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Pauste Ruiz, H. et al.: Inmunidad al meningococo: Esrudio de un grupo de convalecientes.

Se midid el titulo de anticuerpos contra el polisacirido capsular meningocdcico grupe B en muestras
de suero de 158 convalecientes de enfermedad meningococica y en 158 testigos. En los convalecientes
los titulos de anticuerpos, medidos por hemaglutinacién pasiva, fueron significativamente mis altos
que en los testigos. La concentracién de anticuerpos [gG contra el antigeno de serotipo 15, determina-
da por andlisis inmunoenzimdtico, en una muestra de convalecientes y de testigos, también fue signifi-
cativamente mayor en los convalecientes. No hubo diferencias en los titulos de anticuerpos contra los
polisacdridos A y C. Estos resultados estin de acuerdo con la clasificacién de la mayor parte de las ce-

pas de meningococos aisladas en el pais durante este periodo como pertenecientes al serogrupo B y al
serotipo 15.

INTRODUCCION

La enfermedad meningocécica constituye en estos momentos, en nuestro pais, uno
de los principales problemas epidemiolégicos. A pesar de la sensibilidad de la Neisseria
meningitidis (meningococo) a los antibidticos, en ocasiones éstos resultan incapaces de
impedir la muerte del enfermo. En la actualidad existen vacunas efectivas contra los me-
ningococos pertenecientes a los serogrupos A, C, Y y W135, utilizadas fundamentalmente
durante las epidemias provocadas por uno de estos serogrupos. No existen vacunas efecti-
vas contra los meningococos del serogrupo B, ni una vacuna de amplio espectro que pueda
utilizarse como método de prevencion de la enfermedad.

La clasificacién de los meningococos en diferentes serogrupos se basa en la utilizacién
de antisueros especificos dirigidos contra los polisacaridos de la cdpsula que rodea a estos
microorganismos. Nueve grupos con diferentes polisacdridos capsulares habian sido des-
critos (A, B,C, D, X, Y, Z, W135 y 29E)?
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Recientemente se han descrito 4 nuevos grupos (H, 1. K, L). Existen también cepas
no capsuladas, aisladas a partir del exudado nasofaringeo de individuos portadores asin-
tomdticos.

Ademds de la cdpsula de polisacdridos, los meningococos ¢stan rodeados por una
membrana externa; la cual posee proteinas y lipopolisaciridos que resultan inmunogéni-
cos, tanto en los animales de experimentacién como en enfermos y portadores. >

Con sueros hiperinmunes dirigidos contra los lipopolisacdridos y las proteinas de la
membrana externa los meningococos pertenecientes a un serogrupo pueden clasificarse
en varios inmunotipos y serotipos. #® Los anticuerpos tienen un papel determinante en
los mecanismos de inmunidad contra el meningococo.” La mayoria de los adultos poseen
anticuerpos protectores inducidos por el contacto con el microorganismo o con otros mi-
croorganismos que poseen estructuras antigénicas comunes.®® La concentracién de anti-
cuerpos circulantes con actividad bactericida determina el nivel de proteccion del indivi-
duo contra la enfermedad.

El polisacdrido del serogrupo B no induce la produccion de niveles altos de anticuer-
pos bactericidas, sino fundamentalmente anticuerpos opsonizantes. 10 Los anticuerpos
con capacidad bactericida contra los meningococos del grupo B estan dirigidos principal-
ment? lmntﬁ las proteinas de la membrana externa conocidas como proteinas de sero-
tipo.
El objetivo de este trabajo ha sido conocer la respuesta de produccion de anticuerpos
en un grupo de personas convalecientes de infeccion meningococica, por la utilidad de
esta informacion para futuros programas de inmunizacion.

MATERIAL Y METODO
CONVALECIENTES Y TESTIGOS

Se tomé muestra de suero sanguineo a 158 individuos convalecientes de infeccién
meningocécica, a los cuales se les habia hecho el diagnéstico de la enfermedad entre 1 y
15 meses antes de la extraccion de sangre (de enero de 1983 a marzo de 1984). El suero
se conservd congelado a =20°C hasta el momento de ser utilizado. El grupo estaba consti-
tuido por 117 nifios y 41 adolescentes y adultos, distribuidos segin la edad en la forma si-
guiente: 29 lactantes, 32 preescolares, 56 escolares y 41 mayores de 15 afios. Segun el
sexo 70 eran hembras y 88 varones. Los convalecientes provenian de los hospitales pedié-
tricos y de los hospitales de adultos de la Ciudad de La Habana. Los criterios de diagnés-
tico de la enfermedad meningocécica fueron: a) pacientes con un sindrome infeccioso y
aislamiento de N. meningitidis en sangre, liquido cefalorraquideo (LCR) o cultivo de pe-
tequias; b) pacientes con un cuadro clinico humoral compatible con una meningoencefa-
litis purulenta y presencia de diplococos gramnegativos al examen microscépico directo
del LCR; ¢) pacientes con fiebre de probable causa infecciosa y manifestaciones purpuri-
cas. de sabita instalacion, en los cuales no se comprobé otra causa (diagndstico clinico
epidemiologico). Se logré aislamiento bacteriano mediante cultivo en 52 enfermos, de los
cuales 49 correspondieron al serogrupo B (94,2 %), 2 al serogrupo C y 1 al serogrupo A.

Como testigos se tomaron muestras de suero sanguineo de 117 nifios con edades entre
1 y 14 afios, quienes asistieron a las consultas del Hospital Pedidtrico “William Soler”, por
diferentes motivos no relacionados con la infeccion meningocécica y 41 adultos donantes
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del Banco de Sangre Provincial de la Ciudad de La Habana. La distribucion por edades y
sexos de los nifios utilizados como testigos era similar a la de los convalecientes.

POLISACARIDOS

Los polisacdridos A, B y C fueron purificados en el laboratorio a partir de cepas de
referencia, con el empleo del método y los controles descritos por el comité de expertos
de la OMS en patrones biolégicos.'? Se utilizaron las cepas ATCC 13077, ATCC 1309 y
ATCC 13102, conservadas en el laboratorio.

ANTIGENO DE SEROTIPO

El antigeno de serotipo 15 (AST 15) fue obtenido mediante extraccion con LiCl y
ultracentrifugacién por el método desarrollado por Frasch y Gotschlich** a partir de una
cepa de referencia B15 (LNPN 2434), gentilmente donada por el doctor [. J. Riou, del

Instituto Pasteur de Paris.

HEMAGLUTINACION PASIVA

Los titulos de anticuerpos contra los polisacdridos capsulares A, B y C, se determina-
ron mediante el método de hemaglutinacion pasiva. Se utilizaron globulos rojos humanos
frescos, del grupo O, Rh negativo, sensibilizados con los polisacdridos al seguir el procedi-
miento publicado por Artenstein et al.'® Se hicieron diluciones dobles de los sueros a
partir de 1:2. Los sueros que no aglutinaron los globulos sensibilizados en esta primera di-
lucion fueron considerados negativos. La especificidad de la reaccion de los sueros con al-
tos titulos contra el polisacdrido B fue comprobada con la repeticion de las determinacio-
nes después de adsorber dichas muestras con polisacdridos B insolubilizados con gel de
hidroxido de aluminio. Las comparaciones de los datos obtenidos se realizaron mediante
anilisis de varianza de clasificacion simple, seguido de una prueba de Duncan. Los resulta-
dos se expresan como los valores reciprocos de los titulos.

ANALISIS INMUNOENZIMATICO

A un grupo de convalecientes y 38 testigos se les determing la concentracion de anti-
cuerpos de la clase IgG contra el AST 15, mediante andlisis inmunoenzimitico. Placas de
poliestireno de 96 pocillos de fondo plano se recubrieron con AST 15 disuelto en tampdn
carbonato-bicarbonato ph 9,6. Las muestras de suero se diluyeron 1:250 con solucion sa-
lina fosfato (pH 7.2). con Tween 20 al 0.1 % (V/V) y seroalbimina bovina (12/L). Lapre-
sencia del complejo antigeno anticuerpo fue revelada con IgG de carnero anti IgG huma-
na conjugada con fosfatasa alcalina. Como sustrato de la enzima se utilizé paranitrofenil
fosfato diluido en tampén de dietanolamina con MgCl2 (pH 9.8). Las placas se mantuvie-
ron durante los distintos pasos de incubacidn a temperatura ambiente y la lectura de la
reaccion de la enzima con el sustrato se realizd a los 30 min, al medir la densidad 6ptica
de cada pocillo a 405 nm. Como referencia se utilizé el suero de una convaleciente al que
arbitrariamente se le asign6é un valor de 5 000 unidades de anticuerpo contra el AST 13.
El andlisis de los resultados se realizo empleando la prueba de la t de Student, con la uti-
lizacion de los logaritmos de los valores de las unidades de anticuerpo. Se considero como
nivel de significacion @ =0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré que los titulos de anticuerpo contra el polisacirido B fueron significati-
vamente superiores en el conjunto de los convalecientes menores de 14 afos, que en el
grupo de los testigos de igual edad (tabla 1).

Tabla 1. Comparacion entre los titulos de anticuerpos conira los po-
lisacdridos A, B y C entre los convalecientes y los testigos menores
de 14 aflos.

Medias de los titulos de anticuerpos (N = 109)

Anti-A Anti-B Anti-C
Convalecientes 63,1 14,0 1,8
Testigos 72,2(a) 0,6 (b) 25 (a)
Leyenda: (a): Diferencia no significativa (b): Diferencia significati-

va, o = 0,05.

En el aflo 1983 el 80,7 % de las cepas recibidas en ¢l Laboratorio Nacional de Refe-
rencia de Neisseria pertenecieron al serogrupo B, en el aflo 1984 aumenté hastael 93,2 %,
ademds, el 94,2 % de los aislamientos de meningococos que se realizaron en los enfermos
comprendidos en este grupo de estudio pertenecian al serogrupo B; por lo que podemos
considerar que ¢l incremento de los titulos de anticuerpos contra el polisacdrido B, se de-
bié a que la mayoria de los enfermos estuvieron afectados por cepas pertenecientes a2 este
serogrupo. Similar andlisis en el caso de los anticuerpos especificos para los polisacdridos
A y C no arrojo diferencias significativas entre los titulos de los convalecientes y de los
1estigos.

Al comparar los titulos de anticuerpos contra los polisacdridos A y C por grupos de
edades, se encontré que los nifios tenian igual comportamiento, ya pertenecieran a los
testigos o alos convalecientes, segiin se muestra en las figuras 1 y 2. Para ambos polisacari-
dos se pudo apreciar que la frecuencia de titulos mas altos aumento con la edad. Los titu-
los de anticuerpos contra el polisacirido C fueron mds bajos que los titulos contra el poli-
sacando A.

Se ha demostrado que los anticuerpos circulantes contra el polisacirido A aparecen
mds temprano y alcanzan concentraciones mas elevadas que los anticuerpos dirigidos con-
tra el polisacdrido C. El aumento de las concentraciones de anticuerpos inducidos por la
vacunacion con polisacdrido A se mantiene durante un tiempo mds largo que ¢l aumento
inducido por la vacunacién con polisacirido C.* 546

En las encuestas hechas a los convalecientes y a los testigos se recogié que al menos
una parte de ellos recibio la vacuna combinada A + C que se administrd en nuestro pais
en 1979 y 1980.

En la figura 3 se presenta la distribucién de frecuencia de los titulos de anticuerpos
contra el polisacirido B de los convalecientes clasificados en cuatro grupos etarios. Las di-
ferencias de los titulos de las personas de 15 y 40 aflos resultaron significativas en relacion
con los grupos de 1 a4 afos y al grupo menores de 1 ano. Los titulos del grupo de 5 a 14
afos fueron significativamente mas altos que los titulos de los menores de | afio. Las dife-
rencias entre los grupos de edades contiguas no fueron significativas.
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Figura 1. Frecuencia de los ritulos de anticuerpos contra el polisacarido del grupo A (N =31},
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La mayor frecuencia de tiitulos antipolisaciridos B mas altos en los individuos de mas
edad se corresponde con una mayor madurez del sistema inmunitario ¥ COM Una mayor
probabilidad de un contacto previo con el polisacirido B o con antigeno similares en el
transcurso de la vida. Aunque predominaron entre los testigos los titulos bajos contra el
polisacdrdio B, se encontré una mayor frecuencia de sueros positivos en los adultos y en
los nifios de 5 a 14 afios que en los nifios mds pequefios (tabla 2).

Tabla 2. Presencia de anticuerpos contra ef polisacdrido capsular del

grupo B en el suero de los testigos.

Nimero de # de sueros (a)
Afios de edad individuos positivos
0-1 19 0
1-4 36 55
5-14 58 326
18- 59 4] 90,2

Leyenda: (a): Titulos de 1:2 o mas altos.
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Figura 2. Frecuencia de los titulos de anticuerpos contra el polisacdrido del grupo C (N =31).

Goldschneider et al.” encontraron que los titulos de anticuerpos contra los polisacé-
ridos meningocdcicos disminuyen rdpidamente después del nacimiento cuando desapare-
cen los anticuerpos recibidos de la madre y comienzan a crecer Jinealmente a partir de los
2 afios de edad. En convalecientes de infeccion meningocdeica causada por cepas del sero-
grupo B, se vié que la respuesta de produccién de anticuerpos contra el polisacarido fue
mis pobre y menos frecuente en los nifios que en los adultos. 7

Los valores de unidades de IgG anti AST 15 fueron mds altos en la muestra de los
convalecientes que en la muestra de los testigos, aproximadamente 34 veces. En los conva-
lecientes los valores mds bajos se encontraron en los nifios de menor edad (tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de anticuerpe anti AST 15 en ung muestra de convalecientes clase de inmu-
noglobulings.

Convalecientes Convalecientes
Testigos Convalecientes menores de 2 afios mds de 6 afios
Medias 791 2 658 1725 5681
MNo. de indi-
viduos 38 42 12 12
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Figura 3. Frecuencig de los titwlos de anticuerpos contra el polisacdrido B en los convalecientes segin
la edad.

Estas diferencias resultaron estadisticamente significativas. Las mayores concentra-
ciones de anticuerpos contra el antigeno de tipo 15 encontradas en los convalecientes
concuerdan con los resultados de la serotipificacion del Laboratorio Nacional de Referen-
cia: durante el periodo en que el grupo estudiado contrajo la enfermedad el 90 % de las
cepas del grupo B recibidas, que fueron sometidas a serotipificacion por difusion en gel de
Agar, fueron clasificadas como tipo 15. Como estd demostrado que los anticuerpos con
actividad bactericida para los meningococos del grupo B estan dirigidos contra los antige-
nos de serotipo de la membrana externa y pertenecen a la calse de inmunologulinas
IgG %1118 podemos suponer que en el grupo de convalecientes estudiados el nivel de
proteccion contra los meningococos del serotipo 15 habrd aumentado como consecuencia
de la infeccion padecida. Cuando se correlacioné el titulo de anticuerpos contra el polisa-
cirido B y el ndmero de unidades de 1gG anti AST 15 con el tiempo de convalecencia se
obtuvieron los siguientes resultados:

a) No se apreciaron variaciones significativas en los titulos de antipolisacirido B entre | y

15 meses (tabla 4).
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Tabla 4. Anticucrpos contra ¢l polisacdrido v sexun el tiempo de convalecenia

Tiempo en Medidas de los titulos
meses 6 - 40 afios (N = 14) 0 - 40 aflos (N = 29)
1-3 9.0 12,5
3-6 11,4 16,7
6-9 11,1 12,6
9-15 11,7 16,1

b) La concentraciéon de anticuerpos contra el AST 15, al considerar solamente a los con-
valecientes de mds de 2 afios, tampoco mostrd variaciones significativas (tabla 5).

Tabla 5. Concentracion de anticuerpos IgG anti AST 15 segun el

tiempo de convalecencia

Tiempo en Namero de Medias de las

meses individuos unidades
1-5 12 4 052
5.9 11 2 749
9.15 13 5340

¢) En la literatura se recogen pocos casos de repeticion de infeccion meningocdcica en un
mismo individuo y en estos casos se ha demostrado una mayor frecuencia de deficien-
cias de los componentes del complemento que en el resto de las personas. * #+2°

d) Durante la infeccién meningocdcica sistémica los antigenos del microorganismo se po-
nen en contacto con el sistema inmunitario durante un tiempo prolongado y en dosis
suficientes para inducir una respuesta capaz de proteger al individuo durante unlargo
periodo o por toda la vida.

CONCLUSIONES

1. Se encontré que las concentraciones de anticuerpos circulantes contra el polisacdrido B
y contra el AST 15 fueron significativamente mds altas en el grupo de los convalecien-
tes que en el grupo de los testigos, debido a que la mayoria de ellos estuvieron afecta-
dos por cepas de meningococos B 15.

2. Los titulos de anticuerpos contra el polisacirido B se¢ mantuvieron con valores simila-
res, al menos durante los primeros 15 meses después de contraida la enfermedad.

3. Se observo un crecimiento en las concentraciones de anticuerpos contra los polisacéri-
dos A, By C con el aumento de la edad de las personas.

SUMMARY

Pauste Ruiz, H. et al : Jmmunity ro meningococcus. Study of @ group of convalescents.

Antibody titer against group B meningococcal capsular polysaccharide was measured in serum samples
of 158 convalescents from meningococcal disease and of 158 controls. Antibody titers, measured by
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passive hemagglutination, were significatively higher in convalescents than in controls. 1gG antibody
concentration against serotype 13 antigen. determined by enzyme immunoassay, in a sample of conva-
lescents and controls was also significatively higher in convalescents. There was not difference in anti-
body titers against A and C polysaccharides. These results agree with the typing of most of the menin-
gococcal strains isolated in the country during this period, as corresponding to serogroup B and sero-
tvpe 15

RESUME

Pauste Ruiz H. et al.: fmmunicé au méninguroque. Etude d'un groupe de malades convalescents.

On a fait le dosage des anticorps contre le polysaccharide capsulaire méningococcique groupe B sur des
¢chantillons de sérum de 158 sujets convalescents de maladie méningococcique et de 158 témoins.
Chez les convalescents les titres d'anticorps, mesurés par hémagglutination pasive, ont é1é significative-
ment plus élevés que chez les témoins La concentration d'anticorps IgG contre I'antigéne de sérolype
15, déterminée par analyse immuno-enzymatique sur un échantillon de convalescents et de témoins. a
également été significativement supérieure chez les convalescents. Il n'y a pas eu de différences en ce
qui concerne les titres d'anticorps contre les polysaccharides A et €. Ces résultats concordent avec la
classification de la plupart des souches de méningocoques isolées dans le pays pendant cette périnde
comme apparténant au sérogroupe B et au sérotype 15,
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