como en desa-
rrollo. La mayor carga de enfermedad
meningocécica (EM) corresponde a una
zona del Africa subsahariana conocida
como el «cinturén de la meningitis», que
se extiende del Senegal al oeste hasta
Etiopia al este. Es la causa mas frecuente
de meningitis bacteriana en el mundo oc-
cidental, sobre todo en aquellos paises
que han introducido la inmunizacién
universal contra Streptococcus pneumoniae
y Haemophilus influenzae tipo b (4).

N. meningitidis se clasifica de acuerdo
con la composicién de su capsula en 13
serogrupos. La mayoria de las EM son
causadas por organismos pertenecientes
alos serogrupos A, B, C, Yy W (2, 5). Las
proteinas de la membrana externa son
clave en la patogenia y en la clasificacion
inmunolégica y permiten identificar sero-
tipos y subtipos segtin sus proteinas Por
By Por A, respectivamente. La serotipifi-
cacion es de gran importancia para el de-
sarrollo de estrategias de vacunacion. Los
meningococos tienen la capacidad de in-
tercambiar el material genético responsa-
ble de la produccién de la capsula y, por
lo tanto, pueden experimentar cambio de
serogrupo. Este fendmeno se observa en
epidemias y no epidemias y, ademas, la
bacteria utiliza otros mecanismos para lo-
grar la variacién antigénica (6).

Los serogrupos A, B, y C producen la
mayoria de los casos a escala mundial y
los serogrupos B y C son responsables de
la mayor parte en Europa y América. El
serogrupo B es causa de enfermedad en-
démica en los Estados Unidos de Améri-
ca (1). Los serogrupos A y C predominan
en Asia y Africa. El serogrupo X estd res-
tringido a zonas del Africa subsahariana
(7). En Colombia, Brasil, Uruguay, Argen-
tina, Cuba y Chile el serogrupo B ha sido
durante afios el serogrupo prevalente y la

causa de brotes de EM (8-10). El serogru-
po W ha sido causa de brotes en Arabia
Saudita y en varios paises europeos des-
pués de la peregrinacién anual a la Meca
(Hajj) en 2000 (11). En los dltimos afios, la
enfermedad ha afectado a América Lati-
na, especialmente a Argentina, Brasil,
Chile y Uruguay (12). Las razones de la
distribucién de los serogrupos a nivel
mundial no son muy conocidas, pero es
posible que la inmunidad de la poblaciéon
y factores ambientales estén asociados
con este fendmeno. Existen vacunas de
polisacéridos capsulares contra los sero-
grupos A, C, Y y W que han demostrado
eficacia de 75 a 90% en adultos y en nifios
en edad escolar (13). Segtn informes de
la OMS, en el Africa subsahariana se re-
dujo la incidencia de casos de EM por se-
rogrupo A hasta 99% gracias al
WHO-PATH Meningitis Vaccine Project
(MenAfrivac) (14). Debido a que el poli-
sacarido del grupo B es poco inmunogé-
nico en humanos, las vacunas del grupo
B no pueden basarse en polisacaridos
capsulares. Los brotes del serogrupo B
tienden a ser clonales, lo que ha permiti-
do desarrollar vacunas de vesiculas de
membrana externa que se dirigen a la
cepa del brote. Estas vacunas se han desa-
rrollado y usado con éxito en Nueva Ze-
landa (MenZB) (15) y en Cuba
(VA-MENGOC-BC) y esta tltima fue uti-
lizada en el brote epidémico ocurrido en
Uruguay (Santa Lucia-Canelones) en
2001 (12) y en Colombia (16) con muy
buenos resultados. Recientemente se han
introducido nuevas vacunas contra me-
ningococo B (Bexsero y Trumemba), aun-
que no se han evaluado en brotes
epidémicos.

Los pacientes con EM deben tratarse
con antibiéticos eficaces por la gravedad
de la enfermedad. El uso masivo de anti-
microbianos derivé en la aparicion de
resistencias bacterianas, sobre todo en
pacientes pedidtricos. En los tltimos
afos la sensibilidad reducida a la penici-
lina G en aislamientos de N. meningitidis
se ha informado en un gran ntimero de
paises (17,18). Sin embargo, la resistencia
completa solo se ha notificado en un re-
ducido ntmero de ellos.

Laboratorios de referencia realizan la
caracterizaciéon molecular de cepas de N.
meningitidis utilizando la técnica de tipi-
ficacién de secuencias multilocus (MLST)
(eninglés, multilocus sequence typing), que
actualmente es el enfoque mas utilizado
para estudiar la biologia de poblaciones
y la evolucién de microorganismos. Este
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método consiste en un esquema de tipifi-
cacién basado en la secuenciacién de
fragmentos de ADN de siete genes con-
servados y su clasificacién en linajes (se-
cuencia tipo, ST). Las ST estrechamente
relacionadas se denominan complejos
clonales (CC) (19). Esta técnica ha gana-
do amplia aceptacién para caracterizar
los brotes y determinar si se deben a una
tnica cepa que circula en la comunidad,
asi como para identificar cepas hipervi-
rulentas (12). La vigilancia centinela de la
enfermedad invasiva meningocécica se
inici6 en Paraguay en 1996 como parte de
la vigilancia de las enfermedades de no-
tificacion obligatoria. La naturaleza dina-
mica de esta enfermedad requiere una
vigilancia constante, que proporciona
datos para la formulaciéon de vacunas y
la monitorizacién del impacto de las va-
cunas después de su introduccion.

El objetivo de este estudio fue descri-
bir las caracteristicas fenotipicas y geno-
tipicas de N. meningitidis causantes de
enfermedad meningocécica en Para-
guay en el periodo comprendido entre
1996 y 2015.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio observacional de
corte transversal, que abarcé el periodo
entre 1996 y 2015. Los centros centinela y
los centros colaboradores de Paraguay
remitieron 114 aislamientos de N. menin-
gitidis y 12 muestras clinicas (de LCR y
de sangre) sin aislamiento bacteriano y
confirmadas por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Todas estas muestras
analizadas fueron recolectadas a través
del sistema de vigilancia centinela en los
centros centinela y los centros colabora-
dores: Hospital Nacional de Itaugua
(HNI), Instituto de Prevision Social
(HCIPS), Instituto de Medicina Tropical
(IMT), Hospital General Pediétrico
(HGP), Hospital de Clinicas, Hospital
Regional Ciudad del Este (HRCDE), Ins-
tituto Nacional de Enfermedades Respi-
ratorias y del Ambiente (INERAM),
Hospital de Clinicas (H. Clinicas), Centro
de Emergencias Médicas (CEM), Sanato-
rio La Costa, MeyerLab, Hospital Regio-
nal Pilar y Sanatorio Migone. El
Laboratorio Central de Salud Publica
participa en el Sistema de Redes de Vigi-
lancia de los Agentes Bacterianos Res-
ponsables de Neumonias y Meningitis,
SIREVA 1I, coordinado por la Organiza-
ciéon Panamericana de la Salud (OPS),
para llevar a cabo la vigilancia de cepas
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de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae y N. meningitidis en el laborato-
rio. El caso se define como el aislamiento
de N. meningitidis de un fluido corporal
normalmente estéril en pacientes de
cualquier edad.

Las muestras de LCR y de sangre se
sembraron en placas de agar sangre de
carnero al 5% y en agar chocolate, se in-
cubaron a 35 °C en una atmoésfera enri-
quecida con CO, al 5% y se examiné el
crecimiento tipico de N. meningitidis a
intervalos de 24, 48 y 72 horas. Las placas
que no exhibian crecimiento tipico se
descartaron después de 72 h.

La identificacion se efectué por mé-
todos microbiolégicos de rutina con los
procedimientos estindar del laborato-
rio (20), con coloracién de Gram (Brita-
nia, Argentina), producciéon de
citocromo-oxidasa (dihidrocloruro de
N, N, N /, N ‘-tetrametil-p-fenilendia-
mina, 1%, Becton Dickinson Microbio-
logy Systems), catalasa y utilizando
carbohidratos (glucosa, maltosa, lacto-
sa, sacarosa, fructosa).

El serogrupo se determiné mediante
aglutinacién en portaobjetos con antisue-
ros comerciales contra polisacaridos cap-
sulares meningocécicos (DIFCO, Beckton
Dickinson, USA) y PCR para todos los
aislamientos.

La caracterizacion de los serotipos y
serosubtipos de 19 cepas aisladas de LCR
(11/19) y sangre (8/19) se realiz6 por la
técnica de Dot Blot (21) con células ente-
ras y anticuerpos monoclonales (Institu-
to Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil),
incluyendo 6 serotipos (1, 2a, 2b, 4, 15 y
21) y 13 subtipos (P1.1, P1.2, P1.4, P1.5,
Pl1.6,P1.7,P1.9,P1.10,P1.12, P1.13, P1.14,
P1.15, P1.16). Las cepas que no mostra-
ron reacciéon positiva frente a los anti-
cuerpos monoclonales de serotipo y
serosubtipo se clasificaron como no tipa-
bles (NT) y no subtipables (NST).

Todas las cepas viables confirmadas
fueron sometidas a analisis de suscepti-
bilidad in vitro para penicilina y cef-
triaxona. Se determiné la concentracién
inhibitoria minima (CIM) mediante el
método de epsilometria (bioMerieux)
segin los estandares del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)
vigentes (22).

La identificacién por PCR de N. menin-
gitidis se bas6 en la amplificacion del gen
crgA utilizando partidores especificos y
empleando secuencias ya descritas (23).
El crgA genera un producto de 230 pb
(pares de bases) cuya presencia indica un
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resultado positivo. Para caracterizar el
serogrupo, se realiz6 una PCR multiple
con oligonucleétidos en el gen siaD (se-
rogrupos B, C, Y y W) y en el gen orf-2
requerido para la biosintesis de la capsu-
la del serogrupo A (23). Los tamarios de
los amplicones esperados para esta PCR
multiple son 400 pb (serogrupo A), 450
pb (serogrupo B), 250 pb (serogrupo C), y
120 pb (serogrupos Y y W). Para cada se-
rogrupo se realiz6 una PCR adicional con
objeto de confirmar el resultado y para
discriminar los serogrupos W e Y para
los cuales el tamafio del amplicén fue de
120 pb.

El estudio de caracterizacién genética
se realizo6 por MLST, porque permite
identificar y diferenciar los distintos lina-
jes genéticos que componen la estructura
poblacional en una base de datos (http://
pubmlst.org/). Para N. meningitidis se
analizaron 7 locis: abcZ, adk, aroE, fumC,
gdh, pdh y pgm (24). Para las reacciones
de secuenciacion se utilizaron kits de se-
cuenciacién de ciclo BigDye Terminator
(Applied Biosystems) y el secuenciador
de ADN (analizador genético 3130, Ap-
plied Biosystems). Los cebadores, asi
como la designaciéon de las secuencias
tipo (ST) y complejos clonales (CC), se
obtuvieron del sitio web PubMLST. Se
caracterizaron en total 27 cepas
correspondientes a los afios del periodo
comprendido entre 2009 y 2015 aisladas
en LCR (n = 16) y en la sangre (n = 11).

Los datos obtenidos en el estudio se
introdujeron en una base de datos en for-
mato Excel y los andlisis estadisticos se
realizaron con el Programa Stata 11.0
(StataCorp. 2011. Stata Statistical Softwa-
re: Release 11. College Station, TX: Stata-
Corp LP), cuyo acceso estaba restringido
Gnicamente a las personas directamente
involucradas en la vigilancia. Luego se
procedié a la limpieza de la base de da-
tos, se controlaron todas las variables y
se compararon con las fichas epidemiol6-
gicas de los participantes.

Este estudio se limita a la descripciéon
de los datos y no incluye ningtin analisis
estadistico inferencial. Se realizaron los
célculos de proporciones de frecuencias
absolutas y de porcentajes. Las variables
analizadas fueron la edad y el sexo de
los pacientes, codigo de identificacion de
la muestra, institucion, tipo de muestra
(LCR y sangre), fecha de toma de mues-
tra, diagnéstico, microorganismo (con-
firmado fenotipica o genotipicamente
como compatible con Neisseria meningiti-
dis), serogrupo de N. meningitidis (A, B,
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C, Y, W, X, Z), sensibilidad a la penicili-
na, sensibilidad a la ceftriaxona, y com-
plejo clonal (linaje genético de la cepa de
N. meningitidis).

Este estudio fue aprobado por el Co-
mité de Etica en Investigacion del Labo-
ratorio Central de Salud Publica (CEI)
con el dictamen CEI-LCSP N°: 45. La
confidencialidad de los datos que con-
signan a la persona se respetaron en
todo momento y tinicamente los investi-
gadores pudieron acceder a los datos
referidos.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio com-
prendido entre 1996 y 2015 el Laborato-
rio Central de Salud Publica (LCSP)
confirmé un total de 126 casos de EM
por N. meningitidis. El mayor niimero de
casos se registr6 en 2008 (n = 16)
(figura 1). Los casos positivos a EM se
identificaron a partir de muestras clini-
cas de LCR (n = 86), sangre (n = 37) y en
ambos fluidos (n = 3). El serogrupo B
prevaleci6 en la mayoria de los afios que
abarca este estudio y en los dos ultimos
afos (2014 y 2015) se vio un ligero au-
mento de los serogrupos W y C
(cuadro 1). E181,7% (103/126) de los ca-
sos se ha diagnosticado como MBA,
15,9% (20/126), como sepsis, y 2,4%
(3/126), como MBA con sepsis simulta-
neamente (cuadro 2). Los servicios de
salud que mas casos de enfermedad me-
ningocdcica notificaron fueron el Insti-
tuto de Medicina Tropical de Asuncién
(31,8%), el Hospital Regional de Ciudad
del Este (14,3%) y en el departamento
Central, el Hospital de Clinicas (12,7%),
el Hospital General Pediatrico (12,7%) y
el Hospital Nacional de Itaugua (9,5%).

El mayor niimero de casos se observé
en el grupo de 0 a 5 afios, con 36,5%
(n = 46) del total de casos notificados por
grupos de edad, seguido por el grupo
de 15 a 20 afios (16,7%, n = 17) y el grupo
de 46 a 50 afios, con la menor frecuencia
de la enfermedad (0,8%, n = 1). E1 51,6%
(65/126) de los casos de EM se diagnosti-
c6 en varones.

La mediana de la edad de los hombres
fue 11, con valores interquartilicos de 1y
20 afios. En las mujeres fue de 13 con va-
lores comprendidos entre 1y 29 afios. La
edad minima en los hombres fue de 1 dia
y la méxima de 97 afios y en las mujeres,
de 1 mes y 69 afios respectivamente.

El estudio de susceptibilidad se realiz6
en todos los aislamientos bacterianos
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FIGURA 1. Distribucion de los 126 casos de enfermedad meningocécica (EM) por afio,

Paraguay, 1996-2015
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Fuente: Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, Asuncién, Paraguay.

viables (n = 112). La sensibilidad a la pe-
nicilina ascendié a 88,0% (n = 98), el
12,0% (n = 14) fue de sensibilidad inter-
media y no hubo ningin aislamiento
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resistente (cuadro 3). E160,0 % (n =9) de
los asilamientos con sensibilidad inter-
media a penicilina corresponden al sero-
grupo By el 50,0% (7/14) fueron aislados
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de pacientes pediatricos (menores de 5
anos). Todos los aislamientos fueron sen-
sibles a ceftriaxona (n = 112).

La caracterizacién fenotipica por Dot
Blot mostr6 que 58,0% (11/19) de los ais-
lamientos estudiados resultaron no tipa-
bles (NT), en los serogrupos B (4/11), C
(3/11), Y (2/11) y W (2/11), 21,0% (4/19)
correspondié al serotipo 4, y 11,0%
(2/19), al serotipo 1 y al serotipo 15, res-
pectivamente. Prevalecié como subtipo
el no subtipable (NST) con 37,0% (7/19),
seguido por los subtipos P1.5 con 21,0%
(4/19), P1.14 con 16,0% (3/19), P1.2 con
11,0% (2/19),y P1.2,5,P1.16 y P1.2,16 con
5,0% (1/19), respectivamente. Los fenoti-
pos encontrados con mayor frecuencia
fueron B:4:P1.14 con 16,0% (3/19), segui-
do de B:15:P1.5, C:NT:NST y W:NT:P1.2
con 10,5% (2/19), respectivamente.

Se determiné la secuencia tipo (ST) de
27 aislamientos de meningococo (n = 27),
que se agruparon en 8 complejos clonales
(CC) distintos: ST-11/ET37 complex, ST-
32 complex/ET-5 complex, ST-35 com-
plex, ST 41/44 complex/lineage 3, ST-103
complex, ST-167 complex, ST-865 com-
plex y ST-12722. Los resultados del anali-
sis por MLST indican que los CC
prevalentes fueron ST-11/ET37 complex
con 29,6% (8/27) y predominio de las

CUADRO 1. Distribucién de los 126 casos de enfermedad meningocécica por aino, tipo de muestra y serogrupo, Paraguay, 19962015

Enfermedad meningocdcica Tipo de muestra Serogrupo

Afio LCR Sangre LCRy Sangre B W Y Sin datos

N % n % n % n % n % n % n % n % n %
1996 2 0,1 2 100 0 0 0 0 1 50,0 1 50,0 0 0 0 0 0 0
1997 3 0,1 2 66,7 1 333 0 0 3 100 0 0 0 0 0 0 0 0
1998 4 0,2 3 75,0 1 25,0 0 0 0 0 4 100 0 0 0 0 0 0
1999 4 0,2 4 100 0 0 0 0 3 75,0 0 0 0 0 0 0 1 25,0
2000 0 0 0 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2001 1 0 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 0 0 0 0
2002 1 0 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 0 0 0 0
2003 3 0,1 3 100 0 0 0 0 2 66,7 0 0 1 33,3 0 0 0 0
2004 3 0,1 2 66,7 1 333 0 0 2 66,7 0 0 1 33,3 0 0 0 0
2005 9 0,4 7 778 2 22,2 0 0 8 88,9 0 0 0 0 1111 0 0
2006 7 0,3 4 57,1 2 28,6 1 14,3 6 85,7 1 14,3 0 0 0 0 0 0
2007 12 0,6 7 58,3 4 33,3 1 8,3 8 66,7 0 0 2 16,7 1 8,3 1 8,3
2008 16 0,8 1 68,8 4 25,0 1 6,3 6 37,5 1 6,3 6 37,5 3 188 0 0
2009 9 0,4 3 33,3 6 66,7 0 0 7 77,8 1 11,1 1 11,1 0 0 0 0
2010 8 0,4 6 75,0 2 25,0 0 0 7 87,5 0 0 1 12,5 0 0 0 0
2011 11 0,5 8 72,7 3 27,3 0 0 7 63,6 0 0 3 27,3 1 9,1 0 0
2012 6 0,3 3 50,0 3 50,0 0 0 3 50,0 0 0 1 16,7 2 333 0 0
2013 1 0,5 7 63,6 4 36,4 0 0 7 63,6 1 9,1 3 27,3 0 0 0 0
2014 7 0,3 5 714 2 28,6 0 0 2 28,6 3 42,9 2 28,6 0 0 0 0
2015 9 0,4 7 77,8 2 22,2 0 0 4 44,4 2 22,2 3 333 0 0 0 0
Total 126 6,3 86 68,3 37 29,4 3 2,4 76 60,3 14 11,1 26 20,6 8 6,3 2 1,6

Fuente: Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud Pablica y Bienestar Social, Asuncion, Paraguay.
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CUADRO 2. Distribucion de los 126 casos de enfermedad meningocdcica por diagnéstico
clinico y grupo de edad, Paraguay, 1996—2015

Frecuencia (%)

Diagnéstico clinico

Grupo de edad (afios)  Meningitis bacteriana aguda Sepsis Meningitis bacteriana aguda/Sepsis ~ Total
<1 15 (14,6) 8 (40,0) 1(33,3) 24
1-5 18 (17,5) 3(15,0) 1(33,3) 22
6-14 15 (14,6) 2 (10,0 0(0,0) 17
15-20 17 (16,5) 3(15,0) 1(33,3) 21
21-25 6(5,8) 2 (10,0 0 8
26-30 11.(10,7) 1(5,0) 0 12
31-35 3(2,9) 0 0 3
36 - 40 2(1,9) 0 0 2
41-45 3(2,9) 0 0 3
46 - 50 1(1,0) 0 0 1
>50 7(6,8) 0 0 7
Sin datos 5(4,8) 1(5,0) 0 6
Total 103 (81,7) 20 (15,9) 3(2,4) 126

Fuente: Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud Pablica y Bienestar Social, Asuncién, Paraguay.

CUADRO 3. Perfiles de susceptibilidad a la penicilina (segun la CIM) en 112
aislamientos de Neisseria meningitidis por grupos de edad, Paraguay, 1996-2015

Sensible? Intermedio?
Edad N
(n=98) % (n=14) %

<12 meses 20 15 75,0 5 25,0
12-23 meses 7 6 85,7 1 14,3
24-59 meses 11 10 90,9 1 9.1
5-14 afios 15 14 93,3 1 6,7
15-29 afios 35 32 914 3 8,6
30-49 afos 10 9 90,0 1 10,0
50-59 afos 3 3 100 0 0
>60 afios 5 3 60,0 2 40,0
Sin datos 6 6 100 0 0
Total 112 98 87,5 14 12,5

Fuente: Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud Pablica y Bienestar Social, Asuncion, Paraguay.
Nota: se aislaron 114 cepas de N. meningitidis y dos de ellas no eran viables.

No se detectd ningan caso de resistencia.

2Sensible: CIM < 0,6 ug/mL; Intermedio: CIM 0,125 a 1,0 ug/mL; Resistente: > 2,0 ug/mL (22).

cepas de N. meningitidis serogrupo W
(6/8), seguido del CC ST-35 complex con
18,5% (5/27) (5/5) y ST-32 /ET-5 com-
plex con 14,8% (4/27). Ambos CC corres-
pondientes en su totalidad al serogrupo
B (4/4)y (5/5), respectivamente.

DISCUSION

En Paraguay la enfermedad meningo-
cOcica es relativamente infrecuente. En
un afio se detectan como maximo 16 ca-
sos confirmados (2008). Sin embargo,
segtn los datos disponibles en América
Latina, se supone que existen subnotifi-
cacion y subregistro de la EM. Si bien se
ha mejorado la vigilancia de las enfer-
medades invasivas, es patente la necesi-
dad de mejorar y establecer una

Rev Panam Salud Publica 43,2019

vigilancia més uniforme y de calidad en
toda la zona. A partir de 2005, se observé
un aumento de los casos de EM, con pre-
dominio del serogrupo “B” y un ligero
aumento de casos de EM por serogrupos
C y W. En Brasil, Argentina, Chile y Uru-
guay se han descrito tendencias crecien-
tes similares por el serogrupo W desde
2002 (12). El mayor ntimero de casos
confirmados de EM se registré en nifios
de 0 a 5 afos, especialmente en menores
de 1 afo, seguido por los diagnosticados
en adolescentes y adultos jévenes de 15
a 29 afos, un fenémeno que se ha obser-
vado en varios paises (25). La caracte-
rizaciéon fenotipica de 19 cepas de
N. meningitidis arrojé6 como fenotipos
mas frecuentes B:4:P1.14, seguido por
B:15:P1.5, C:NT:NST y W:NT:P1.2. Estos

Investigacién original

fenotipos difieren de los utilizados en las
vacunas VA-MENGOC-BC, desarrollada
con antigenos de membrana externa de
la cepa epidémica tipo B:4:P1.15 combi-
nado con polisacdrido del serogrupo C
(21), y en la vacuna 4CMenB, que tiene,
entre otras proteinas, las de las vesiculas
de membrana externa tipo B:4:P1.7b,4
(26). No obstante, se trata de una sub-
muestra y los resultados no son repre-
sentativos. Las limitaciones encontradas
en la caracterizacién fenotipica se basan
en la dificultad de mantener un panel
completo de anticuerpos monoclonales,
y en el rendimiento de la prueba, porque
puede dar lugar a un resultado incorrec-
to. (Un resultado negativo no implica la
ausencia del antigeno, ya que estos pue-
den ser bloqueados por otros compo-
nentes de la membrana bacteriana.)
Conocer la distribucién de los fenotipos
de N. meningitidis serogrupo B contribui-
ré a evaluar la posibilidad de incorporar
estas nuevas vacunas basadas en protei-
nas de membrana externa.

La penicilina y las cefalosporinas de
tercera generacién son los antimicro-
bianos de elecciéon para el tratamiento
de las EM. En los ultimos afios, se ha
observado sensibilidad in wvitro inter-
media a la penicilina. La disminucién
de la sensibilidad es gradual y mas fre-
cuente en nifios que en adultos, lo cual,
posiblemente, esté relacionado con la
amplia utilizacion de betalactdmicos.
Este patrén de susceptibilidad se pre-
senta en otros paises de América Latina
(27). En este estudio no se registré nin-
gun caso de resistencia total a este anti-
microbiano. Todos los aislamientos
fueron sensibles a cefalosporinas de
tercera generacién. No obstante, es im-
portante mantener la vigilancia de la
sensibilidad a los antibiéticos de pri-
mera eleccion. El andlisis genético de
las cepas revel6 que el complejo clonal
ST-11/ET37 complex es el predominan-
te en el serogrupo W (29,6%). ST-11 tie-
ne clones hiperinvasivos que pueden
expresar serogrupos C o W y, con me-
nor frecuencia, B o Y. Estas cepas se
asocian con tasas de mortalidad parti-
cularmente altas y causan brotes como
los ocurridos en la década de los sesen-
ta en los Estados Unidos de América
por los serogrupos B y C, el brote del
serogrupo W asociado al Hajj, que afec-
té a varios paises, y el aumento de la
EM endémica por serogrupo W en Bra-
sil y en varios paises del Cono Sur (28).
Ademas, se hallaron ST-35 complex
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CUADRUO 4. Distribucion de los 27 complejos clonales de N. meningitidis por serogrupos, Paraguay, 1996-2015

Serogrupo
: Total
Complejos clonales C w Y
n % n % n n % n %

ST11/ET37 complex 1 12,5 0 0 6 75,0 1 12,5 8 29,6
ST 32/ET5 complex 4 100 0 0 0 0 0 0 4 14,8
ST 35 complex 5 100 0 0 0 0 0 0 5 18,5
ST 41/44 complex/lineage 3 1 100 0 0 0 0 0 0 1 3,7
ST 103 complex 1 25,0 3 75,0 0 0 0 0 4 14,8
ST 167 complex 0 0 0 0 1 333 2 66,7 3 1,1
ST 865 complex 1 100 0 0 0 0 0 0 1 3,7
ST 12722 1 100 0 0 0 0 0 0 1 3,7
Total 14 51,9 3 11,1 7 25,9 3 11,1 27 100,0

Fuente: Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, Asuncién, Paraguay.

(18,5%) y ST-32/ET5 complex (14,9%),
todos correspondientes al serogrupo B.
Ambos CC se han encontrado en casos
de EM y en portadores nasofaringeos
(29) y ST-32/ET5 fue causa de brotes en
Cuba, Chile, Brasil y Argentina a partir
de los anos ochenta (30). La distribu-
cién clonal de los aislamientos de Para-
guay se correlaciona con los datos
encontrados en la regién. Sin embargo,
debido a los pocos aislamientos exami-
nados, los datos deben interpretarse
con cierta cautela, ya que una limita-
cién fue no disponer de un secuencia-
dor de ADN vy, por ello, fue necesario
enviar las cepas al Instituto de Salud
Puablica de Chile para su caracteriza-
cioén genética.

La incorporacién de técnicas molecu-
lares (PCR) en el Laboratorio Central
de Salud Publica de Paraguay en 2011
ha sido una herramienta muy impor-
tante para confirmar los

1. Crum-Cianflone N, Sullivan E.
Meningococcal Vaccinations. Infect Dis
Ther. 2016;5(2):89.

2.Nadel S. Treatment of meningococcal
disease. ] Adolesc Health. 2016;59(2):
21-8.

3. Gianchecchi E, Piccini G, Torelli A,
Rappuoli R, Montomoli E. An unwanted
guest: Neisseria meningitidis - carriage,
risk for invasive disease and the impact
of vaccination with insight on Italy inci-
dence. Expert Rev Anti Infect Ther.
2017;15(7):689-01.

4. Hedari CP, Khinkarly RW, Dbaibo GS.
Meningococcal serogroups A, C, W-135,
and Y tetanus toxoid conjugate vaccine: a
new conjugate vaccine against invasive

casos de sospecha de EM. Sin embargo,
es necesario implementar nuevas técni-
cas como la secuenciacién de ADN de
los genes PorA, especialmente en cepas
no subtipables, tipificar secuencias
multilocus, que son particularmen-
te utiles para realizar el genotipado,
caracterizar completamente los aisla-
mientos de cepas circulantes en el
pais y wubicarlas en wun contexto
epidemiolégico méds amplio, y evaluar
objetivamente las intervenciones pre-
ventivas disponibles. Se concluye que,
debido ala diversidad genética y al alto
nivel de virulencia de N. meningitidis,
su vigilancia debe constituir una priori-
dad estratégica de los sistemas de salud
publica nacionales y regionales para
prevenir brotes epidémicos y apoyar la
toma de decisiones en salud ptblica.
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ABSTRACT

Genotypes of Neisseria
meningitidis isolates in
patients with meningococ-
cal meningitis in Paraguay,
1996-2015

Keywords

Objective. Describe the phenotypical and genotypical characteristics of Neisseria
meningitidis isolates from cases of meningococcal disease in Paraguay between 1996
and 2015.

Methods. Conventional microbiological methods and molecular techniques were
used to study 114 isolates of N. meningitidis and 12 clinical samples without isolation
(confirmed by polymerase chain reaction), provided by various sentinel centers and
collaborating centers in Paraguay.

Results. The most affected age group was children under 1 year (19.0%), followed
by 1-5-year-olds (17.5%). The highest percentage of strains was isolated in men-
ingitis cases (81.7%) and serogroup B was found in 60.3% of cases. The most frequent
phenotypes were B:4:p1.14 (16.0%), B:15:p1.5, C:nt:nst, and W:nt:p1.2 (10.5%),
respectively. The prevalent clonal complexes were: ST-11/ET37 complex, 29.6%
(8/27), predominantly serogroup W (6/8); ST-35 complex, 18.5% (5/27), in serogroup
B (4/4); and ST-32/ET5 complex, 14.8% (4/16), in serogroup B (5/5).

Conclusions. Meningococcal meningitis is relatively uncommon in Paraguay:.
Distribution analysis showed that serogroup B is the most common and that the number
of cases of meningococcal disease caused by serogroups C and W increased in the last
two years. The identified clonal complexes were correlated with those found in the
Southern Cone region. Due to the high virulence of N. meningitidis, its surveillance
should be a strategic priority of national and regional public health systems to prevent
epidemic outbreaks and support public health decision-making.

Neisseria meningitidis; meningococcal disease; polymerase chain reaction; multilocus
sequence typing; Paraguay.

RESUMO

Gendtipos de Neisseria
meningitidis isolados de
pacientes com doenca
meningococica no Paraguai,
1996-2015

Palavras-chave

Objetivo. Descrever as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de cepas de Neisseria
meningitidis isoladas de casos de doenca meningocécica no Paraguai entre 1996 e
2015.

Métodos. Foram estudados por métodos microbiolégicos convencionais e técnicas
moleculares 114 isolados de N. meningitidis e 12 amostras clinicas sem isolamento con-
firmadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) enviados por diferentes centros-
sentinela e centros colaboradores do Paraguai.

Resultados. A faixa etaria mais afetada foi a de criancas menores de 1 ano (19,0%) e
criangas de 1 a 5 anos (17,5%). Uma maior porcentagem de cepas foi isolada de casos
de meningite (81,7%) e o sorogrupo B foi identificado em 60,3% dos casos. Os fenéti-
pos mais comuns foram B:4:P1.14 (16,0%), B:15:P1.5, C:NT:NST e W:NT:P1.2 (10,5%),
respectivamente. Os complexos clonais mais prevalentes foram o complexo ST-11/
ET37 (29,6%, 8/27) com predominio no sorogrupo W (6/8), complexo ST-35 (18,5%,
5/27) no sorogrupo B (4/4) e complexo ST-32/ET5 (14,8%, 4/16) no sorogrupo B (5/5).
Conclusées. A doenga meningocdcica € relativamente pouco comum no Paraguai.
A andlise da distribuicdo dos sorogrupos demonstrou que o sorogrupo B é o mais
prevalente e, nos ultimos dois anos, ouve um aumento nos casos de doenga meningo-
cécica pelos sorogrupos C e W. Os complexos clonais encontrados se correlacionam
com os achados na regido do Cone Sul. Devido a alta viruléncia da N. meningitidis, a
vigilancia deste agente deve ser uma prioridade estratégica dos sistemas de satide
publica nacionais e regionais para prevenir surtos epidémicos e subsidiar a tomada de
decisdo em satide publica.

Neisseria meningitidis; doenca meningocdcica; reacdo em cadeia da polimerase; tipa-
gem de sequéncias multilocus; Paraguai.
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