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RESUMEN

La enfermedad meningocdcica representa un problema de salud publica y una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Los serogrupos que
causan la mayor carga de enfermedad a nivel global son A, B, C, W e Y. El objetivo del
estudio fue describir los serogrupos y la resistencia antimicrobiana de Neisseria
meningitidis aisladas de enfermedad invasiva en Paraguay durante el periodo 2010-
2020. Se estudiaron todas las muestras de liquido cefalorraquideo y sangre con
aislamientos o deteccion de ADN por PCR de N. meningitidis de pacientes de diversas
edades, que fueron remitidas al Laboratorio Central de Salud Publica durante el
periodo 2010-2020, dentro del marco de la vigilancia epidemiolégica de meningitis
(n=163) en Paraguay. La mayor frecuencia de hallazgos de N. meningitidis se observo
en el grupo de edad de < 1 ano. El 25,7% de los casos correspondié al serogrupo B, el
52,1% al serogrupo C, 18,4% al serogrupo W y 3,7% al serogrupo Y. En el 2018, se
evidencid la mayor cantidad de casos por serogrupo C (n=27). La menor frecuencia de
sensibilidad disminuida a penicilina G fue en el 2010 (12,5%) y la mayor en el 2014
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(100,0%). Se registr6 un aumento de casos por serogrupo C a partir del 2017,
posicionandose como serogrupo prevalente hasta el 2020, y ademas, un aumento de
la sensibilidad disminuida a la penicilina. La vigilancia es de importancia en el control
de la enfermedad meningocécica para deteccidon de brotes, estimacién de la carga de
enfermedad, analisis de resistencia antimicrobiana, distribucién de serogrupos vy
evaluaciones de estrategias de control.

Palabras clave: Enfermedad meningocdcica, Neisseria meningitidis, Paraguay.

Serogroups and antimicrobial resistance of Neisseria
meningitidis causing invasive disease in Paraguay

ABSTRACT

Meningococcal disease represents a public health problem and one of the main causes
of morbidity and mortality worldwide. The serogroups that cause the highest burden of
disease globally are A, B, C, W, and Y. The aim of the study was to describe
serogroups and antimicrobial resistance of Neisseria meningitidis isolated from
invasive disease in Paraguay during the 2010-2020 period. Samples of cerebrospinal
fluid and blood with isolates or detection of DNA by PCR of N. meningitidis from
patients of different ages referred to the Central Public Health Laboratory during the
period 2010-2020 within the framework of the epidemiological surveillance of
meningitis (n = 163) in Paraguay were studied. The highest frequency of N.
meningitidis findings was observed in the <1 year age group, 25.7% of the cases
corresponded to serogroup B, 52.1% to serogroup C, 18.4% to serogroup W and
3.7% to serogroup Y. In 2018, the highest number of cases by serogroup C (n = 27)
was found. The lowest frequency of decreased sensitivity to penicillin G was in 2010
(12.5%) and the highest in 2014 (100.0%). There was an increase in cases due to
serogroup C in 2017, positioning itself as the prevalent serogroup until 2020, in
addition, there was an increase in decreased sensitivity to penicillin. Surveillance is
important in the control of meningococcal disease for outbreak detection, estimation
of the burden of disease, analysis of antimicrobial resistance, serogroup distribution,
and evaluations of control strategies.

Keywords: Meningococcal disease, Neisseria meningitidis, Paraguay.

INTRODUCCION

La enfermedad meningocécica invasiva (EMI) es una infeccion grave vy
potencialmente mortal causada por la bacteria Neisseria meningitidis, asociada con
una alta mortalidad y morbilidad, incluidas secuelas a largo plazo®). Aproximadamente
1,2 millones de casos de EMI ocurren cada afo, lo que resulta en unas 335 000
muertes en todo el mundo, constituyendo un grave problema de salud publica que
afecta principalmente a nifios y adultos jovenes(?. En América latina, la mayoria de los
casos son esporadicos, con variaciones estacionales y brotes que ocurren en intervalos
irregulares(, ]

La mayor incidencia de la EMI se registra en Africa, en el cinturéon de la meningitis
con hasta 20 casos por 100.000 habitantes. Le siguen algunos paises de Europa,
Estados Unidos, Australia con 3 casos por 100.000 habitantes. En paises como
Paraguay y México la EMI tiene una incidencia de 0,1 casos por 100.000 habitantes y
en Brasil de 2 casos por 100.000 habitantes*>),

Neisseria meningitidis es parte de la microbiota comensal que reside en la
nasofaringe de humanos. Bajo ciertas condiciones, la colonizacidon asintomatica puede
progresar a EMI, que resulta en meningitis, septicemia fulminante o ambos(®).

Se clasifica en 12 serogrupos, segln la composicidn antigénica de los polisacaridos
capsulares: A, B, C,H, I, K, L, W, X, Y, Zy 29E. Los serogrupos A, B, C, W135eY, y
recientemente el serogrupo X, representan la mayoria de las enfermedades en todo el
mundo. La distribuciéon de los serogrupos que causan la enfermedad varia segun el
grupo de edad y la ubicacion geografica(”). En América latina, los serogrupos B y C han
sido responsables de la mayoria de los casos reportados en las Ultimas dos décadas,
observandose una tendencia decreciente del serogrupo B en los ultimos afios (5).
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En Paraguay, desde el inicio de la vigilancia en 1996 hasta el afio 2015, el
serogrupo prevalente fue el B, con un ligero aumento en los serogrupos C y W en los
ultimos afios®. El nUmero maximo de casos confirmados por laboratorio se registrd en
el afio 2008 observandose 16 casos®,

La penicilina G y las cefalosporinas de tercera generacién se utilizan generalmente
para el tratamiento de enfermedades invasivas y rifampicina y ciprofloxacina para
quimioprofilaxis de los contactos cercanos del caso®. En los ultimos afios, se ha
observado un aumento de los aislamientos con sensibilidad disminuida a la penicilina
G y se ha reportado también disminuciéon de la sensibilidad a las cefalosporinas de
tercera generacion(10),

Actualmente, existen diferentes vacunas disponibles para los serogrupos A, B, C, W
e Y4, Las vacunas son serogrupo especificas por lo que los datos de vigilancia son
fundamentales para monitorear la tendencia de la enfermedad y definir estrategias de
prevencién y control de la enfermedad meningocdcica. referencia

El objetivo de este estudio es describir los serogrupos y resistencia antimicrobiana
de N. meningitidis aisladas de enfermedad invasiva en Paraguay durante el periodo
2010-2020 en pacientes de todas las edades.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional descriptivo de corte transversal. Se incluyeron en este
estudio todas las muestras de liquido cefalorraquideo y sangre con aislamientos o
deteccién de ADN de Neisseria meningitidis provenientes de pacientes con enfermedad
invasiva de todas las edades, que fueron remitidas al Laboratorio Central de Salud
Publica durante el periodo 2010-2020 dentro del marco de la vigilancia epidemioldgica
de meningitis (n=163) en Paraguay.

Métodos de laboratorio

Se estudiaron por técnicas microbioldgicas convencionales y por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) 95 aislamientos de N. meningitidis y 68 muestras de LCR o
sangre con deteccion de presencia de ADN de N. meningitidis.

Las muestras de LCR y de sangre se sembraron en placas de agar sangre de
carnero al 5% y en agar chocolate, se incubaron a 35 °C en una atmoésfera
enriquecida con CO2 al 5% y se examind 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 identificacién se efectué por métodos microbioldgicos
de rutina con los procedimientos estandar del laboratorio(*!), con coloracion de Gram
(Britania, Argentina), produccion de citocromo-oxidasa (dihidrocloruro de N, N, N ', N
‘-tetrametil-p-fenilendiamina, 1%, Becton Dickinson Microbiology Systems), catalasa y
utilizando carbohidratos (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa, fructosa). El serogrupo
se determind mediante aglutinacién en portaobjetos con antisueros comerciales contra
polisacaridos capsulares meningococicos (DIFCO, Beckton Dickinson, USA) y PCR para
todos los aislamientos.

Todos los aislamientos fueron confirmados fenotipicamente y sometidos a analisis
de susceptibilidad in vitro para penicilina G, ceftriaxona, rifampicina y ciprofloxacina.
Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante el método de
epsilometria (bioMerieux) segun los estandares del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) vigentes(*?), La identificacion por PCR de N. meningitidis se baso en la
amplificacion del gen crgA utilizando partidores especificos y empleando secuencias ya
descritas(*3). Para caracterizar el serogrupo, se realiz6 una PCR multiple con
oligonucledtidos en el gen siaD (serogrupos B, C, Y y W) y en el gen orf-2 requerido
para la biosintesis de la capsula del serogrupo A(13),

Para las muestras sin aislamiento la identificacién y la determinacion de los
serogrupos se realizd por PCR en tiempo real utilizando partidores especificos vy
protocolo ya descripto4),

Analisis estadisticos

Los datos fueron recopilados en el marco de la Vigilancia de las meningitis y
neumonias bacterianas en el Paraguay, se utilizaron calculos de proporciones de
frecuencias absolutas y de porcentajes con intervalos de confianza del 95%.
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Se construyeron cuadros de contingencia con el fin de describir y encontrar posibles
asociaciones entre los grupos de edades, diagndstico de la infeccion y los distintos
serogrupos de N. meningitidis.
Se describieron las caracteristicas sociodemograficas y la frecuencia de los
aislamientos por afio. También se describe la susceptibilidad antimicrobiana a la
penicilina G, ceftriaxona, rifampicina y ciprofloxacina. Ademas, se describe el perfil de
susceptibilidad de la penicilina G por afio y por serogrupos.
Consideraciones éticas

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los lineamientos éticos sefialados en la
Declaraciéon de Helsinki. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion del Laboratorio Central de Salud Publica (CEI) con el dictamen CEI-LCSP
N°: 234/100921. La confidencialidad de los datos que consignan a la persona se
respetaron en todo momento y Unicamente los investigadores pudieron acceder a los
datos referidos.

RESULTADOS

Se estudiaron 95 aislamientos y 68 muestras de LCR y/o sangre con identificacion
de N. meningitidis. Se procesaron 104 muestras provenientes de LCR, 42 de sangre
(hemocultivo) y 17 muestras detectadas simultdneamente de LCR y sangre
(hemocultivo).

La mayor frecuencia de aislamientos de N. meningitidis fue el grupo de edad de < 1
ano (n=39), seguido del grupo de 1-5 afios (n=23) y 11-15 afios (n=21). Fue
prevalente en el sexo masculino, asi como, en Asuncién (n=65) y en el departamento
Central (n=64). Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los aislamientos de N. meningitidis por
grupo de edad en Paraguay (2010-2020) (n=163)

Sexo Procedencia
Edad N n (%) n (%)
(en aiios) . . Alto ..
Masculino Femenino . Central Asuncion Otros
Parana

<1 39 21 (53,8) 18 (46,1) 8 (20,5) 18 (46,1) 12 (30,7) (215)

1a5 23 15 (65,2) 8 (34,7) 5(21,7) 10 (43,4) 8 (34,7) 0

6al0 11 8 (72,7) 3(27,2) 1(18,1) 6 (54,5) 3 (27,2) 0
11 a 15 21 11 (52,3) 10 (47,6) 2 (9,5) 9 (42,8) 9 (42,8) (417)
16 a 20 20 14 (70,0) 6 (30,0) 2 (10,0) 6 (30,0) 10 (50,0) (150)

21 a 25 12 7 (58,3) 5 (41,6) 3 (25,0) 4 (33,3) 5 (41,6) 0
26 a 30 7 5(71,4) 2 (28,5) 0 1(14,2) 5(71,4) (1j 2)
31a35 2 2 (100,0) 0 0 1 (50,0) 0 (501 0)

36 a 40 5 3 (60,0) 2 (40,0) 0 1 (20,0) 4 (80,0) 0
> 41 23 11 (47,8) 12 (52,1) 3(13,0) 8 (34,7) 9 (39,1) (1;0)
Total 163 97 (59,5) 66 (40,4) 25 (15,3) 64 (39,2) 65 (39,8) (595)

Otros: Concepcion (3), Itapta (2), Neembuct (2), Boquerdn (2) y Amambay (1).

Se identificaron 42 casos correspondientes al serogrupo B (25.7%, IC95% 18,98-
32,55), 85 al serogrupo C (52,1%, 1C95% 44,39-59,89), 30 al serogrupo W (18,4%,
IC95% 12,39-24,42) y 6 al serogrupo Y (3.6%, I1C95% 0,75-6,60).

Durante el periodo de estudio el serogrupo C fue identificado con mayor frecuencia
(n=85) observandose la mayor cantidad de numero de casos entre los afios 2017
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(n=23) y 2018 (n=29). Se evidencidé una disminucion del serogrupo B y un aumento
del C. Los serogrupos W e Y se mantuvieron relativamente estables, siendo que, en el
ano 2016, el W registrd la mayor frecuencia de casos (n=6) Figura 1.
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Figura 1. Distribucion de serogrupos de N. meningitidis por afio (2010-2020) (N=163).

En los casos de meningitis, se encontrd 28,4% de serogrupo B, 47,4% de C, 21,5%
de Wy 2,5% de Y. En sepsis 19,3% de B, 58,0% de Cy 12,9% de W. En MBA/sepsis
18,7% de B, 75,0% de C, 6,2% de W.

En todos grupos de edad prevalecio el serogrupo C. Los casos de meningitis se
hallaron con mayor frecuencia. La comparacién de la distribucion de los diferentes
serogrupos de N. meningitidis segun grupos de edad, plantea una diferencia
estadisticamente significativa, no asi la distribucidn del diagndstico clinico con los
grupos de edades. Tabla 2.

Tabla 2. Distribucion de la enfermedad meningocdcica segun edad, diagndstico y serogrupo

(N=163)
Edad . PR PP
(en afios) N Diagnasitico p N meningitidis /Serogrupo p
MBA MBA/Sepsis Sepsis B C w Y
24 11 12 13 13 1
<1 39 (61,5) 4 (10,2) (28,2) (30,7)  (33,3) (33,3)  (2,5)
15 4 15 4
1a5s 23 (65,2) 3 (13,0) 5(21,7) (17,3)  (65,2) (17,3) -
10 3 4 4
6a10 11 (90,9) 1 (9,0) - (27,2) (36,36)  (36,3) -
15 18 1
11a 15 21 (71,4) 1(4,7) 5 (23,8) 2(9,5) (85,7) - (4,7)
14 2 12 5 1
16a20 20 (70,0) 1 (5,0) 5 (25,0) (10,0)  (60,0) (25,0)  (5,0)
10 2 1 2
210225 12 (83,3) ; 2(16,6) %499 (166) 7(583) (8.33) (166) 9004
6 5 1
26 a 30 7 (85,7) 1(14,2) - (71,4) 1(14,2) (14,2) -
1 2
31a35 2 (50,0) 1 (50,0) - (100,0) - - -
5 2
36 a 40 5  (100,0) - - (25,0) 3 (60,0) - -
16 8 12 1
> 41 23 (69,5) 4 (17,3) 3(13.,) (34,7)  (52,1) 2(8,7) (4,3)
116 31 42 85 30 6
Total 163 (71,1) 16 (9,8) (19,0) (25,7) (52,1) (18,4)  (3,6)
*p<0.05, estadisticamente significativa
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Se estudio el perfil de susceptibilidad de un total de 95 aislamientos, donde se
determind una sensibilidad intermedia o sensibilidad disminuida general a la penicilina
G del 56,84% (54/95). En el afio 2010 la sensibilidad disminuida fue del 12.5%, en
2011 (18,2%), 2012 todos los aislamientos fueron sensibles, 2013 (37,5%), 2014
(100,0%), 2015 (40,0%), 2016 (92,3%), 2017 (69,2%), 2018 (70,6%), 2019
(71,4%) y 2020 (80.0%). Figura 2.
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Figura 2. Perfil de susceptibilidad a la penicilina G de aislamientos de N. meningitidis (2010-
2020) (n=95).

La sensibilidad disminuida a la Penicilina G distribuida por serogrupo presenta en B
12/31 (38,7%), en C 33/44 (75,0%), en W 8/15 (53,3%) y en Y 1/5 (20,0%). Figura
3. Todos los aislamientos fueron sensibles a ceftriaxona, rifampicina y ciprofloxacina.
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Figura 3. Perfil de susceptibilidad de N. meningitidis a la penicilina segun serogrupos. (n=95).

DISCUSION

La carga real de la EMI en América Latina se encuentra probablemente subestimada
debido al subregistro de casos, consecuencia de factores como dificultades en la
definicion de casos e ingreso de datos, retraso en el aislamiento e identificacion de los
serogrupos por falta de la tecnologia apropiada, asi como también de personal
capacitado, entre otros(*®), En Paraguay, la enfermedad meningocdcica es
relativamente infrecuente, sin embargo, al igual que en varias regiones del mundo, la
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epidemiologia de esta enfermedad ha cambiado en forma significativa. Durante el
periodo de estudio (2010-2020), la mayoria de los casos de EMI fue en menores de 1
ano y de sexo masculino, siendo la meningitis la forma mas comun de EMI.

En cuanto a los serogrupos, el C fue predominante, seguido del serogrupo B,
similar a lo observado en estudios realizados en Brasil(!®), Colombia(t”), México(!®,
mientras que en Argentina, los serogrupos mas comunes fueron el By W (15, 19) y
en Chile se observd un aumento de casos del serogrupo W), Paises de otras regiones
como Corea del Sur y Marruecos presentaron una prevalencia del serogrupo B(6:20),

Entre los afios 2015-2020, el serogrupo C fue dominante. Segun un estudio
realizado entre los afios 1995 a 2015 se observd predominio del serogrupo B y un
ligero aumento de casos de EMI por C y W®), Un estudio realizado entre 2002-2017 en
Brasil, mostré un cambio en la prevalencia de serogrupos en 2006, cuando el
serogrupo C se convierte en el mas prevalente (65,5%), superando al B (21,9%)(16),
En Colombia, se observd que en afos anteriores al periodo de estudio (2013-2016), el
serogrupo B era prevalente para luego predominar en el periodo mencionado el C(7
21), Existen algunas variables que podrian explicar los cambios en la prevalencia de los
serogrupos, entre ellas, cambios periédicos que ocurren naturalmente y otra el
impacto de los programas de inmunizaciéon, en donde si bien producen una
disminucidn significativa de casos provocados por ciertos serogrupos, esto podria
provocar aumento de otros serogrupos y aparicion de nuevos serogrupos(®22), Durante
los aflos 2006-2015 en Estados Unidos, se notificaron 7924 casos de enfermedad
meningococica, 2290 (35,8%) correspondieron al serogrupo B, 1827 (28,5%) a Y,
1457 (22,8%) a C, 436 (6,8%) eran W y 392 (6,1%) eran otros serogrupos(?3,

Se ha observado una disminuciéon de la susceptibilidad a la penicilina G, a nivel
mundial, pero clinicamente no es significativo. La gran mayoria de las cepas contindan
demostrando sensibilidad in vitro a los antibidéticos cominmente utilizados en el
tratamiento empirico de la meningitis bacteriana. La sensibilidad disminuida a
penicilina en el presente estudio fue del 56,8% de todos los aislamientos (54/95). En
Colombia, 43% de los aislamientos del afio 2014 presentaron sensibilidad disminuida
a la penicilina, mientras que en el afio 2016 una cepa del serogrupo Y fue resistente
(CIM=0,5ug/mL)*®, En Argentina, se detectd sensibilidad disminuida a penicilina
(CIM= 0.12 - 0,25ug/mL) en 35,4% de 130 aislamientos obtenidos de casos de EMI
durante el afio 2010, todos los aislamientos resultaron negativos para la produccién
de betalactamasa®®. En Brasil, todos los aislamientos (n=3548) fueron sensibles a
ceftriaxona, mientras que se encontré una sensibilidad intermedia del 33,0% a
penicilina G, 45,3% a ampicilina y 0,07% a rifampicina. Ademas, se encontro
resistencia del 0,1% a rifampicina, 0,07% a ciprofloxacina y 0,03% a cloranfenicol(>,
De 183 aislamientos obtenidos durante el periodo 2010 - 2019 en Marruecos, el 24%
presentd susceptibilidad reducida a penicilina pero no se ha observado resistencia®®,
En Italia, 45 % de 866 cepas de Neisseria meningitidis aisladas durante el periodo
2006-2010 resultaron con sensibilidad disminuida a penicilina y 6 cepas resistentes a
dicho antibiotico, con CIM entre 0,38-0.5 ug/mL®,

En el presente estudio, la sensibilidad disminuida encontrada fue para el serogrupo
C = 75%, B = 38,7%, W=53,3% Y=20%. En Argentina, se detectd sensibilidad
disminuida a penicilina del 68,5% en B, 33,3% en C, 25,0% en Y y 10,1% en W4,
como asi también en Marruecos, en donde 84,09% correspondieron al serogrupo B,
9,09% a W, 4,54% a Cy 2,27% a Y29, A diferencia de este estudio, en Argentina y
Brasil el mayor porcentaje de sensibilidad disminuida a penicilina se observd en el
serogrupo B(2024) Esta disminucion en la sensibilidad podria deberse a la presencia de
mutaciones en el gen penA que codifica la proteina de unién a la penicilina (PBP2),
principal mecanismo de la no susceptibilidad a la penicilina en Neisseria meningitidis,
como asi también a otros factores y a otras mutaciones aun no identificados en el gen
penA(l7.24)

Todos los aislamientos fueron sensibles a ceftriaxona, rifampicina y ciprofloxacina,
similar a lo observado en Colombia(*”) y Argentina, con la excepcion de que en este
ultimo pais, dos cepas fueron resistentes a ciprofloxacina con CIM=0,12ug/mL y halos
de inhibicién de 6 y 18 mm frente al disco de acido nalidixico®®¥, mientras que en
Marruecos, todas las cepas fueron susceptibles a cefalosporinas de tercera generacion
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y ciprofloxacina pero 18,03% de las cepas presentaron sensibilidad reducida a
rifampicina(??), En Italia, 2 cepas fueron resistentes a ciprofloxacina y 6 a rifampicina y
todos fueron sensibles a cefalosporinas de tercera generacidon(®,

En resumen, la carga de enfermedad causada por N. meningitidis es relativamente
baja en Paraguay, sin embargo, el cambio de serogrupos y la creciente disminucion de
la sensibilidad a la penicilina son motivos de preocupacién. El fortalecimiento de los
programas nacionales de vigilancia, mejoras en la notificacion, junto con herramientas
de diagnostico avanzadas proporcionaran informacién relevante que permitiran
implementar estrategias precisas para el control y prevencion de la EMI.
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