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INTRODUCCION




Ya que la especie.humana constituye e) dnico reserve
rio conocido del Género Neisseria, que incluye 2 especies =
Gramnegativas de cocos pibgenos que sonpatdgenos para el ==
hombre: N, meningitidis y N, gonorrhoeae, es de interés de
salud piblica y epidemioldgica, el estudio de esta bacte- -
ria, por su virulencia y patogenicidad, Este género tam- -
bi&n incluye una serie de especies no patdgenas localizadas
en el aparato respiratorio superior que, en consecuencia -
pueden confundirse con meningococos., Amds atn, N, subfalva,
N. perflava y N. flava forman parte de la flora faringea «-
normal, y todas raramente causan meningitis, También N, -
lactdmica se encuentra frecuentemente en aislamientos de --

muestras de garganta y regién nasofarfngea.

La neningitis cerebroespinal epidémica, actuaimente~
1lamada meningitis meningocéc%ca no fue reconccida como una
enfermedad contagiosa hasta comienzos del siglo XIX., Se ==
fueron descubriendo epidemias en todos los continentes recp
nociéndose su existencia especialmente entre personal mili-
tar, E) gérmen causal fue aislado por primera vez por - --
Weichselbaum en 1887 a partir del 17quido cefalorraquideo -

de un paciente afectado de meningitis purulenta,

Estudios clinicos, bacteriolégicos y epidemioldgicos
han demostrado que: 1) La meningitis meningocécica aparece

de modo endémico y epidémico; 2) el promedio de portadores



de meningococos entre la poblacidn es relativamente alto -
y constante; y 3) una forma de enfermedad meningocScica -
no meningea, denominada mepingococcemia, puede ser. conse--
cuencia de la invasidén de la corriente sangufnea por el -«

germen,

Es conveniente dividir las enfermedades meningocdci
cas en 3 entidades clfnicas: nasofaringitis, meningitis --
sépticas y meningococemia. La nasofaringitis se trata dew
una infeccidn de la nasofaringe habitualmente de corta evg
lucidn y con frecuencia asintomitica, Desde esta sitio 1a
infecci6n es susceptible de propagarse a zonas adyacentes,

al torrente circulatorio y al sistema nervioso central,

A pesar de ser un patfgeno primario y una de las --
causas mis frecuentes de meningitis, se aisla también de -
la garganta y regién nasofaringea de individuos sanos, La
frecuencia de los individuos portadores varfa con la esta-
cién y la naturaleza de la poblacidn estudiada, pero sicm-
pre es apreciable. Se desconoce la interrelacién entre el

estado de portador y la meningitis.

Es de importancia prictica enfatizar que los contagc
tos familiares susceptibles son aquellos con mayor riesge-
de adquirir la enfermedad meningocdcica. Esto debe colo--
car el foco de atencidn en los nifios pequeifios dentro de -

una familia con casos reconocidos, y dar la perspectiva =



apropiada al temor de adquirir la enfermedad,

Son especialmente propensos a la infeccidn los ni--
fios menores de 5 afios y adultos jdovenes en el grupo de - =
15-25 afies, En la enfermedad meningogécica de la pobla- -
c¢idn civil, los fndices mds elevados de morbilidad se en--

cuentran en nifios de menos de 1 afio,

La mortalidad de la meningitis meningocécica no tra
tada es de alrededor de un 85%, aunque, empieando un inten
so tratamiento antimicrobiano puede reducirse a menos de -
un 1%; sin embargo, en.la poblacidn general la morta11dad-.

es de un 15%,

EY tratamiento con penicilina u otros medicamentos-

“no erradica el estado de portidor. La rifampicina puede «
erradicar a menudo el estado de portador de meningococos y
seryir como una quimioprofilaxis par; contactos caseros, ¥y

otros contactos estrechos.

Se ha motivado a realizar este trabajo en el que se
determina el {ndice de personas que sin presentar sintomas, portan la
bacteria {N. meningitidis), y que, por lo tanto, puedep transmitirla-
a individuos que carecen'de la irmunidad adecuada o que son suscepti=
bles, para demostrar que es de importancia prestar mayor atencidn al

problema para evitar el aumento del ndmero de portadores por medio de
una profilaxis adecuada, ya que el fndice de mortalidad ocurrido por-

13 bacteria acusando enfermedad; es relativamente alto,



GENERALIDADES



PORTADORES

Es de gran importancia para la diseminacién =
de esta bacteria las influencias de las condiciones am-
bientales, climdticas, geogréficas, de las caracterfstj
cas propias del individuo y el contacto con portadores,

Un segmento grande pero variable de la pobla-
cidn son portadores nasofar{ngeos de meningococos, pero
relativamente pocos desarrollan enfermedad,

Se clasifica como portador a cualquier perso-
na o animal que alberga y elimina gérmenes patdgenos vi
vos, aunque no se manifieste en el mismo, afecto alguno
de Ya i{nfeccidn, Parece ser parcialmente inmune al mi-
croorganismo, aunque este siga desarrolléndose en algu=-
na parte de su cuerpo. Generalmente no se descrubren -
Tos portadores hasta que han transmitido la enfermedad
a otras personas susceptib]es.

tos portadores pueden clasificarse de la si-
guiente manera:

Portadores cronicos, son aquellos en los que
persiste por largos periddos el estado de portador,

Portadores convalecientes o temporales que e=
liminan microorganismos después de recuperacidn aparen=
te de un ataque de la enfermedad,

Portadores por contacto, son individuos que
adquieren y albergan un germen patfgenc como consecuen=
cia de {ntimo contacto con un caso de enfermedad transs
mistble, Son generalmente personas inmunes a la enfer-
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-medad en cuestidn, ya por inmunizacidn artificial o
por haberla padecido previamente. Por ejemplo, un indi-
viduo que cuida a un paciente diftérico, pero que ha si-
d6 inmunizado anteriormente, puede captar microorganis-
mos y convertirse en portador temporal.

Casos subclinicos, se trata de sujetos que no
han padecido 1a enfermedad, o que son parcialmente {n-
munes, pero quienes, al contacto con el microorganismo,
desarrollan una infeccidn tan leve que no parecen enfer=
mos. No todos los casos subclinicos san peligrosos, ya‘
que muchos no eliminan niimero. suficiente de microorga
nismos para producir la enfermedad en otras personas, -
pero en algunos casos evidantemente actfia come fuente de
“infeccidn. '

E1 portador nasofaringeo adulto es importante
en la transimision de meningococos y proporciona un re-
servorio de infeccidn desde el cual 1os organismos pasan
a una familia. Este estado de portador puede durar de '
varios dias a varios meses, con duracién media de 10 me-
ses en ausencia de epidemia. Su importancia reside en
la existencia de una reserva de reningbcocos que, al -
mismo tiempo aumenta la capacidad inmunitaria del hués-
ped, E1 estado de portador es mayor en miembros de la
familia de un paciente con enfermedad meningocbcica., En
caso de epidemia se han observado tasas de portador de
15% en familias con enfermedad jdentificada, en compara
cién con el 3.6% en familias sin enfermedad.

La enfermedad meningocdcica en poblaciones mi-
litares se asocia con tasas de portadores nasofaringeos
de hasta 90%,
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El portador asinotomdtico se considera como un
eslabdn tmportante en la epidemiologia de las infeccio-
nes meningocdcicas.

Los enfermos de meningitis representa una fuen
te de infeccidn insignificante, y el aislamiento de los
mismos tiene, por lo tanto, una utilidad Vimitada, Es -
de mucho mayor importancia 1a reduccidn de los contactos
personales en una poblacidn con una elevada tasa de -
"portadores", 1o cual se logra con buena ventilacidn y
evitando las aglomeraciones.

SUSCEPTIBILIDAD

Aunque las epidemias de meningitis son conoci-
das en todos los continentes, una cldsica area endémica
es el cinturdn de meningitis en Africa. La enfermedad
probablemente no aparecid en &sta regién antes de 1880,
pero desde entonces ha ocurrido regularmente. E1 cin-
turdén de meningitis se extiende de Sudin en el Este a
Mali y Guinea en el Oeste. La razdn de esta peculiar
distribucién no es conogida, aunque se ha atribuido al
viento del desierto, condiciones climaticas, habitos de
ta gente y otros factores. La dimensidn del problema es
impresionante: En periddo de 10 afios de 1951-1960 por
1o menos ocurrieron 340,000 casos, con 53,000 muertes en
7 pafses del cinturdn, Desde la 2da. Guerra Mundial, la
organizacidn mundial de la Salud estimd el c&lculo anual
de incidencia como aproxim&damente 70 casos /100,000 per
sonas.
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Largas epidemias aparecieron pricticamente en
todas las areas del mundo hasta 1240, Lla segunda Guerra
Mundial fué acompafada por largas epidemias meningocdcidas,

En paises industrializados las enfermedades -
debido a N. meningitidis a menudo varia, con mis casos en
la primavera y otofio, Este patrdn se obseryd durante con-
diciones epidémicas y no epidemicas. En
trépicos y subtrépicos 1a temporada de epidemias meningo-
cdcidas del mismo modo se ven influenciades por las condi-
ciones climiticas, En el area de Sao Paulo de Brazil, por
ejemplo, epidemias del grupo L y grupo A en 1971-1974 empe
zaron en mayo y junio en el punto de transicidn de la es-

tacién de 1luvia a la estacidn seca.

Las enfermedades meningococieas es mds comin =
en nifios de edad preescolar. En Estados Unidos y en Fin-
landia, nifios menores de 5 afios de edad proporcionaron el
56% de todos los casos. De cualquier maneravciertas dife-
rencias en la distribucién de casos existen de arca a area,

La incidencia anual entre personas de 5 a 19 -
afios de edad, fué de 2,7/100,000 durante los 4 afos antes
de 1a epidemia en Finlandia en 1973.1976, en contraste con
21,4/100,000 por afio en 1974 y la caida a "normal® { 1,7/
100,000) en Tos 4 afios después de 1a epidemia (1977-1980).
A pesar de este cambio, nifios menores de 5 afios, alin cone
tribuyen a més casosy 1/3 de pacientes son de 5-19 afos de
edad, ¥ 1/3 son mayores o iquales a 20 aflos.

La enfermedad meningocdcicas afectan a gente -
de ambos sexos. En resumen, se reportd una ligera eleva-
ctdn de 1a incidencia entre mujeres algunas veces. La prg
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-ponderancia de elevados casos entre hombres fué particus-
larmente debida & una alta incidencia de enfermedades me=
ningocdcica entre los militares, En geperal, hombres que
trabajan fuera de casa, por lo tamto, son mids probables =
que contraigan la enfermedad, que mujeres y niflos, quienes
generalmente permanecen en casa., Entre 370 pacientes ana-
lizados en Finlandia, al principio de una epidemia, el -
nimero predominante de adultos hombre fué debido a repre-
sentantes alcohdlicos cronicos viviendo en casa de pen-
sién, Sin embargo, durante el periddo posterior a la epj,
demia (1977-1980), 28% mds de homb res que mujeres desarro-
Tlaron la enfermedad. Incidencias de l1a enfermedad en ni-
fios y nifias fué similar entre 147 nifios estudiados en Bél-
gica 1969-1972.

Las enfermedades menin gocGcicas son también -
consideradas como enfermedades mil itares, y efectivamente
Esta incidencia entre reclutas es por To menos de 4-10 ve-
ces mayor que en la pob]acién'general. Una de las razones
es que es una poblacidn cerrada. En tal poblacidn, las -
condiciones para la extencidn del meningococo virulento -
son ptimas., E1 riesgo de enfermarse es elevado durante
la primera semana de servicio, pero no después. E1 perso
nal militar permanente no tiene um riesgo especial,

CARACTERISTICAS
E1 género Neisseria es uno de los 4 géneros ip
c1u1dos en la familia Neisseriaceae, Los otros géneros de

la familia son: Branhamella, Moraxella y Acinetobecter,

Las Neisserias son cocos gramnegativos, inmd-
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-viles, que no forman esporas, <crecen en parejas con los
lados adyacentes aplanadoes, y ocasionalmente en tétradas y
en pequefios racimos., Algunos miembros del grupo son habi-
tantes normales del sistema respiratorio del hombre y se
presentan extracelulares, otros {gonotoco, meningococo) -
son patégenos para el hombre y su localizacidn caracteris-
tica es intracelular,

Los cocos son de pequeiio tamaiio, alrededor de
0.8 x 0.6 ; sin embargo se aprecian considerablemente -
cambios tanto en el tamafic como en la tincién en los que
empiezan a experimentar autélisis. La divisidén celular -

“tiene lugar en 2 planos, siendo el segundo perpendicular

al primero. Asi pues hay una formacidn transitoria de té-

" tradas en los diplococos que se estdn dividiendo, Las té- -

tradas se observan mejor en preparaciones en 1{quidos de
bacterias procedentes de un cultivo de 3-6 horas en agar -
sangre. Son mucho menos evidentes en cultivos viejos, La
forma de divisidn puede servir de ayuda para diferenciar
Neisseria de alqunos bacilos muy cortos que se dividen en
un dnico plano y, por lo tanto, pueden formar cadenas cor-
tas ademds de parejas.

La ultraestructura citopldsmica y de la pared
de los meningococos y de los gonococos es muy parecida, -
La pared celular que rodea la membrana plasmitica posee una
capa densa, formada probablemente por pentidoglicanos, y «
una membrana externa. Por fuera de la pared, los meningo-
cocos presentan generaimente una capsula que contine poli- |
sacaridos, pero en cambio, en los gonococos, la presencia
de cdpsula no ha podido ser demostrada.

La viabilidad de N, meningitidis disminuye rd«
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~-pidamente como resultado de?! secado por la luz solar, -
calor humedo, enfriamiento, pH desfavorables, Tisis por -
enzimas de los tejidos o por la enzimas autol{ticas menin
gocéeicas, o incluso por la actividad antimeningocdcica de
otras bacterias., Sus enzimas autoliticas pueden inactivay
se por calentamiento de los cultivos a 65°urante 30 minu-
tos o por adicidn de cianuro o formalina. E1 1imite de -
temperatura es estrecho: 8ptimo entre 35-37°C; no crecen
a 22°C; mueren cuando se calientan a 55°C, durante 30 mi-
nutos y sueien ser muy sensibles a los medicamente antie
microbianosy pH Sptimo entre 7.2-77.6, Resisten el conge-
Tamiento, La mayor parte de los cutlivos de laboratorie
mueren en pocos dias. ' ’

Los meningococos son dificiles de cultivar, -
fundamentalmente por su gran sensibilidad a los dcidos --
grasoso tdxicos y los indicios de metales contenidos en -
el agar y las peptonas. E1 efecto inhibitorio de &stos =
compuestos téxicos pueden eliminarse por la adicidn de --
sangre o suero al medio, E1 aimidén o el carbdn también
pueden fijar esta sustancias tdxicas y neutralizar asi su
accidn, Los meningococos son organismos aerobios o facul-
tativamente anaerobios.

Los cultivos deben efectuarse con el minimo -
retraso., Si el medio esti almacenado en frigor{fico, debe
calentarse en 25°C antes de usarlo. La superficie de las
placas del agar deben estar 1ibres de humedad pero tampoco
arrugadas, estado que indica un nivel de sequedad suficien
te para 1inhibir o retardar el desarrollo de N, meningiti-
dis.

£1 crecimiento del meningococo se estimula --
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- cuando se cultivan en atmbsfera de didxido de carbono
del 5 a) 10%, Las placas de agar se cultivan a 36-37°C -
humedad, Es aconsejable colocarlas en una jarra con un -
papel filtro himedo y con una vela corta (que no forme -
hume), que se enciende justo en el momento de cerrar la -
Jarra, E1 agar chocolate es un medio adecuado para el -
cultivo de meningococos. E1 medio selectivo de Thayar-
Martin permite e) reconocimiento de N, meningitidis de ma-
teriales contaminados con otra floza bacteriana.

Las colonias de Neisseria meningitidis son cir
culares, lisas, brillante, prdcticamente sin pigmento, aun
que algunas capas del grupo B amarillean al envejecer. En
un medio transparente como el agar Mueller-Hilton, las co-
* Tonias jévenes son translicidas y a menudo iridiscentes,
Su tamafio depende del medio de cultivo, de 1a densidad y -
de la edad. Las colonias bien separadas tienen 1 mm de -
difmetro a las 18 horas. Posean una consistencia aceito-
sa cuande se tocan con una aguja, y se pueden realizar fé-
cilmente una suspensién fomogénea del cultivo en solucién :
salina, S1 se prosigue la incubacidn, las colonias toman
un aspecto viscoso eldstico, como resultado de ta linera«
cifn de niicleoprotefnas por parte de las c@luvlas autolisia
das. Estos cultivos viejos muestran una morfologfa celu-
lar atipica y una viabilidad reducida. Asi pues, no de-
be retardarse el examen de los cultivos iniciales. Se ob-
serva el crecimiento de N. meningitidis a las 18-24 horas,

Puede observarse que las especies no patdgenas,
con bastante frecuencia {aunque no siempre) forman coloni-
as a 22°C, y en agar ordinaric sin sangre, incubadas du-
rante 7 dias, mientras que los meningococos y genococos y
muchas capas de N, lactamica no pueden hacerlo.
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En un estudio ( Mitzel, J.R., J.A, Hunter y W
E. Beam, Jr 1972) solamente 11 de 822 aislamientos nasofa
-ringeos de N, meningitidis fueron capaces de crecer en =
agar nutritivo libre de sales incubado a 37°C y 8% de Co,
a las 24 horas, La adicidn de 0,8% de NaCl al agar nutri-
tivo permite el crecimiento del 74% de los meningococos.

M, meningitidis es capaz de fermentar ciertos
azlcares con produccién de &cido, criterio mis importante
en la diferenciacidn entre las especies de Neisseria. N,
neningitidis produce dcido de glucosa y meltosa, mientras
que N. gonorrhoeae produce dcido sélo de 1a glucosa. Las
pruebas del metabolismo de los gldcidos por parte de Nei-
sseria se complican debido a ciertas caracterfsticas de -
estas bacterjas aerobicas., Un medio base de agar blando
comoe agar cistina tripticasa permite mejorar crecimiento
gue muchos medios liquidos.

Las capas que metabolizan glucosa lo efectdan
“primariamente por una via oxidativa, mis que por fermenta
cidn, por tanto, serd débil de produccidn de dcido. Du-
rante el crecimiento de las Neisseria, otras enzimas de-
gradan la peptona y producen sustancias alcalinas que ney
tralizan el dcido y causan una reversidn del PH hasta vol
verlo alcalino. As7 pues, la reaccidn debe leerse de las
1620 horas.

Alqunas capas de Neisseria producen reaccio-
nes atfpicas en medios con gllcidos. wusando un medio sin
tético como una solucién de sales sin fuente nitrdégenada
y 1% de glicidos, se pueden detectar ejemplos en los que
la ausencia de acidos es debida al exceso de produccign =

de alcalis procedentes de la fuente de nitrdgeno. Se ing
L)
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-culan tubos con ésta solucidn y el glicido, ademis de o-
tro control sin &ste, con aproximidamente 10]° bacterias,
tomando de un cultivo de agar sangre de 16-20 horas, Un
asa de cultivo suficientamente grande ( 4mm de diametro
fnterno) colecada con cierto dngulo sobre el cultivo con=
fluénte de bacterias es capaz de tomar ficilmente una bo-
la s6lida de bacterias., Las células se resuspenden en el
17quido hasta conseguir que la densidad final sea superior
a la del caldo ordinario. Los tubos de incuban en un hafio
a 35°C; sin embargo, las enzimas presentes en la célula -
pueden producir dcides en menos de € horas, Algunos inves
tigadores han propuesto el uso de un medio 17quido tampo-
neado con un indicador de pH (rojo de fenol).

Algunas capas de N. meningitidis y N. gonorrhg
eae, que dan una equivoca reaccidn dcido con glucosa al 1%
1a dan claramente con 1a solucién de Elrod y Braun con un
104 de glucosa {(Catlin, datos no publicados).

Ocasionalmente capas de N, meningitidis son re
colectadas de espécimenes clinicos dando reacciones falsas
negativas para maltosa sobre agar tripticasa-cistina. Es-
te fendmeno es comunmente atribuido 2 deficiencias nutri-
cionales en el medio basal tripticasa-cistina para sopor--
tar el crecimiento adecuado de ciertas capas de meningoco-
cos. Pero se han demostrado que existen microorganismos -
que son auténticos variantes meltosas negativas en las que
faltan las enzimas necesarias para la utilizacidn de malto-
sa. Alguna capa de meningococos son productoras pasajeras
de falsos negativos para maltosa en el primer aislamiento,
pero adquieren la habilidad para utilizar maltosa después
de subcultives, Reacciones de fermentacidon no especificas
pueden también resultar de una incubacidén prolongada de --
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- aziicares en el agar tripticasa-cistina.

En 1967 Kingsbury reportl que 80% de los ais-
lamientos meningocdcicos fueron maltosa negatives cuando
se probd con el procedimiento convencional. También de--
mostrd que esos microorganismos fueron auténticas varian-
tes maltosa negativas en las que faltaron las enzimas ne-
cesarias para la utilizacién de maltosa.

Un nifio de 4 meses de nacido, fué admitide al
centro de Sanidad Hospital de Waterbury de emergencia con
fiebre, irritabilidad y rechazo a comer. E1 nifio aparan-
taba buena salud hasta los 4 dias antes de !a admisidn en
que desarrolld deshidratacidn, diarrea y tos. Durante el
periddo de hospitalizaéién cultivos fueron colectados de
los familiares, incluyendo madre, padre y abuelos mater-
nos. Una N. meningitidis maltosa negativa, y , se recogid
de la nasofaringe del padre, y es posible que el sirvid -
como el portador del organisma para infectar al paciente.

Cada uno de los aijslamientos de meningococos -
recolectados de fluido espinal, sangre, nasofaringe y gar-
ganta del paciente, asi como de 1a nasofaringe del padre,
producieron exhuberante cerecimiento colonial { 1.5 a 2.0
mm didmetro) sobre agar chocolate después de 24 horas de -
incubacidn a 35°C con 5% Atm de COE . Las colonias fueron
pigmentadas, y la morgologia fué redonda y lisa., Cada ais
lamiento produjo dcido de glucosa pero no de maltosa, su--
crosa o lactosa, después de las 96 horas de tacubacidn.

Aunque los resultados de las bioquimicas fueron
de acuerdo a N, gonorrhoeae, la identificacion fué resuelta
desde 1a morfologfa colontal y el crecimiento exuberante -

1
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- mds tipico de N, meningitidis. Intentos para agrupar -
serolfgicamente los aislamientos con antisuero meniogoch~-
cico no tuvieron éxito,

Los aistamientos fueron mandados al Connecti-
cut State Departament of Health y al Center for Disease -
Control para confirmacidén, las capas fueron identifica-
das como N, meningitidis y con una técnica inmunofluores-
cente, y la caracteristica usual maltosa negativa fué con-
firmada. para determinar la utilizacidn de azicar de esos
aislamtentos, el Connecticut State Departament of Health,
empled una preparacién de un medio basal constiéuyendo una
peptona proteosa no, 3, extracto de carne y agar base, su-
plementando con fécula de maiz, una concentracidn final 1%
de 1a pba. de carbohidrato y rojo de fenol como indicador,
mientras el Center for Disease Control wusé el método de -
fermentacidn ripida descrita por Kellégq y Turner, [n re-
sumen todos los aislamientos fueron resistentes alas sulfa-
diacina por el método del disco de difusidn,

De cualquier manera Kingsbury demostré con es-
tudios genéticos que las reacciones entre la negatividad a
la maltosa y la resitencia a la sulfadiacina se relaciona-
ron con sflo una mutacidén o la transferencia de un gen., -
Adem3s, estudios enzimiticos de cada una de estas capas -
maltosas negativas y resistentes a sulfadiacina demostra-
ron que los aislamientos carecian de actividad de maltosa-
permeasa y maltosa-fosforilasa,

Aunque considerables progresos se han hecho pa-
ra minimizar el problema de una reaccidn de maltosa falsa -
negativa de meningococo, l1a aparicidn de un auténtica va-
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-riante maltosa negativa deja un serio problema para Tabo-
ratorios que dependen sclamente de la utilizactén de carbo
hidratos para la identificacidén de Neisseria, ,

En la prdctica pueden resultar una identifica-
cidn errdnea de una maltosa negativa de meningococo como -
N. gonorrhoecae, Claramente, tal error presenta un mayor -
problema de importancia social y epidemiolégica para pa«-
cientes y autoridades de la salud,

Aunque la incidencia actual de capas de N. men
ingitidis maltosa negativa es desconocida, Laboratorios -
son advertidos acerca de €sta variante bioquimica. Varios
meses despuds de que el hospital di6 de alta al paciente de
4 meses de edad, otra variante maltosa negativa de meningo-
coco fué recogida de la nasofaringe de un portador visto =
en nuestra clinica, EY aislamiento fué identificado por -
inmunafluorescencia como N. meningitidis grupo C, también
resistente a la sulfadiacina,

Estudios adicionales son necesarins llevar a -
cabo para determinar la incidencia de un auténtica varian-
te de N. meningitidis maltosa negativa para identificar la
magnitud de este problema. Aunque la inmuncfluorescencia
fué usada para confirmar la identificacién de ésta capa,
esta técnica no ofrecid una inmediata y prictica solucién
para éste problema y no es uso general en el diagnéstico =
en el laboratorio.

Todas las especies del género Neisseria pueden
reconocerse por su capacidad de oxidar rdpidamente al dime
til o tetrametilparafenil diamina, que d& lugar a que las
colonias superficiales adopten primero un color rosado, -



- que posteriormente se hace negro.

La prueba de la reduccién de los nitratos o ni
tritos es interesante como ayuda para la identificacidn de
algunas especies,

Grupos de N, meningitidis fueron clasificados
como virulentosos y avirulentos de acuerdo a su capacidad
para establecer infeccion meningocdcica en ratones con una
técnica de difusidn en agar; se demostrd que ¢l hierro apo
ya el crecimiento de los 2 tipos de meningococos. Las ca-
pas avirulentas como las virulentas, pueden utilizar Fe =
idnico o enlazado. La inhibicidn reversible de crecimien-
to ocurrid hasta cierto punto para ambos tipos de bacte--
rias en presencia de hierro unido a agentes sintéticos y
etilendtamina di ortohidroxifanilacetil dcido. Una dife-
rencia en la respuesta fué demostrada por esos tipos de -
mentngococos cuando crecieron en presencia de varios Fe 1i
gados a protefnas de fluides y de tejidos animales, E) cre
cimiento de las capas avirulentas fué inhibido en gran gra
do por conalbumina de huevo. E1 hierro unido a transferri
na demostrd una significante capacidad inhibitoria solo -
cuando se usd junto con bicarbonato. En condicienes de in
cremento de hierro saturado con &sta proteina, las cepas
aviruletas de meningococo fueron inhibidas hasta el Gltimo
extremo. En presencia de ferritina (proteina celular uni
da al hierro), la inhibicidn de el crecimiento de 8 tipos
de cepas no ocurrid sobre un medio pobre en hierro ( menos
de 5 mg/100 ml), De cualquier manera, con la incorporacion
de hierro en el medio, los efectos inhibitorios de la pro-’
tefna son evidentes. Como la concentracidn de hierro in-
crementd, la inhibicidn de hierro incrementd a cierto ni-
vel y subsecuentemente declind . Se observd una diferen-
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-cia en la habilidad de los tipos avirulentos de meningoco
cos para crecimiento en presencia de ferritina de bazo de
caballo, Para éste microorganismo, una correlacidn pare-
cid existir junto con la capacidad de crécimiento de utili
zar el hierro en presencia de ferritina reducida y la habi
lidad de establecer infeccidn, La proteina ferritina del
huésped, en estado de reduccidn, aparte de simplemente ser
un almacenamiento de proteina de hierro, puede prevenir el
crecimiento de organismos procariotes.

En otro estudio, pequefias cantidades de hierro
unido especificamente a trasferrina humana, fueron propor-
cionados para estimular infeccién con N, meningitidis, ce-
pa M 1011 en ratones, por Bruce £, Holbein. Una inyeccidn
intraperitoneal de 17.5 mg de tranferrina llevando 22.7}' g
de Fe resultd ser 100% mortal para la infeccidn, comparada
con la no mortalidad de controles, quienes recibieron soly
cién salina. Cinco miligramos de hierro-ferritina, 1levan
do 6.5/ gr de Fe, estimuld y prolongé la bacteremia en ra-
tones. As{, Fetransferrina mantuvo la infeccidn, mientras
la infeccidn fué controlada debido a la limitacién de -
hierro en el ratdn control. Estudios comparativos con
apotransferrina revelaron que el desarrollo de la infeccidn
fué debida al suministro de hierro, Fe-transferrina fué
también utilizada para reemplazar una limitacidén de hierro.
fueron 1levados a cabo con ac. etilendiamina dehidroxife-
nilacetico in vivo. Fe-transferrina abolid la fase lag del
crecimiento de N. meningitidis en un medio definido. Los
resuitados de este estudio sugieren que fe-transferrina -
humana es una fuente inmediata de hierro para N. meningi-
tidis in Vitro e in Vivo. Estos descubrimientos sugieren
ta hipdtesis que los niveles de hierro en la transferrina
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= circulante del ratén determinan el curso de la infeccidn
-experimental de N, meningitidis,

CLASEFTCACION

Los meningococos han sido divididos en los gru
post A,B,C, D, X, Y, ZyZ' utilizando métodos seroldgi
cos por aglutinacidén, E1 antigeno capsular del grupo A
consiste en N-acetil-o-acetil manosaminafosfato, el poli-
sacirido B es B-aifa-ligado-acetil, dcido O-acetil neu~
ramfrnico . Ademds, incluso despuds de Ya eliminacidn de -
los grupos O-acetil, el antigeno C se diferencia del an-
tigemo B con respecto a su especifidad inmunoldgica y a
la facil idad con que puede ser degradado por las neuramini
dasas y por los &cidos., Los antigenos capsulares de los =
otro s grupos de meningococos no se han caracterizado total
menk e, Lla mayoria de 1os procesos meningocécicos se de-
ben a capas capsuladas pertenecientes a los grupos A, B,
Cy ¥, Las cepas dml grupo D se aislan muy raramente.

La grin mayorfa de los aislamientos de portadores de menin
gococes son de los grupos A, B, y C. La mds alta incidep
cla de enfermedad meningocdcica en Estados Unidos desde -
1972, se debid a miembros del serogrupo B seguidos por
miembros del serogrupo B seguidos por miembros del sero-
gru pos  C.

Ademds de los distintos grupos de anfgenos es
pec fficos superficiales, existen los antfgenos somiticos -
de diversos grupos, comunes a todas las bacterias, que pue
den explicar algunas reacciones c¢ruzadas, Los meningoco-
¢S que se aglutinan por diferentes sueros, se denominan
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RAS-10. Asi, la Escherichia coli aislada del 1{quido ce~-
faloraquideo de recién nacidos con meningitis , posee un
antigeno polisacdrido capsular Ky que se correlaciona -
con la aparente invasividad del organismo en el recién na-
cido, Este antigeno es faciimente degradado en el hudsped
y es muy poco inmundgenico en el hombre,

Se han 1levado a &abo mayores diferenciaciones
de organismos dentro de los grupos B y C, por una técnica
bactericida que identifica por 1o menos 10 serotipos dife-
rentes de organismos del grupo B, Estes antigenos protef-
cos de la membrana externa, pucden contribuir a la induc-
cidn de inmunidad en el hudsped, Estas protefnas de tipo
especifico, son comunes a capas de meningococos de 1los =
grupos B y C. AsT, los antfgenos del serotipo 2 (II) de
los grupos B y C, son quimica y seroldgicamente idénticos
y han sido asociados con un gran porcentaje de capas que
provocan epidemias de enfermedad meningocdcica de los gru-

pos B y C,

Ademds de los antigenos polisacaridos capsula-
res y los antigenos proteicos de Ja membrana externa, hay
otros antigenos somiticos uno de 1os cuales es una frac--
¢idén nidcleoproteica y otro es un antigeno somdtico carbo-
hidrato., Estos no han sido quimf{camente definidos, pero
parecen ser comunes para Neisseria dentro de un serogrupo
especifico,

Cuando las capas capsulares, lisgs, de meningo
€oCos, s5€ resiembran'repetidamente en medios artifictales,
sus colonias se vuelven a menudo rugosas. las variantes
rugosas son no capsuladas y relativamente avirulentas, Si
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se fnoculan ratones con variantes rugosas suspendidas en
mucina, pueden obtenerse formas lisas a partir de la san-
gre por puncién cardiaca.

En los meningococos se ha observado una trans-
formacidn genética por accién del ONA; los marcadores -«
transferidos incluyendo 1a formacidn de cdpsulas y la re-
sistencia a la estreptomicina.

Los polisacdridos capsulares contribuyen a las
propiedades invasoras de los meningococos al inhibir la -
fagocitosis. En presencia de anticuerpos especificos, los
organtsmosson facilmente ingeridos y destruidos por leuco-
citos fagociticos. Sin embargo, no hay evidencias que in-
diquen quelos organismos meningocdcidos interacelulares --
que son visibles con tincidn de Gram, pueden multiplicarse
dentro de las células del huésped.

Las endotoxinas de los meningococos son bdsica
mente similares a las de otras bacterias gramnegativas, y -
son responsables del extenso dafio vascular que es un compo
nente variable de 1a enfermedad que producen,

Los meningococos son relativamente apatdgenos
para la mayor parte de los animales del laboratorio. La
inyeccidn directa de meningococos en el espacio subarac-
noideo dd lugar a una meningitis meningocdcica de diversos
animales de laboratorio, pero para ello es necesario inyec
tar una cantidad tan elevada de microorganismos, que hace
dudar de la importancia de éste mecanismo patogénico en -
el hombre, Los estudios realizados en el embridn de pollo,
han dado resultados mds interesantes; con independencia -

~del punto de inoculacidn, Tos meningococos acaban Jocali-
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~zéndose en los senos craneales, en Jos pulmones y en la

meninge, Los cortes seriados de estos embriones no han -

preporcionado evidencia alguna de la extensidn de la in-

feccién de las meninges, va siempre precedida de una bac-
teria,

La inoculacidn intraperitoneal en ratones con
meningococos suspendidos en mucina gdstrica, que protege
a éstos organismos frente a la fagocitosis por células pe
ritoneales, dd lugar a una infeccidn mortal a partir de -
indculos que contiene no mis de 10 meningococos. Este mé
todo es generalmente utilizado como prueba para los anti-
cuerpos, asf como para el estudio de la efectividad tera-
péutica de los fdrmacos antimicrobienoss

INMUNOLOGTA

En humanos, los polisacdridos A y € de N. men-
ingitidis inducen anticuerpos de grupo especificos, Las =
caracterfsticas antigénica de los meningococos de los gru-
pos Ay C, pero no del B, residen en la cdpsula., Estos =
son anticuerpos protectores, se forman despuds de infec-
ciones subclinicas con diferentes capas o de la jnyeccidn
de Tos antigenos, La mayoria de los adultos presentan an
ticuerpos séricos que intervienen en 1a prevencidn de los
procesos meningocdcicas. Los recién nacidos raramente su=-
fren de &stos procesos., Los anticuerpos, estdn presentes
en la sangre de estos nifios. Estos anticuerpos IgG, de-
tectables en el momento del nacimiento y durante 1los pri-
meros meses de vida, resumiblemente son adgquiridos a tra-
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vés de la placenta. El1 tftulo mds bajo de anticuerpos es-
td presente en nifios entre 6 y 24 meses de edad, 1o cual =
se correlaciona bien con el pico de incidencia de enferme-
dad meningocicica esporddica,

La presencia en suero de anticuerpos humorales
de la clase IgG IgM e IgA, se correlaciona con la resisten-
cia a la infeccion. Los reclutas que subsecuentemente de-
sarrollan enfermedad meningocScica durante el entrenamien-
to bdsice, eran serosusceptibles en el momentoe de su ingre-
so a la mivicia, Los portadores desarrollan titulos de an-
ticuerpos dentro de las 2 semanas de haber adquirido su es~
tado de portador, La inmunidad para el meningococu parece
identificarse y ampliarse por el transporte de diferentes
* cepas de meningococos y otros organismos con antigenos --
idénticos, 1o cual ocurre en forma irregular a lo largo de
toda su vida,

Las pruebas inmunolégicas comprenden reacciones
de aglutinacidn, estudios de anticuerpos fluorescentes y «
reaccidn de tumefaccidn capsular para los grupos capsulados
(serogrupos A y C), Esta se lleva a cabo sobre cultivos -
frescos o directamente sobre 1iquido cefaloraguideo.

E1 estudio de unidn de antigeno radiactivo es -
el método mis sencible para demostrar la respuesta seroldgi
ca de un paciente con infeccidn meningocScica, pero no pue-
den detectarse anticuerpos hasta varios dfas después de -
haberse presentado sintomas de la enfermedad.

Se pueden cuantificar los anticuerpos a los po-
Tisacdrdos meningocdcicos mediante la aglutinacidn de par-
ticulas de 1dtex o pruebas de hemaglutinacién o por su acti-
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vidad bactericida.

Actualmente se utiliza técnicas de tincién con
anticuerpos fluorescentes para identificacién de N, gono-
rrhoeae y N, meningitidis, La microscopia de inmunofluo-
rescencia es un método rdpido y relativamente sensible pa-
ra detectar N. meningitidis en frotis de sedimicntos de -
1iquido cefaloraquideo. Las cépsulas se hinchan y poseen
un brillante flurescencia baje luz uitravioleta, En manos
de personal entrenado, éste método es muy valioso en la -
deteccidn de bacterias inviables como resultado de la apli
cacidn de la quimioterapia, Sylvana Co. (Millburn, N.Jd.)
y Difco sirven comercialmente el antisuero polivalente con-
jugando con fluoresceina, Sin embargo, métodos de inmuno-
fluoerescencia directa, similares a los utilizados en la =
actualidad para la identificacion de estreptococos del gru
po A de lancefield en cultivos de garganta. Las globuli-
nas conjugadas con fluoresceina no son suficientemente es-
pecificas para N, gonorrhoeae o N, meningitidis, y preseh-
tan reactividad cruzada con organismos pertenecientes a -
otras especies de Neisseria. Por ello el método directo
se utiliza actualmente en s8lo unos pocos laboratorios es-
pecializados donde el personal estd familiarizado con la -
técnica y los reactivos se preparan y utilizan bajo un es=
tricto control de calidad,

0tro método de diagndstico rdpido es la {nmuno-
electroforesis, se aplica en las infecciones meningocdci~-
cas de la sangre, liquido cefaloraquidea y 1iquido sino--
vial, Lla presencia del antigeno meningocdcico solubre en
la muestra, se detecta por su precipitacidén con antisuero
especifico de cada grupo de N, meningitidis,
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MECANISHOS DE PATOGENICIDAD

La mucosa de la nasofarige, es el sitio usual
de colonizacidn del meningococo, y es probable sitio de in
vasion de la sangre. Las capas de N. meningitidis son re-
colectadas cesi solamente de la faringe posterior, reclen-
temente aislamientos de meningococos atacaron significati-
vamente mejor a la faringe que a las células bucales (P=0,
01). La localizacién de meningococos en la faringe poste-
rior es en parte explicada por la receptividad de las cé-
lulas epiteliales en ésta drea para meningococos.

La superficie Tuminal principalmente compuesta
~de células ciliadas y no ciliadas, y en algunas regiones

células tipo copa secretoras de moco y células de epitelio
escamoso, Estudios con microscopio electrénico, demuestran
que el meningococo ataca selectivamente a 12 columna de cé-
lulas no ciliadas de 1a nasofaringe. EJ meningococo pare-
ce atacar a las microvellocidades de la cflula no ciliadas
de 1a mucosa en un plazo de 4 horas después de la infeccidn,
6-12 horas después de la infeccifn la interaccidn aumenta,
la microvellocidad rodea al organismo contra la superfi-
cie de la célula, y se observan vacuolas endocfticas que -
contienen los meningococos que se ven en la porcidn apical
de algunas células, y se observan vacuolas endociticas que
contienen los méningococos que se ven en la porcifn apical
de algunas células no ciliadas. Aunque éste proceso fué -
verdadero para células con largas microvellocidades, célu-
las que tienen cortas microvellocidades demuestran peque-
fias evidencias de interaccidén. Estudios con microscopio =
de luz, demuestran la entrada del meningococo en las célu-
las no ciliadas del epitelio en una manera similar como se
ve con el gonococo a la mucosa del tubo de falopio. Des--



28
-pués de 15-24 horas de infeccidn, el meningococo puede -
verse en el tejido subepitelial, La evidencia es sugesti-
va pero aiin no es definitivo que el meningococo alcance el
tejido subepitelial por expcitosis,

Los meningococos con pilis, constantemente son
los que atacan a las células de la nasofaringe en gran ni-
mero coparado con lo que hacen los meningococos sin pilis,
El ataque de meningococos piliados difiere marcadamente en
tre c8lulas epiteliales de diferentes tipos. En contraste,
los meningococos no piliados atacan a todos los tipos de -
célula por igual, pero en bajo niimero. Esto sugiere que
los pilis son importantes mediadores del ataque del menin=-
gococo, El ndmero y la distribucidn de sitios de recepto-
res de pilis o asociacidén de pilis de meningococos difie-
ren entre células humanas y pueden determinar sitios de co-
lonizacién meningocéeica.

La interaccidn de meningococos con el epitelic
nasofaringeo, tal vez son un fmportante significado por el
cual la bacteria establece estado de portador o invade al -
huésped.

SITGNOS Y SINTOMAS

La enfermedad meningocdcica puede aparecer como
3 entidades clinicas: HNasofaringitis, Meningitis y Meningo-
cocemia (septicemia). :

Los meningococos ingresan en el curso a través
de las vias aéreas superiores y se establecen en las membra-
nas de la nasofaringe. En este sitio los organismos entran
a formar parte de la flora transitoria, sin producir sfnto-
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-mas o pueden producir una faringitis exudativa. Esta pue
de ser una infeccidn de la resofaringe habitualmente de --
corta evolucidn y con frecuencia asintomftica.

E1 periddo de incubacidn es de pocos dfas, ha-
bitualmente menos de una semana.

De la nasofaringe, los organismos alcanzan la
corriente sanguinea, produciendo una bacteremia (meningoco
cemia), ésta diseminacidén de meningococos a travds de la
circulacidn, di como resultado lesiones metastdsicas en di
versas areas del cuerpo, como piel, meninges, articulacio~
nes ojos y pulmones. Lla meningococemia puede acompaiarse
de meningitis, artritis, pericarditis y compromiso de vir-
tualmente cualquier sistema,

La infeccidn de la sangre puede ser acompaiada
por flebre alta, artritis, oclusidén de los pequefios vasos y
una erupcidn que se inicia como hemorragias puntiformes (pe
tequias) de la piel y las mucosas, En las infecciones gra-
ves 1a erupcidn se torna mids extensa. En ciertos casos -
ocurre una evolucidn sumamente grave cuando una sepsis ful-
minante produce necrosis hemorridgica de la corteza de ambas
glindulas suprarrenales. Los profundos efectos fisioldgi-
cos de esta afeccidon, conducen a un ripido colidpso y la -
muerte, E1 conjunto de cambios que acompafian a la hemorra-
gia cortical, recibe el nombre de sindorme de Waterhouse-
friderichsen que se asocia muy frecuentemente con el menin-
gococo,

La bacteremia por Neisseria se favorece por la
ausencia de anticuerpo bactericida (Igﬁ) 0 por su inhibi--
cién por un anticuerpo bloqueador de IgA o por una deficien



30
-cia de los factores del complemento CG, C7 ¥ CB“

La complicacidn mis frecuente de la meningoco-
cemia es la meningitis., Muchos microorganismos pueden prg
vocar meningitis: N, meningitidis, Streptococcus pneumo--
niae y Hemophilus influenzae, éstos causan el 84% de todos
los casos comunicados de meningitis bacteriana. E1 menin-
gococo es el dnico que produce meningitis sdptica en forma
epidémica, y en consecuencia, es el agente etioldgico de -
ésta entidad., Los signos y sintomas que se encuentran en
la meningitis son fiebre elevada, escalofrios, y dolor de
cabeza, espalda, abdominal y de extremidades, niuseas y -
vomito, En pacientes muy graves, corre en forma sibita e
intensa, confusion, delirio y coma, También pueden obser-
varse francas convulsiones o contracciones. Se observa =
rigidéz de nuca y espalda.

E1 paciente puede sobrevivir a2 la enfermedad =

meningocdcica sin secuelas detectables o con secuelas di--

.rectas dela infeccién que son evidentes durante el resto
de su vida. Tales secuelas comprenden sordera del VIII -
par y lesidn del sistema nervioso central, y pueden inclu-
ir necrosis de grandes dreas de la piel o amputacion de de
dos necrosados, o de incluso una porcién mayor de una ex--
tremidad, En casos no tratados el indice de mortalidad se
eleva hasta el 80%. La tasa de mortalidad para la meningi
tis meningocécica en 1978, fué del 13.5% para 1095 casos
en EEUU.

No se sabe que es To que convierta una infec-
cifn asintomdtica de la nasofaringe en una meningococemia
y meningitis, pero ésta puede ser prevenida por los anti-
cuerpos especificos bactericidas del suero. Los meningo-
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-cocos son fagucitados facilmente por los leucocitos en
presencia de una opsonina especifica,

A veces, aunque raramente, el meningococo cau-
sa otras entidades clinicas. Especies de Neiszeria, in-
cluyendo meningococos, se han observado como agentes etio-
16gicos en 4,5 % 10,7% de pacientes con neumonia, y en
una serie de 68 pacientes, 77% de los cuales tenfan neumo-
nfa y enfermedad meningocbecica del grupo Y. Arriba del
29% de meningococos del grupo Y, son aislados de faringe y
esputo,

DIAGNOSTICO ODE
LABORATORIO

La infeccidn meningocdcia se diagnostica espe-
cificamente por 1a identificacidn de N, meningitis en mate
rial obtenido del paciente. Si se dispone de ecxudados in-
flamatorios, como Liquido cefaloraquideo, puede hacerse un
rdpido diagndstico presuntivo por el hallazgo de diploco--
cos gramnegativos, caracteristicos en los extendidos tedl-
dos. También ocasionalmente pueden demostrarse la presen-
cia de organismos en tincién de Gram de lesiones petequia-
les. En casos de septicemia muy grave, se han demostrado
meningococos en extendidos coagulados de sangre periférica
0 rara vez, en una gota de sangre obtenida del 16bulo de -
la oreja o del puipejo del dedo,

Las muestras remitidas al laboratorio para cul-
tivo, varfa segiin 1a enfermedad del paciente. Sangre, Li-
.quido cefaloragquideo, muestras de lesiones petequiales de
la ptel, 1{quido sinovial e hisopados de nasofaringe o gar
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-ganta pueden dar cultivos positivos.

Uno de los principales procedimientos de urgen
cia con los que pueden enfrentarse el laboratorio de micrg
biologfa, es el anilisis de 1fquido cefalorraquidea en pa-
cientes sospechosos de padecer meningitis., Los motivos de
ésta urgencia son que la meningitis bacteriana es una en--
fermedad rdpidamente fatal, si-no es tratada o si se trata
incorrectamente, y que requiere una rdipida terapéutica an-
timicrobiana y una rdpida identificacion del agente etiold
gico, Siempre que el médico sospeche de meningitis o quie
ra erradicarla, deberd llevarse a cabo una puncidén Jumbar
y examen del LCR, Hay que recordar que generalmente los -
sintomas tipicos de mengitis en el adulto, como son fiebre,
cefalea, vémito, rigidez de la nuca, no se presentan en --
los nifios o recién nacidos, donde aparecen tan sélo vagas
e inespecificas manifestaciones clinicas de meningitis. Un
indicio de meningitis en un nifio es una enfermedad febril
inexplicable.

La puncidén lumbar debe realizarse con asepsia =
estricta, ya que puede producirse ficilmente la contamina=-
cidn de la muestra, 1o que confundiria la identificacién -
del agente etioldgico. La piel se desinfecta con yodo-po-

‘yidona. Las muestras se recogen con frascos estériles, --
que puedan cerrarse con tapdn rosca, a fin de exclufy pérdi-
das o contaminacidén del contenido. MNo se deben, por tanto,
usar tubos tapados con algoddn o con cierre de goma, y ade
mds se deben contrelar los recipientes con cierre de pre-
sién a fin de confirmar que el cierre es hermético y que al
abrirlos no salpiquen-parte del contenido. La ausencia de
microorganismes en una muestra de LCR debe siempre confir-
marse, no sélo mediante cultivo sino-con una tincién Gram.
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Es fundamental transportar rdpidamente el ejemplar al la-
boratorio, ya que algunos microorganismos como N,meningi-
tidis, mueren debido al almacenamiento o a los cambios de
temperatura, Por éste motivo, algunos autores opinan que
deben prepararse los frotis, e incluso sembrar los culti=
vos a la cama del paciente, en cuanto se haya obtenido el

LCR., Si bien éste es el método ideal, pocas

veces puede

ponerse en practica. Por lo tanto, el microbidlogo ciini-
co deberd: 1) examinar sistemdticamente la batea para la

puncidn lumbar, utilizada cn el hospital para asegurerse
de que los frascos de LCR son de buena caiidad; 2) prepa-
rar la piel correctamente, y 3) emplear los sistemas para
transportar rapidamente la muestra al laboratoriec. Para

el examen microbioldgico debe conseguirse una muestra su-
ficiente, E1 laboratorio de microbiologia debe efectuar

de inmediato un frotis con tincién de Gram y
medios adecuados.

sembrar Tos

Dado que generalmente existen cantidades re-

ducidas de microorganismos, presentes en el LCR infectado,
8stos se deben concentrar. E1 método mis sencillo consis-
te en centrifugar la muestra 2,500 rpm durante 15 minutos

y retirar luego el ifquido sobrante para los
micos y serioldgicos, a la vez que se emplea
para frotis y cultivos., Esta centrifugacidn
cuada para aquellos lpiquidos con aumento en

estudios qui-
el gsedimiento
resulta ade-
el nimero de

células inflamadas; no obstante, existe la limitacison de

que ep las fases injciales de meningitis el recuento de -
células puede ser normal a pesar de obtener un cuitivo po-

sitivo,

Las tinciones de Gram o con azul’

de metileno

de sedimiento del 1iquido cefalorraquideo centrifugado o
del material aspirado de las petequias y menudo, muestran
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- diplococos tipicos dentro de los leucocitos PMN o fue-
ra de ellos, Debido a que los meningococos se autolisan,
deben fijarse rdpidamente las extensiones y debe ser examj
nado 1o mds pronto posible,

En el momento de efectuar la puncidon lumbar, -
el LCR puede sembrarse inmediata y directamente a partir -
de la aguja y la muestra de sangre en placas de gelosa cho
colate o medio de Tayer martin e incubadas a 37°C en una -
atm que contenga 5-10% de CO2 {método de la vela). También
debe sembrarse un tubo de caldo, y una muestra de éste mis
mo LCR, debe incubarse directamente en una probeta, a la
temperatura de 37% junto con los cultivos practicados en
el caldo y en el agar, La resiembra del LCR incubado pue-
de mostrar en ocasiones meningococos cuando los cultivos
originales son negativos. ' :

Tanto e1 LCR como 1a sangre dan generalmente =

cultivos puros cuya identificacién puede completarse me- -

- diante la fermentacién de carbohidratos. (tabla de identi-
ficacidn).

La incubacidn directa a 37°C, del LCR, recien-
temente extrafdo puede dar lugar a que los meningocos se -
desarrollen, Es también posible obtener el desarrollo rd-
pido mediante inoculacidn del sacovitelino de embriones de
pollo de 8 a 10 dias de edad.

Las colonias de meningococos sobre medios s611
dos, particuiarmenfe en cultivos mixtos, pueden ser identi
ficados por la prueba de la oxidasa.

También deben realizarse inmediatamente las -
pruebas de hinchazdn de la cipsula, Ocasionalmente, anti-
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~cuerpos homélogos tipospecificos afiadidos al LCR pueden
originar una reaccidn positiva de precipitacidn, ailn cuan-
do los meningococos no pucdan observarse en las extensio-
nes tefifdas del sedimiento centrifugado,

Un método de hemocultivo correcto, consiste en
afiadir 10 m1 de sangre a 100 ml de un medio 1Tquido adecua
do {p, ejenplo, caldo de triptosa~-fosfato) y sembrar 0.1
ml de sangre en la superficie de una placa de agar sangre
o chocolate. Ambos cultivos se jncuban a 37°C en una pro-
beta y se observan diariamente, durante 7 dias, ante de --
descargados. Si existe una muy acentuada bacteremia, pue-
de ponerse de manifiesto la presencia de diplococos gramne
gativos en extensiones de sangre. :

Se han desarrollado varios procedimientos in-
munoldgicos para el diagnéstico rdpido de memingitis bacte
riana; sin embargo no se emplean demasiado, debido a los -
reactivos y al equipo especializado., Las técnicas princi-
pales empleadas son: Microscopia de fluorescencia, Reac--
c¢idn de hinchamiento capsular, recuento por Inmunoelectro-
foresis y Agultinacidn por particulas de ldtex. Mo obstan
te, para la mayoria de los laboratorios la tincidn de Grem
sigue siendo el método de mayor confianza y mis convenien-
te, para el diagndstico ripido.

La técnica de inmunofluorescencia detecta men-
ingococos en extendidos de sedimiento de LCR y es especial
mente valiosa para detectar organismos que se han vuelto -
no viables como resultado de quimioterapia previa. Los an
tigenos polisacdridos pueden ser precipitados del grupo es
pecffico.
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Se han utilizado inmuncelectroforesis de con=
tracorriente para la identificacidn ridpida de polisacirido
meningocdcico en sangre, LCR y 1iquido sinoyial, E1 poli-
sacdrido capsular a menudo puede también demostrarse en el
LCR y orina por aglutinacidn de latex.

Las respuestas inflamatorias y no inflamatori-
as del huésped, son muy Gtiles para el diagnéstico de la -
meningitis, Los leucocitos PMN son lo mds frecuentes en -
una meningitis bacteriana aguda. La puncién Tumbar mues-
tra un liquide cefalorrdquideo francamente purulento y tur
bio, con presigén clevada, protefnas elevadas y cifra ;baja
de glucosa. E1 LCR generalmente contiene mis de 100 célu-
las /7' ml con predominio de PMN y conteniendo diplococos
intracelulars gramnegativos., La ausencia de gérmenes en
una 1dminilla coloreada con Gram del sedimiento de LCR no
descarta el diagndstico., Aunque en las fases iniciales de
una maningitis aséptica pueden predominar los leucocitos -
PMN, répidamente se produce un cambio a c&lulas mononuclea
res en 8 horas. En Tos pacientes con abscesos cerebrales
se producen cambios citoldgicos y timicos; no obstante, los
fratis y cultivos del LCR son generalmente negativos en «
estos casos, a menos que el absceso se perfore en el espa~-
cio subarancnéide o en los ventriculos,

La orina puede contener proteinas, cilindros y
eritrocitos.

La coagulacidn intervascular diseminada consti-
tuye una complicacidn importante de las infecciones por me-
ningococo. La determinacidn del factor V, del facto VIII,
la cuenta de plaquetas que estd reducida y la elevacidn de
las cifra de productos de fraccionamiento de 1a fibrina pue
den ayudar al establecimiento del diagndstico.
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En los casos de meningitis bacteriana parcial-
mente tratados, pueden también alterarse las proporciones
celulares y quimicas, ademds de las frecuencias de recupe-
racién o aislamiento de bacterias en los cultivos.

Por otra parte se ha observado una tendencia
de los organismos grampositivos a aparecer gramncgativos
en estos casos, de tal modo que deberfan interpretarse cui
dadosamente los resultados de un frotis tefiido por Gram.

TRATAMIENTO

El tratamiento con éxito de enfermedades menin
gocdcicas fué la seroterapia. Esta técnica se usd primero
en 1907-1908 en Francia por Dopter y en los Estados Unidos
por Jochmann y Flexner, en 1913, sélo un aiio despuds de -
los estudios preliminares de Kolle, Wassermann y Jochmann,
quienes consideraron el antisuero para el meningococo como
bacteriolftico y antitdxico. Los resultados fueron a]enti
dores, la mortalidad bajé de 68-80% a 14-25%, Por 1o tan-
“to, el método se usé en todo el mundo, Junto con la sera-
terapia y cuidado general, la enfermedad se traté con repe
tidas punciones lumbares, bolsas de hielo y medicinas como
Urotropina (exametil en tetramina).

A finales de 1930, 1a sulfonamida proporciond
una prespectiva para pacientes con enfermedades meningocd-
cica; la mortalidad por meningitis meningocdcica fud usual
mente no mayor de 5-12%. De cualquier manera, en 1954, en
personal militar en Alemania y California, se observaron -
cepas de grup B resistente a sulfonamidas. En la siguien-
te década, cepas de N, meningitidis aisladas de la pobla-.
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-cidn, varié de un total suceptibilidad a 90% de resisten-
cia, Esta gran resistencia a las sulfonamidas promovid el
uso empirico de penicilina-G como terapéutica de meningi-
tis debida a N. meningitidis. &n 1974 1a proporcién de -~
aislamientos de cepas resistentes a Sulfonamidas entre ce-
pas de grupo C que proporcicnaron la mayoria de epidemias
en Estados Unidos, calleron marcadamente. Pero esta decli
nacidn en la resistencia, no alterd el uso empirico de pe~
nicilina como tratamiento, La pradctica de profilaxis no
volvid para el uso de sulfonamidas en todo el pafs.

En Ta actualidad, el medicamento de eleccidn -
es la penicilina G (acuosa), Se administran 24 millones de
unidades/d7a para adultos; 400,000 unidades /kg/ dia de -
penicilina para nifios, Se administra la cuarta parte de
ésta dosis rdpidamente por via intravenosa y el resto por
goteo continuo o en dosis divididas cada 4 horas.

No son adecuadas tas Cefalosporinas para el -
Tratamiento de la meningitis. Si el paciente es alérgico
a2 la penicilina, el Cloramfenicol a la dosis de 100 mg/kg/
dia constituye el segundo medicamento de eleccidén, Se con
tinda el tratamiento durante 7-10 dias por via intravenosa,
o hasta que el paciente se encuentre afebril durante 5 dfas
y tenga valores normales de glucosa en el LCR y no mds de
30 - 50 células /»*1 (linfocites en su mayorfa), en el
LCR. .

Las Rifampicinas suministran una excelente pro
filaxis excepto en ciertas situaciones de epidemias, tal =
como en el Campo Naval, en que la resistencia a la Rifampi-
cina hace necesario el uso de ambos; rifampicina y minoci-
clina para disminufr el desarrollo de resistencia,
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E1 choque hipovolémico constituye la complica-
cién mis grave de la infeccidn por meningococo, E} enfo-
que inicial consiste en la expensidn del yolumen de sangre
con solucidn salina, mientras se vigila la presidn venosa
central, Se agrega lsoproterencl o depamina a la infusidn
si el paciente no responde a la perfusidn,

Se vigilan los signos vitales. Puede necesi-
tarse la respiracidn artificial con aparates. Si ocurre
edema cerebral y, en particular, si hay herniacidn del en-
céfalo a través del agujero occipital o ésta es inminente,
Ta administracidn intravenosa de manitos (2 g/kg)} o de u-
rea {0.5 g/kg) puede reducir temporalmente la presién in-
tracraneal aumentada.

Los glucocorticoides carecen de papel defini-
do en el tratamiento de la meningitis, Cuando el paciente
se encuentra en estado de choque puede dar buen resultado
una dosis alta de Prednisona (30 mg/Kg).

£1 valor de la heparina es dudoso. Aunque la
heparina no mejora el prondstico de la septicemia, esta -
puéde ayudar a corregir los efectos de coagulacidn.
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PROFILAXTS

Para la inmunizacién se disponde comerciaimen-
te de vacunas para los grupos A y C, Las vacunas consisten
en polisacdrido meningocScico de grupo especifico purifica-
do, y se administran como una dosis dnica de S50M1g a adul--
tos y nifios de mds de dos afios de edad., Las pruebas de -
campo en gran escala en el ejército de 1os Estados Unidos -
con vacuna para el grupo C, han demostrade una eficacia del
90% en la prevencidn de la enfermedad, por grupo C, y una
disminucién del nGmero de portadores de meningococos, Un
nivel de anticuerpos que se consideran protectivos contra
enfermedades del grupo A ( 2j-g/ml) es mantenida por 3 --
afios si la vacunacidén se toma después de dos afos de edad,
En nifos jévenes, Tos niveles de anticuerpos caen pronto,
aunque una dosis elevada puede extender el efecto.

La inmunogenicidad de estos polisacdridos de-
pende de 1a edad, Los infantes pueden responder al poli-
sacdrddo del grupo A ya a los 3 meses de edad, y pueden -
mostrar una elevacidn anamnésica de anticuerpos séricos -
cuando se les administra una segunda dosis de vacuna 3 a
4 meses mds tarde,

En contraste, la vacuna para el grupo C no in-
duce niveles de anticuerpos protectores cuando se adminis-
tra a nifios menores de 18 meses de edad, Una dosis de re-
‘fuerzo no produce respuesta anamnésica, y la vacuna para
el grupo C no protegid a nifios de 6 a 24 meses de edad du-
rante la epidemia en San Pablo, Brazil,
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En resumen, la vacuna para el grupo A ofrece
una proteccidn efectiva a todas las edades, y es factible
el control de epidemias por meningococos del grupo A, La
vacuna para el grupo C pude proteger a sujetos maybres de
2 afios de edad, y por ende permite un significativo con-
trol de epidemias, porque seria dtil en el 60-80% de los
casos esperados. Actvalmente 1as vacunas no se aconsejan
para su use de rutina en la infancia., De cualquier mane-
ra, el polisacdrido capsular del grupo B de meningococos
es probremente inmundgenico y no existen vacunas para es-
te grupo, ésta es la causamds comidn de meningitis meningo~
cocica en condiciones no epidémicas y tales son corriente-
mente dirigidas a desarrollar una §til vacuna de grupo B,
basada en protefnas de la membrana meningocdcica.

Las epidemias en poblaciones cerradas se contrg
Tan mejor mediante la administracién de antimicrobianos que
reduzcan a los portadores de meningococos; ya no son {itiles
las sulfonemidas, por la resistencia de muchas cepas, La -
penicilina y ampicilina no eliminan el estado de portador.
El medicamento de primera eleccidn es la rifampicina (600 -
mg dos veces al dfa durante 2 dfas para los nifios de 1 mes
a 12 afios de edad, 5 mg/kg 2 veces al dia durante 2 dias -
para los recién nacidos), pero permite el surgimiento de -
cepas resistentes.

Existe un riesgo elevado para los miembros ca-
seros, a los cuales se les puede administrar rifampicina o
minociclina durante 2-3 dfas. Las personas que tienen con-
tacto con enfermos en centros de atencidn médica diurna se
tratan en la misma forma, No deben tratarse los contactos
escolares ni de trabajo. S8lo se tratan los contactos hos,
pitalarios si hubiese ocurrido exposicifn intensa e intima,
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Ejemplo: E1 que se hubiese tenido que dar ranimacidn boca
boca.

A los portadores descubiertos accidentalmente
en quienes se desconoce si tuvieron contactos estrechos -
con un enfermo de meningitis por lo general no se adminis-
tra antimicrobianos en forma profilictica. Es importante
también para disminufr el nimero de portadores una buena
ventilacidén, y evitar aglomeraciones.



MATERIAL

Y 'METODO
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METODO:

Se analizan un total de 70 muestra de exhuda:
dos nasofaringeos de personas asintomdticas, sin tomar en
cuenta edad ni sexo, siempre y cuando no estuvieran toman-
do antibidticos.

Toma de Muestra:

Para tomar la muestra se instruye al paciente
para que respira profundo y Ta lengua se hace descender -
suavemente con un baja-lengua. Se utilizan 2 hisopos,

Los hisopos se deslizan entonces entre los pilares tonsi-
lares y por detrds de la dvula, cuidando de no tocar las
paredes laterales de la cavidad bucal ni la lengua. La
emisidn de un "aah" por parte del paciente sirve para ele-
var la Gvula y ayuda a reducir el reflejo de la nidusea.

E1 hisopo se debe pasar rapidamente de un lado a otro de
la faringe posterior a fin de obtener una muestra adecua-
da. Una vez recogida 1a muestra, si &sta no va a ser tra-
tada inmediatamente, el hisopo se debe colocar inmediata-
mente en un tubo estéril u otro recipiente apropiado para
su envio al laboratorio.

E1 método seguido consistid:

Con uno de los hisopos hacer 2 frotis, para co-
lerear los uno con azul de metileno, y otro con Gram, y se
observan al microscopio a 100X, buscando diplococos gramne-

gativos intra y/o extracelulares.

Antes de sembrar, dejar que el medio tome tempe



44
-ratura-ambiente . Con el otro hisopo sembrar con el asa
directamente sobre medios de cultivo, por aislamiento:

Agar chocolate
Agar sangre

Incubar las placas de 18-24 horas en una jarra
con vela pra proporcionar una atmdsfera de 5-10% de o, a
37°c,

Hacer frotis de las colonias con morfoiogfa ca-
racteristica de Neisseria para buscar los diplococos gram-
negativos, Los cultivos que fueron negatives volver a in-
cubarse,

Las colonias con morfolog{a caractetistica de
Ne1sser1a y que se observan al microscopio como diplococos
gramnegativos, resembrar en agar chocolate con atm de C02
y 37°C para obtener cultivos puros.

A las 13-24 horas de incubacidn observar los
cultivos, Hacer gram de Yas colonias y prueba de la oxida-
sa,

A Jas colonias oxidasas positivas practicar pru
ebas de fermentacién de carbohidratos {Glucosa, Maltosa y
Sacarosa), e incubar a 37eg por'la horas, dejdndolos duran-
te por 1o menos 72 horas antes de descartarios como negati-
vos. También sembrar en agar nutritivo, a 22°C, en el cual
un crecimiento positivo indica presencia de Neisseria no -
patdgenas, Estos cultivos en agar nutritivos se descartan:
hasta los 7 dfas.

Las Neisseria meningitidis se identifican por
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- sy capacidad de fermentar Glucosa y Maltosa, pero no la
Sacarosa, Ademds de no ¢recer en agar nutritive a 22°C,
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- PROCEDIMIENTO SEGUIDO PARA LA PRACTICA -

Hisopado de garganta o
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1

2 frotis {azul de meti,

nasofaringe
i
[ 1
+ cho-

Sembrar a, sangre y a. cho leno y Gran).
colate,
Incubar 18-24 horas 37°C
5% €0,

sin morfologfa colonial caracteris

tico de Meisseria.

Con morfologfa colonial caracte-
ristica de Neisseria,

[

1

Incubar 18-24 horas
37°C 5% €0,

Gram y resiembra a. choco-
late para aislamiento
18-20 horas,

|

Gram y Pba,
oxidasa

'oxidasa (<)

1

horas .

Fermentacidn de azdcares 18 -

[

Glucosa 2+)
Maltosa {(+)

Sacarosa(- )

]

|

Siembra en A, nutritivo
22°C dfas.

|

crecimiento
en agar nutri-
tivo ( =)

1

[7 Neisseria meningitidis J




- PRINCIPALES CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL GENERO NEISSERIA

. Trac, a. nut, vred red
Especie de Neisseria Gluc,  Malt,  Sac, Fruct, Lact a 22°C NO3  NO2

N, teningitidis + + - - - - - +
N. gonorrhoeae + - - - - - - .
N. catarrhalis - - - - - + _ -
M. sicca + + - - - + - +
K. subflava + + - - - + - +
f. flavescens - - - - - + . +
M. mucosa + + + + - + + +
N. lactamica - + - - + d - +
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MATERIAL

AGAR SANGRE:

El1 medio base para agar sangre se recomienda -
como una base a la que se le puede afiadir sangre para em
plearla en el aislamiento y cultivo de muchos organismos
patdgenos incordiosos., La reaccién de este medio condu-
ce a la conservacidn de los glébulos rojos.

Las colonias de bacterias suelen crecer de forma
exuberante en un agar sangre con infusidn de carne y los
tipos hemoliticos muestran claros y evidentes grados de
hemélisis. Norton ha recomendado el empleo de dicho me-
dio con una reaccién de un pH de 6.8, por ser evidente-.
mente mds ventajosos para el cultivo de los grupos de los
neumococos y estreptococos, Esta reaccidon ligeramente
‘icida parece permitir el desarrollo de zonas de hemdlisis
mids claras de las que se consiguen con una reaccifn alca-
nina., E) medio base para agar sangre es un medio que -~
contiene los extractos de corazdn fresco de buey con tri-
ptosa. Este medio que no lleva ningdn hidrato de carbén
adicional, se recomienda de modo especial para empleario
en la preparacidn de agar sangre para el estudio de las
caracterfsticas hemolfticas de las colonias, También se
recomienda para el atslamiento de organismos directamen-
te de'1a sangre,

AGAR CHOCOLATE:

€1 agar chocolate, que contiene los factores X y
V, se puede preparar en el laboratorio calentando agar -
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- sangre fundido a una temperatura (unos 80) justo lo -
suficientemente elevada como para lisar los glébulos ro-
jos a fin de que se 1ibere la hematina (factor X}. Dado
Que el factor V es termoldbil, se debe tener cuidado de
no sobrecalentar el medio durante su preparacidn., Se -
pueden utilizar métodos enzimiticos en lugar de calor
para lisar los gldbulos rojos, anadiendo cantidades es-
pecificas de extracto de levadura {factor V) o determi-
nadas mezclas de vitaminas, cofactores y otros suplemen
tos para producir un medio de desarrollo mis convenien-
te. E1 medio preferido para el desarrollo de N. menin-
gitidis es agar chocolato o agar de Mueller Hinton.

AGAR NUTRITIVO:

Las infusiones de carne junto con peptona, fueron
las primeras en emplearse de un modo general en los me-
dios de cultivo como elementos nutritivos. Hés tarde,
se encontrd que ara muchos de los procedimientos de ru
tina, el extracto de carne daba unos resultados igual de
‘buenos y ademds tenfa la indudable ventaja de poderse -
preparar con facilidad, tener una mayor uniformidad y ser
mis econdmico. Un medio de cultivo sencillo compuesto de
de extracto de éarne, peptona y agar, ha sido uno de los

"medios mds empleados en procedimientos bacterioldgicos.,

Se emplea para los andlisis bacterioldgicas de -
aguas potables, de uso industrial y resifuales, leches y
otros alimentos; para el transpbrte de cultivos madre; =
para el aislamiento de organismos de cultivos puros, =
También para 1a multiplicacidn de microorganismos para -
producir vacunas y antigenos en geﬁeral; en las prucbas
de sensibilidad y resistencia, y como base para prepa-
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-rar medios de cultivo mis ricos adicionados de 1{quido
de ascitis. Lo mismo que en pruebas bioquimicas, por -
ejemplo, indoldescarboxilasa y lisinadescaéboxi1asa,
También se recomienda como un medio de cultivo general
para e) cultivo de 1a mayor parte de microorganismoq ne
nos complicados.

AGAR TRIPTEINA CISINA (ATC):

E} agar trintefna cistina {ATC} promueve e) desa-
rrollo de muchos organismos exigentes, incluyendo espe-
cies de Neisseria. Dado que el medio no contiene carne
o extractos vegetales y estd analizado bacterioldgicamen
te por ios fabricantes para comprobar Ta ausencia de hi-
dratos de carbono fermentables, el ATC se adapta parti-
cularmente bien a los estudios de utilizacién de hidra-
tos de carbono, ’

Principio: el ATC se debe autoclavar antes de afia
dir los hidratos de carbono, ya que algunos son degrada-
dos por accifn del calor, Oiversos hidratos de carbono
pueden afiadirse al ATC base, a una concetracidon final -
del 1%, empleando soluciones de reserva que han sido es-
terilizados por pasaje a través de un filtro Millipore,
E1 indicador rojofenol incluido en el medio vira'al co=
lor amarillo a un pH de 6.8 o menor.

Interpetacién: La aparicidn de una banda amarilla
en la parte superior del medio, indica produccidn de dci-
do, se interpreta como prueba positiva de utilizacidn de
hidratos de carbono, Si bien las reacciones pueden ocCu-
rrir tan pronto como 24 horas después de 1a tinoculacidn,
algunas son tardfas y los resultados negativos no deben
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- ser {nterpretados antes de las 72 horas de inccula-
cidn,

PRUEBA DE LA OXIDASA:

Principio: Para determipar la presencia de la en-
zima oxidasa.

Objetivo: La prueba de 1a oxidasa fué original-
mente utilizada para {dentificar todas las especies de
Neisserias, pero despufs se usé par: separar las Pscudg
monadaceae de Jos miembros oxidasa negativos de Entero-
bactertaceae,

La mayorfa de las bacterias grampositiva son oxi-
dasa negativas.

Muchos de los bacilos gramnegatfvos, aparte de -
las Enterobacteriaceae, son variables en Ja actjvidad
de ta oxidasa,

Puede ayudar en la diferentiacidn entre géneros:

1.~ Moraxella (+) y Neisseria (+) de Acinatobacter (-}

2,- Reromonas (+}, Vibrio (usbalmente +} y Plesiomonas
Shigelloides {formaimente género Aeromonas) {(+) de
Enterobacteriaceae {-) e
Puede ayudar en Ja difenciaci 6n de especies:

1,- Brucella neotomae (-} y Brusella ovis (-} de atra
Brucella sp (+) .

Z,+ Pseudomonas maltophilia (ul'de otres especies de psg
‘udompnas (u-ustualmente +).
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puede ayudar en la ijdentificacidn de:

1.~ Aeromonas (+) 5,- Branhamella (+)
2,- Neisseria (+) (Neisseria Catarrha
1is)

3,- Pseudomonas (usualmente +) 6.- Moraxella (+)

4.- Alcaligenas (+) 7.- Enterobacteriaceae
(-)

8.- Yersinia (-)

Btoquimica involucrada:

La prueba de la oxidasa estd basada en la produc-
cién bacteriana de una enzima oxidasa interacelular, Es
ta reaccidn de la oxidasa es debida a la presencia de un
, sistema citocromo oxidasa, que activa la oxidacidn del =
citocromo reducido por el oxigeno molecular, quien actda
como ageptor de electrdn en.la ctapa terminal del siste-
ma de transferencia de electrones. Todas las bacterias
anaerdbicas obtienen su energfa por.la respiracién, un
proceso que es responsable de la oxidacidon de varios sus
tratos a oxigeno molecular,

El oxigeno es el aceptor final de hidrdgenoc, pro-
duciéndose agua o perdéxido de hidrdgeno, dependiendo de
las especies bacterianas y de el sistema enzimdtico.

Las oxidasas catalizan la remocién de hidrégeno de un -
sustrato, pero use solo oxigeno como aceptor de hidrdgeno

reducido ~ Az 12 0,

oxidasa
oxidado A H20
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E1 citocromo es usualmente presente solo en orga-
nismos aerobios, lo cual los hace capaces de utilizar -°
oxfgeno como aceptor final de hidrdgeno, el @1timo esla-
bén en la cadena de respiracién aerdbica,

Todos las Pseudomonas y Neisserias sp producen -
‘una enzima oxidasa que en presencia de oxfgeno atmosféri
co, citocromo C y una reactive oxidasa, oxidan ¢l reac-
tivo para fermar un compuesto coloreado, indofenol,
Electrones del citocromo C son tomados por citocromo -
oxidasa oxidada; citocromo oxidasa pasa electrones al
oxfgeno molecular, Oxfgeno libre es necesario para re-
generacidn indirecta de citocromo C oxidado,

La prueba realmente determina la presencia de ci-
tocromo C y es positiva si la bacteria contiene citocro-
mo C como una enzima respiratoria:

2 citocromo C reducido + 2 H T & 12 0y cirocromo

oxidasa

2 citocromo C oxidado + HZO

Sustratos artificiales pueden sustituir al acep-
tor natural de electrones. Los reactivos de la prueba
de oxidasa son aceptores de electrones artificiales; p-
fenilendiamina e indofenol son aceptores y donadores de
electrones. Estos sustratos artificiales son incoloros
o coloreados, dependiendo de el estudo en que se encuen~
" trany 1a reaccidn final de oxidasa muestra un producto
coloreado.
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Quimica de los reactivos;

E1 colorante p~-fenilen diamina son aminas aromé-
ticas primarias diamino derivados de benceno,

La citocromo oxidasa, en presencia del ox{geno -
atmosférico, oxida el reactivo fenilendiamina para for-
mar un compuesto colorado, el indofenol,

2 principales tipos de pruebas para oxidasa usan
do reactivos pero el mecanismo y resultados son compara-

bles:
cH H cH3
he .?Q/ 'y ,F\N{
N ' ‘ :
ic? Tt citocromo C N4 a
’ oxidasa 0, ° 7N
2 cma ng
tetrametil-p-fenilendiamina
".'}c\,\]/cuj

oA..neftol oxidasa 0, 7 \ :
" 2 ¢
0

dimetil-p-fenilendiamina

Indofenol
{insoluble en agua)

2ul

2H,0
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Interpetacidn:

a) Colonias oxidasa-positivas: la colonia se hace rosa,
después marrén (rojo obscuro), y finalmente negro -
(pirpura negro}. ’

1 colonias rosas:

a) bacteria viable
b) efectuado de subcultivos

2 Colonias negras

a) en 10 a 15 seg.
b) bacterias no viables.

Cuando se emplea una mezcla de reactivos de dime-
til p-fenilendieminae-neftol, una prueba de oxidasa (-} -
es denotada con un color azul dentro de 1 a 2 minutos.

b) Colonias oxidasa-negativas:

1 No hay cambios en el color de las colonfas, o un -
ligero rosa debido al reactivo.

2 Puede ocurrir una decoloracidn del medio .

Empleando reactivo Kovacs', una prueba de oxidasa
(~) es denotada con un color pirpura-negro que desarro-
11a en un lapso de 10 éégundos; una reaccidn {-) en 10 a
60 segundos es considerada un resultado retardado., Steel.
afirma que el desarrollo de un color después de 60 segun
dos denota una prueba de oxidasa negativos.
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COLORACION GRAM:

E1 crista) violeta actia como colorante primario,
que se une a la pared celular bacteriana luego de un tra
tamiento con una solucidén débil de jodo {mordiente), Al-
gunas especies bacterianas, debide a la naturaleza quf-
mica de sus paredes celulares, poseen la capacidad de -
retener el cristal violeta, aln luego del tratamiento
con un decolorante organico, tal como una mezcla de ace
tona y alecohol, Tales bacterias se denominan Gram posi-
tivas: '

Lehsdy N //Q—N@wi
C <
T N iy

Cristal Violeta
{hexametilpararrosanilina)

Las bacterias Gram negativas, presumiblemente de-
bido a un mayor contenido lipfdico en su pared celular,
pierden la coloracidn primaria del cristal violeta cuan-
do son tratados con el decolorante. Las bacterias Gram
negativas que han perdido el c¢ristal violeta, aparecen -
rosas o rosadas vistas al microscopio, habiendo fijado -
la safranina como contracolor a sus paredes celulares:

- N =l
Qe
1

3

Dimetil fenosafranina
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Las caracteristicas de la coloracidn de Gram, -
pueden ser atipicas en cultivos muy jdvenes, viejos, -
muertos o en degeneracidn,
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REPRESENTACION GRAFICA DEL PORCENTAJE
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E] objetivo de esta Tesis estd “encaminado a ver 1a inci-
dencia de portadores de Neisseria meningitidis en {ndivi-
duos asintomdticos realizada en la ciudad de Guadalajara,

dal.,

Se analizaron un total de 70 muestras, de Tas cuales
39 fueron de personas de sexo femenino y 31 de sexo mascy
1ing. La edad comprendida entre ellas fué desde 3 aftos

a 54 apos.

La fncidencia de las diferentes especies de Heissaria

fueron:
N, catarrhalis * 36,4 %
N, sicca 31.8
N. meningitidis 13.6
Niesseria sp 13.6
N, lactimica 4.6
100.0 %

En ningln paciente se les encontrd asaciacion entre

2 o més especies de bacterias del género Neisseria.

E1 31% de los pacientes tenfan colonfzada 1a nasofarin

ge por especies de Nefsseria.
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De este 31%, un 4% representan a especies de N. manin
gitidis y el 27% restante era de especies no patdgenas de
Neisserias, que se encuentran formando parte de la flora

normal de esa zona.

De las tomas a las que se realizé el estudic, el re-

sultado fué el siguiente:

a) en 4% se aisld e identificé a Neisseria meningiti-
dis, por lo tanto , un 4% de la poblacién se consi
deran portadores asintomiticos del meningococo en

Guadalajara, Jal.

b) el 100% de esos porta&ores fueron de sexo femenino,

y comprendieron una edad entre 19 y 24 afios.

c) Del total de mujeres que se les realizé el estu-
dio, un 8% fueron portadores asintomdticas del me-

ningococo.
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Afortunadamente, de acuerdo a los resultados obtent-
dos, se observa un {ndice de portadores asintomidticos de
Neisseria meningitidis relativamente bajo en la poblacidn
aunque puede variar con la estacidn y la naturaleza de -

la poblacidon estudiada.

Se reconoce que el detectar el fndice de estos porta
dores, es importante para disminufr o erradicar totalmen=
te a &stos, por medio de una profilaxis adecuada, ya que
contribuyen a la diseminacidn de la bacteria, pudiendo
ilegar hasta individuos susceptibles, evitando asf, muer
tes por meningitis que afectan principalmente a pequefios

menores de 1 afio de edad.

Segfin la estadistica del estudio, las pacientes de -
sexo femenino entre 19 y 24 afios, tuvieron un dominio to-
tal como portadores de ta bacteria, siendo ellas un foco
de diseminacién para los demds miembros de la familia, -
por 1o que, aunque la Penicilina no erradica el estado
de portador, pueden tratarse con Rifampicina que a menudo
puede erradicar el estado de portador y ademds servir cg
mo una profilaxis para contactos caseros, y otro contac-

tos.estrechos,
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La incidencia de meningitis va decreciendo conforme
pasan los afies, llegando en la actualidad en ocasiones -«
hasta un 1,7/100,000 (en e) ciclo 1977-1980), esto nos di
una {dea de que los trataﬁientos han sido favorables y -

efectivos,
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