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Vigilancia de laboratorio enfermedad invasora
Neisseria meningitidis 2011-2014

Antecedentes

Neisseria meningitidis (Nm), agente causal de la enfermedad meningocdcica,
es una de las especies que constituyen el género Neisseria, que pertenece
junto con los géneros Branhamella, Acinetobacter y Kingella a la Familia

Neisseriaceae. (1)

El meningococo es una bacteria gramnegativa de pequefio tamano (0,6-1,5 pm
de diametro), con una morfologia caracteristica, presentdandose en forma de
diplococos con las caras laterales adyacentes aplanadas (semejante a granos

de café), no forma esporas, inmovil y capsulado. (2)

La capsula polisacarida permite su divisién en 13 serogrupos designados por
las letras: A, B, C, D, X, Y, Z, 29 E, W, H, I, Ky L. Los serogrupos que se
relacionan con enfermedad son A, B, C, Y y W, con recientes descripciones del
serogrupo X. Las proteinas de la membrana externa Por A y Por B definen los

20 serotipos/subserotipos conocidos. (3)

La enfermedad meningocdcica invasora es uno de los grandes problemas de
salud publica mundial. Afectando a paises desarrollados como subdesarrollados
de forma endémica y epidémica, a pesar de los importantes avances en la

epidemiologia, prevencion, diagndstico y tratamiento de la enfermedad. (4)

Asia ha tenido grandes epidemias de enfermedad meningocdcica en los ultimos
decenios (China 1979 y 1980, Vietnam 1977, Mongolia 1973-1974 y 1994-
1995, Arabia Saudita 1987, Yemen 1988). Los brotes mas grandes vy
recurrentes han sido en la zona semi-arida del Africa subsahariana. Esta zona
es conocida como el cinturén africano de la meningitis, desde Senegal a
Etiopia, con una poblacidn total estimada de 300 millones, en que la
enfermedad meningocédcica se presenta en ciclos epidémicos que duran entre 8
y 15 afos. (5)
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La nasofaringe humana es el Unico reservorio natural conocido. (3) El
porcentaje de colonizacidon en individuos sanos, varia dependiendo del estudio
y escenario epidemioldgico. Una persona puede ser portador por meses y
permanecer asintomatica. En una pequeia proporcion de portadores, la
bacteria invade la sangre o0 meninges produciendo la enfermedad
meningocdcica. La bacteria se transmite de persona a persona a través de

gotitas de secreciones respiratorias (6)

La infeccidn meningocdcica invasora mas comun es la meningitis aguda. La
septicemia meningococica 0 meningococcemia es la enfermedad mas peligrosa
y mortal causada por Nm. En ambas patologias, los casos mas graves llevan a
la mortalidad en unas horas. Las secuelas en los casos no fatales son
discapacidades permanentes, pérdida de audicién, dafio cerebral, amputacion
de dedos de los pies, manos, extremidades o cicatrizacidn severa en injertos
de piel. (7)

Otros cuadros clinicos menos frecuentes son neumonia, otitis media y artritis
entre otras. (8) El contacto cerrado y prolongado con una persona infectada o

portador, facilita la diseminacidn de la enfermedad. (9)

Diagnéstico de Laboratorio: Considerando que la meningitis meningocdcica es
una infeccién grave, el diagndstico se debe realizar a la brevedad. La tincidn de
Gram de LCR, es la técnica de diagndstico rapido por excelencia, al observar
diplococos gramnegativos y polimorfonucleares. Para su crecimiento, Nm
requiere de un ambiente aerdbico con humedad relativa del 50%, 5% de CO,
y medio enriquecido. Las colonias en agar sangre, después de una incubacién
por 18-24 horas a 35°C son suaves, transparentes, no pigmentadas, no
hemoliticas, tamafio mediano y convexas. (2) Para su identificacion basica se
utiliza las pruebas de oxidasa y catalasa (positivas) y para la identificacidon de
serogrupo pruebas seroldgicas especificas. Para la confirmacion de la
identificacion se utilizan pruebas bioquimicas de utilizacién de carbohidratos en
medio cistina tripticasa (CTA). (10)

La determinacién del serogrupo, se basa en las diferencias entre los
polisacaridos capsulares. Se realiza por técnicas de seroaglutinacion,
coaglutinacién, uso de anticuerpos monoclonales (MAbs), ELISA, dot-blot vy
PCR.

Para el estudio de la susceptibilidad a los antimicrobianos, la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) se determina por los métodos estandarizados de

microdilucién en caldo o epsilometria.
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En general, Nm raramente es resistente a los agentes antimicrobianos
utilizados para su tratamiento, pero se han descrito cepas resistentes a
sulfonamidas, rifampicina y cloranfenicol. Adicionalmente, la presencia de
cepas con una resistencia intermedia a penicilina es relativamente frecuente
por lo que se debe mantener la vigilancia. (11) Las muestras que presentan
cultivo negativo o que no se pueden cultivar, pueden ser analizadas por

métodos moleculares para confirmar la etiologia. (12)

Neisseria meningitidis, es catalogada como grupo 2 de bioseguridad, debiendo
ser manipulada en un laboratorio con nivel de contencién 2. El laboratorio debe
contar con un gabinete de seguridad bioldgica de clase II disefiado para
proteger al usuario y al ambiente de los riesgos asociados al manejo de este

microorganismo. (13)
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1. Diagndéstico de Laboratorio

El Instituto de Salud Publica es el Laboratorio Nacional y de Referencia para
Neisseria meningitidis, y le corresponde, segun Decreto Supremo de
Notificacidn Obligatoria D.S. 158/2004, confirmar los aislamientos de Neisseria
meningitidis realizados por los laboratorios clinicos publicos y privados del pais,

y realizar vigilancia de la resistencia a antimicrobianos.

Para la confirmacion de las cepas, se realiza una bateria bioquimica en la que
se observa la produccion de acido a partir de diferentes carbohidratos.
Ademads, se determina el serogrupo mediante la técnica de aglutinacion en

[amina.

Para los casos sospechosos que presenten cultivos negativos, el laboratorio de
referencia dispone de un protocolo de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real cuantitativa (QPCR/gPCR), para la busqueda de material genético
de patdgenos meningeos incluida N. meningitidis, utilizando como blanco el
gen ctrA. A partir del aino 2013 se realiza ademas identificacién molecular de
serogrupo por PCR en tiempo real de acuerdo al protocolo estandarizado por
OPS.

Ademas, se vigila la suceptibilidad de la bacteria a penicilina, ceftriaxona,
cloranfenicol, rifampicina y ciprofloxacino, mediante el método de
concentracidon inhibitoria minima (CIM) por epsilometria, y microdilucién en
caldo, segun estandares CLSI vigentes (18). El Laboratorio de Referencia del
Instituto de Salud Publica participa en la Red Latinoamericana SIREVA,
amparada por la OPS, que se ha encargado de la estandarizacion y control de

calidad de estas metodologias en nuestra region.

El Instituto realiza ademas la caracterizacién molecular de los aislamientos a
través de técnicas moleculares de subtipficacion como la Electroforesis de
Campo Pulsado (PFGE), utilizando la enzima de restriccion Spel, los patrones
obtenidos son analizados en el programa BioNumerics para determinar
relaciones genéticas entre las cepas estudiadas. De manera complementaria,
se realiza la subtipificacidn por Secuenciamiento de Multilocus (MLST) que
consiste en el secuenciamiento de fragmentos internos de siete genes
constitutivos. Los resultados obtenidos son analizados en la base de datos

internacional http://pubmilst.org/.
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2. Resultados vigilancia de Neisseria meningitidis 2011 - 2014.

Entre enero de 2011 y agosto de 2014, el laboratorio de referencia ha
confirmado un total de 417 casos de enfermedad invasora por N. meningitidis
(366 cepas y 51 muestras). De estos, el 87,8% (366/417) fueron confirmados
mediante cultivo y el 12,2% (51/417) mediante el estudio de muestras por

reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (QPCR/qPCR).

La Figura 1, muestra el nimero de cepas y muestras confirmadas con N.
meningitidis por afo del periodo en estudio. El afio con el mayor nimero de
casos fue el 2013. Durante el afio 2014 (enero a agosto) se han confirmado 97
casos, mientras que en el mismo periodo del afio 2013 se confirmaron 92

casos, lo que representa un aumento del 5%.

Figura 1. Cepas y muestras de Neisseria meningitidis seguin técnica de
confirmaciony afio. Chile 2011-2014%*.
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*Datos hasta agosto 2014.
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Publica de Chile. 2014.

Del total de casos confirmados por laboratorio en el periodo en estudio, el 58%
(242/417) procedian de la Region Metropolitana y el 14,4% (60/417) de la
Regién de Valparaiso. De los casos confirmados procedentes de Region
Metropolitana, el 72% (174/242) provenian de laboratorios pertenecientes a

los servicios de salud (Tabla 1).
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Tabla 1. Cepas y muestras de Neisserfa meningitidis segun técnica de confirmacion y procedencia. Chile 2011 -2014+.

V. . 2011 2012 2013 2014~ Total
Regign Servicio de Salud Total Region
Cultive| PCR |Cultive| PCR |Cultive| PCR |Cultive| PCR
Arica y Parinacota |Privado 1 1 1
Tarapaca |IZ|_LI'IIZ|LIE 2 E L 4 &
Privado 2 2
Antofagasta 1 3 3 3 10
Antofagasta Privado 1 1 1 1 4 15
Otros** 1 1
Atacama Atacama 1 3 3 7 7
Coquimbo Eu:u_qu'lmbo 1 1 1 4 7 g
Privado 2 2
Aconcagua 1 2 4 1 B
Valparaiso-5an Antonio 2 14 4 2 24
Valparaiso Vifia del Mar-Quillota 3 5 4 3 4 2 21 ]
Privado 3 2 1 ]
Otros=* 1 1
Central 5 5 3 2 & 21
MNorte & 5 7 1 3 22
Occidente & 1 4 1 1 2 3 1 19
Metropolitana Oriente & g 10 1 2 27 242
Sur 2 B 1 7 11 1 30
Sur Oriente 5 12 11 1 9 4 42
Privado 10 18 21 1 16 2 68
Otros** 2 & 1 2 13
L. B. O'Higgins L. B. O'Higgins 3 4 1 2 12 12
Maule Maule 3 1 2 1 7 7
Biobio 1 2 1 4
Concepcion 3 1 ? 1 1 8
Biobio Huble 2 3 2 7 28
Talcahuano 3 2 1 1 7
Privado 2 2
Araucania Ar_-:-iucan'la sur 2 2 2 =] 7
Privado 1 1
Los Rios Valdivia 1 1 1 3 1 7 g
Privado 1
Reloncavi 2 1 3
Los Lagos Chiloe L 1 12
O=orno 1 1 3 1 5]
Privado 1 1 2
Magallanes Magallanes 2 1 3 3
Total 63 4 103 14 118 18 B2 15 417

'Dataos hasta agosta 2014,
"*Otros: Pdblicos ne pertenecientes al Sistema Macional de Sevicios de Salud.

Fuente: Laborataria Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Publica de Chile, 2014,
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La Figura 2 presenta el niumero de casos confirmados por laboratorio de
enfermedad invasora por Nm por regidon de procedencia de la muestra o cepa y
ano. Se observa que en todo el periodo en estudio el mayor nUmero de casos
fueron confirmados a partir de cepas o muestras derivadas de laboratorios de

la Region Metropolitana.

Figura 2. Distribucion de cepas y muestras de Neisseria meningitidis segin procedencia.
Chile 2011-2014.
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* Datos hasta agosto 2014.
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La Figura 3 presenta el nUmero de cepas y muestras confirmadas de Nm por
tipo de muestra y afo. Se observa que en todos los afios predominan las cepas

aisladas de sangre, seguidas por las muestras de liquido cefalorraquideo.

Figura 3. Cepasy muestras de Neisseria meningitidis segan tipo de muestra y afio de confirmacidn.
Chile 2011-2014*.

20

24

2011 2012 2013 2014
Ao
B Sangre B LCR M |Liquido am nigtico M Liquido articular

*Dratos hasta agosto 2014,
Fuente: Laboratoric Meningitis Bacterianas. Institutode Salud Publicade Chile 2014,

La Figura 4 presenta el nimero de cepas y muestras confirmadas de N.
meningitidis por serogrupo y afno. Desde el afio 2012, el serogrupo mas
frecuente fue el W en relacion al total de serogrupos confirmados por afio. En
cuanto al serogrupo Y se han confirmado 5 casos durante el periodo, 2 casos

en los afios 2011 y 2012 respectivamente y un caso durante el 2014.
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Figura 4. Cepasy muestras de Neisseria meningitidis segin serogrupoy ano. Chile 2011 -2014*
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Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Institutode Salud Publicade Chile. 2014,

N. meningitidis serogrupo B

En el ano 2011 se observa predominio de N. meningitidis serogrupo B en el

grupo etario entre 1 y 4 afios, a partir del afio 2012 el grupo de menores de 1

ano ha presentado el mayor nimero de casos (Figura 5).
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Figura 5. Cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo B segun grupo de edad y

afio. Chile 2011-2014*
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*Datos hasta agosto 2014.
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Pablica de Chile. 2014,
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En la Figura 6 se observa que durante los afios 2011 y 2012 el mayor nimero
de casos confirmados por laboratorio de N. meningitidis serogrupo B
correspondian a sexo masculino mientras que entre 2013 y 2014 el mayor
numero de casos corresponde al sexo femenino. Al analizar todo el periodo no

se observa diferencia por sexo.

Figura 6. Cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo B segun sexoy afio. Chile
2011-2014*
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*Datos hasta Agosto 2014,
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Publica de Chile. 2014.

La Figura 7 presenta el niumero de casos confirmados por laboratorio de M.
meningitidis serogrupo B por region y afio. En el afo 2014, el 68% (15/22) de
las cepas y muestras confirmadas proceden de la Regidon Metropolitana,
seguida de la Regidén del Biobio con el 14% (3/22).
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Figura 7. Distribucion de cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo B.
Chile 2011-2014*
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* Datos hasta agosto 2014.
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N. meningitidis serogrupo W

En la Figura 8 se observa que durante todo el periodo el mayor nimero de
casos confirmados por laboratorio de N. meningitidis serogrupo W se
presentaron en el grupo de menores de 1 afno, sin embargo en el ano 2013 el

mayor numero de casos se confirmd en el grupo de 40 a 59 anos.

Figura 8. Cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo W segun grupo de edad y
afio. Chile 2011-2014*
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*Datos hasta agosto 2014.
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Publica de Chile. 2014,

La Figura 9 muestra el niumero de casos confirmados por laboratorio de M.
meningitidis serogrupo W por sexo y afo. El 55% (106/236) de casos

confirmados del periodo corresponden al sexo masculino.
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Figura 9. Cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo W segun sexoy afio. Chile
2011-2014*
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*Datos hasta agosto 2014,
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto de Salud Pdblica de Chile. 2014.

La Figura 10 presenta el nimero de casos confirmados por laboratorio de N.
meningitidis serogrupo W por region y afio. En el afo 2014, el 61% (42/69) de
las cepas y muestras confirmadas proceden de la Regidon Metropolitana,
seguida de la Region del Valparaiso con el 14% (10/69).
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Figura 10. Distribucion de cepas y muestras de Neisseria meningitidis serogrupo W.
Chile 2011-2014*

2013 2014%*
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Estudio de susceptibilidad antimicrobiana

La Tabla 4 presenta el nUmero de cepas analizadas por afio y el porcentaje de
cepas sensibles intermedias vy resistentes, para cada uno de Ilos

antimicrobianos estudiados.

Los valores de sensibilidad a penicilina variaron entre 33% en el 2011 y 55%
en el aho 2012. El 100% de las cepas fueron sensibles a ceftriaxona,

cloranfenicol, rifampicina y ciprofloxacino.

Tabla 4. Susceptibilidad a antimicrobianos en cepas de Neisseria meningitidis.
Chile 2011 -2014*,

Ao . Penicilina Ceftriaxona | Cloranfenicol | Rifampicina |Ciprofloxacino
5 | 5 5 5 5

2011 63 3% | 67% 100% 100% 100% 100%

2012 103 55% | 48% 100% 100% 100% 100%

2013 112 5196 | 49% 100% 100% 100% 100%

20147 a2 4% | 48% 100% 100% 100% 100%

*Datos hasta agosto 2014,
5.5ensible R: Resigente, I: Intermedio
Fuente: Laboratorio Meningitis Bacterianas. Instituto deSalud Pablica de Chile. 2014,
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Caracterizacion Molecular

El Subdepartamento de Genética Molecular del ISP, realizé la caracterizacion
molecular de 297 cepas mediante MLST y PFGE lo que equivale al 92%
(337/366) del total de cepas confirmadas en el periodo analizado (Tabla 5).

Tabla 5. Ndmero de cepas de Neisseria meningitidis con estudio
de genética molecular. Chile 2011-2014*

N° de ce
Afio caraq:teriz:;:s
2011 63
2012 103
2013 118
2014 53

*Informacion hasta agosto de 2014.

Fuente: Subdepartamento de Genética Molecular.
Instituto de Salud Piablica de Chile.

N. meningitidis serogrupo B

Los resultados del analisis por MLST indican predominio del complejo clonal
ST32 para las cepas de N. meningitidis serogrupo B en los afios 2011 y 2012.
En el 2013, predomind el complejo clonal ST44, representando el 34% (13/38)
del total del afio (Figura 11).

Figura 11. Distribucion de complejos clonales de Neisseria meningitidis
serogrupo B. Chile 2011-2014*
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*Datos hasta agosto 2014,
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**=*Sin complejoclonal
Fuente: Subdepartamento de Genética Molecular. Instituto deSalud Pablicade Chile.
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Mediante la caracterizacion molecular por PFGE se identificaron 135 subtipos
diferentes de N. meningitidis serogrupo B, indicando de manera global un gran
polimorfismo con discreta predominancia de los subtipos CI-NM-Spe-82 y CI-
NM-Spe-14 durante el periodo 2011-2014.

N. meningitidis serogrupo W

La caracterizacion del serogrupo W revela que el 82% (158/192) de las cepas

del periodo de estudio corresponden al complejo clonal ST11. (Figura 12).

Figura 12. Distribucion de complejos clonales de Neisseria meningitidis
serogrupo W. Chile 2011-2014%
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*Datos hasta agosto 2014.
Fuente: Subdepartamento de Genética Molecular. Instituto de Salud Publica de Chile.

Las cepas del serogrupo W, desde el 2011 presentaron 33 subtipos genéticos
distintos mediante el estudio de PFGE, siendo los predominantes ClI-Nm-Spe-
031 y CI-Nm-Spe-046, lo que representa el 41% (78/192) y 16% (30/192)

respectivamente del total de las cepas W estudiadas.
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3. Conclusiones:

El Laboratorio de Referencia de Meningitis Bacteriana ISP, en el periodo enero
de 2011 a agosto de 2014, ha confirmado 417 casos de enfermedad invasora
por N. meningitidis. De estos, el 87,8% (366/417) fueron confirmados
mediante cultivo y el 12,2% (51/417) mediante reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real cuantitativa (QPCR/gPCR).

El 58% (242/417) de la cepas y muestras confirmadas proceden de la Region

Metropolitana, de estos el 72% (174/242) de laboratorios privados.

Desde enero de 2011 a agosto de 2014 se observa un aumento del serogrupo
W, el que representa el 71% (69/97) de los casos confirmados en el afio 2014,

mientras que el serogrupo B representa el 23% (22/97) de los mismos.

Los casos confirmados del serogrupo B fueron mas prevalentes en los menores
de 1 afio desde el afio 2012 a agosto del 2014. Los casos del serogrupo W se
concentraron en el mismo grupo etario, salvo en el afio 2013, en que se

confirmd este serogrupo con mas frecuencia en el grupo de 40 a 59 afos.

El 100% de las cepas estudiadas fueron sensibles para ceftiaxona,

cloranfenicol, rifampicina y ciprofloxacino.

La caracterizacidn genética para el serogrupo B indica predominio del complejo
clonal ST32 en los afios 2011 y 2012 y ST 44 para el afo 2013. Para el
serogrupo W predomina ampliamente el complejo clonal ST11 en el periodo

estudiado.
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