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Se determiné la prevalencia de N. meningitidis y N. lactamica, asi como su relacion con las variables edad y sexo en
individuos de tres grupos de riesgo diferentes (circulo infantil, escuela primaria y escuela universitaria), a los que se les
realizd exudado de la nasofaringe posterior. Se identificaron los marcadores epidemioldgicos de las cepas de
N. meningitidis aisladas y se analiz6 la presencia de otros microorganismos de la familia Neisseriaceae. La
identificacion de las cepas obtenidas se realizd por el sistema APINH (bioMérieux), el seroagrupamiento de
N. meningitidis se determind por aglutinacion en lamina portaobjetos con antisueros especificos y los sero/subtipos e
inmunotipos se identificaron por un ensayo inmunoenzimatico de células enteras con anticuerpos monoclonales. El
10,9% de los sujetos investigados fue portador de N. meningitidis, cifra que aumentd con la edad. La prevalencia de
portadores tuvo el siguiente comportamiento: Grupo 1: nifios de 0-6 afos (4,3%); Grupo 2: nifios de 5-12 afios (6,9%)
y Grupo 3: adultos jévenes de 17-22 afios (25,1%). No hubo diferencias significativas respecto al sexo (p > 0,05). En el
Grupo 1 predominé el fenotipo NA:NT:P1.6:1.3,7,9 (71,5%), mientras que, en los Grupos 2 y 3, prevalecié la
asociacion NA:NT:P1.NST:L3,7,9 (36,4 y 25%, respectivamente). El predominio de cepas no epidemiogénicas avalan
el impacto de la inmunizacién en Cuba con VA-MENGOC-BC®. El aislamiento de cepas de N. lactamica disminuy6 a

medida que aument6 la edad: Grupo 1 (47,5%), Grupo 2 (29,8%) y Grupo 3 (3%).
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Introduccion

Neisseria meningitidis, patégeno exclusivo del hombre,
continla siendo uno de los agentes etiologicos mas
frecuentes de sepsis y meningitis en los nifios de diversas
partes del mundo. Se calcula que la enfermedad
meningococica (EM) ocasiona alrededor de 500 000
enfermos con 50 000 fallecidos al afio (1). Entre las personas
mas afectadas se encuentran los nifios y adultos jovenes,
grupo donde la EM ocasiona una morbimortalidad elevada
(2, 3).

Su habitat natural es la nasofaringe humana, donde
permanece sin producir sintomas ni signos clinicos evidentes
de enfermedad, dando Iugar al estado de portador
asintomatico, condicion que constituye una fuente potencial
de infeccion y puede estar presente entre el 5-40% de los
individuos sanos (4). El estado de portador de N.
meningitidis es poco frecuente en los primeros afios de vida,
aumenta progresivamente en las dos primeras décadas y
alcanza su pico maximo a finales de la adolescencia y
principios de la adultez, para luego declinar lentamente
4,5,0).

Aunque el porcentaje de portadores de N. meningitidis en la
comunidad no se asocia con la emergencia de brotes o
epidemias, el conocimiento de los marcadores

epidemiologicos de las cepas circulantes en las poblaciones
de riesgo, permite mantener la alerta ante la posible
emergencia de fenotipos virulentos, que si pudieran
correlacionarse con un aumento de la prevalencia de la EM

).

Por otra parte, los portadores de N. lactamica son mas
frecuentes en los primeros afios de vida (0 a 4 afios de edad)
y su presencia en la nasofaringe humana se asocia con el
desarrollo de una inmunidad protectora contra la EM (8). Se
plantea que existe reactividad cruzada entre las dos especies
y que la colonizacién por N. lactamica se asocia con la
formacion de anticuerpos bactericidas  protectores.
Actualmente se investiga este potencial para el desarrollo y
obtencion de vacunas (9). Opuesto al comportamiento de la
colonizacion por N. meningitidis, N. lactamica disminuye al
aumentar la edad (10).

En este estudio se compar6 la prevalencia de portadores de
N. meningitidis y N. lactamica en tres grupos de riesgo de
Ciudad de La Habana con edades diferentes. Ademads, se
relacionaron los resultados obtenidos con las variables edad
y sexo, asi como se identificaron los marcadores
epidemiologicos de las cepas de N. meningitidis y se analizd
también la presencia de otros microorganismos
pertenecientes a la familia Neisseriaceae.
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Meétodos

1. Descripcion de la poblacion investigada

Poblacion total: 641 sujetos de la provincia de Ciudad de
La Habana, Cuba, integrada por tres grupos:

Grupo 1: 160 nifios (0-6 afios de edad), que asistian a
un circulo infantil.

Grupo 2: 318 nifios (5-12 afos de edad), pertenecientes
a una escuela primaria.

Grupo 3: 163 estudiantes adultos (17-22 afios de edad)
de una escuela universitaria.

2. Toma de muestra: A todos los individuos que
participaron en el estudio se les realiz6 un exudado de la
nasofaringe posterior mediante un hisopo de algodoén estéril,
con la ayuda de un depresor lingual para visualizar la
orofaringe. La muestra se tomé durante las mafianas en los
meses de mayo-junio del afio 1998 (en el Grupo 3), en el
2001 (Grupo 1) y en el 2002 (Grupo 2). Luego se sembrd
directamente en un medio de cultivo selectivo para Neisseria
(Agar Miieller Hilton).

3. Aislamiento de los microorganismos de interés: Se
realizo la inoculacion directa del hisopado en el medio de
Miieller Hilton. Las placas Petri, ya inoculadas, se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Finlay en un lapso de tiempo menor a una hora.
Posteriormente, a partir del inoculo inicial se realizd una
resiembra por agotamiento en un medio de cultivo
enriquecido y se incubaron a 37 °C durante 24-48 h, en
atmosfera himeda con 5% de CO,. Las cepas aisladas se
conservaron a -70 °C en leche descremada al 10%, hasta su
posterior clasificacion.

4. Identificacion de las cepas aisladas: Una vez
comprobadas las caracteristicas morfologicas y tintoriales
mediante la tincion de Gram, se procedié a confirmar y
caracterizar a todos los microorganismos que resultaron
diplococos arrifionados gramnegativos (11).

La identificacion de las cepas: N. meningitidis, N. lactamica,
N. polysaccharea y M. catarrhalis se realizd mediante el
sistema API NH (bioMérieux).

5.-Clasificacion de los marcadores epidemioldgicos de las
cepas de N. meningitidis aisladas

Serogrupo: Se determindé mediante la técnica de
aglutinacion en l4dminas portaobjeto con antisueros
especificos de los serogrupos A, B, C, Y y WI135 (11)
(donados por Saint Mary’s Hospital, Imperial Collage, UK).

Serotipo, subtipo e inmunotipo: Se utiliz6 el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de células enteras con
anticuerpos monoclonales especificos, segun la metodologia
propuesta (12); se empledé para ello un panel comercial
(RIVM, Holanda y NIBSC, UK) compuesto por seis

anticuerpos monoclonales de serotipos, trece de subtipos y
tres de inmunotipos.

6. Analisis y procesamiento estadistico de los resultados:

- Sistema de procesamiento estadistico “R” licencia
GNU (dominio publico) (13).

- Test exacto de Fisher para detectar asociacion entre
las variables prevalencia del estado de portadores,
edad y sexo.

- Intervalo de confianza para proporciones segln el
método aproximado de Wilson.

- Se tomd como nivel estadisticamente significativo
o=0,05.

Resultados y Discusion

Prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica

En los niflos que asisten a circulos infantiles convergen
factores que favorecen la colonizacién de la nasofaringe por
bacterias potencialmente patdgenas, entre ellos: mantener un
contacto estrecho durante varias horas del dia, presentar con
frecuencia infecciones respiratorias altas, uso indiscriminado
de antimicrobianos, antecedente de padecer procesos
alérgicos, entre otros. Sin embargo, la prevalencia de
portadores de N. meningitidis es baja y asi lo sefialan otros
autores (8, 9). El elevado porcentaje de portadores de N.
lactamica (47,5%) que se detecto en este estudio pudo influir
en este resultado. Se conoce que existe reactividad cruzada
entre ambas especies y se sugiere que N. lactamica ejerce
un efecto protector debido a su capacidad para estimular la
formacion de anticuerpos bactericidas contra N. meningitidis
(9, 10).

En los nifios menores de cinco afios es donde se sefiala la
menor prevalencia de portadores de N. meningitidis, sin
embargo este grupo presenta la mayor incidencia de EM
(4, 5). En Cuba, la poblacion infantil estd protegida contra
esta enfermedad, ya que desde 1991 la vacuna
antimeningocdécica contra N. meningitidis de los serogrupos
B y C (VA-MENGOC-BC®), se incorpora al Programa
Nacional de Inmunizacion, aplicandose la 1ra dosis a todos
los nifios a los tres meses de nacidos y la 2da dosis a los
cinco meses (14). Su aplicacion sistematica y mantenida
pudiera también contribuir al bajo porcentaje de portadores
de N. meningitidis detectado en este grupo.

Al analizar los nifios de la escuela primaria, se detectdé un
porcentaje de portadores de N. meningitidis ligeramente
superior (6,9%) al del primer grupo. En Cuba se realizé una
Encuesta Nacional de Portadores para determinar Ia
prevalencia de N. meningitidis, cinco afos después de aplicar
la vacuna antimeningocécica A-C, estudio que abarcé el
20% de los alumnos de primaria y secundaria basica (ambas
con régimen de internado) de cada una de las provincias del
pais, excepto Ciudad de La Habana, que incluy6 una muestra
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representativa de su poblacion. Las tasas de portadores
oscilaron desde 3,3% en la provincia de Granma, cifra
inferior a la de escolares del Grupo 2, hasta el 23,3% en
Cienfuegos, con un promedio de 12,1% (14). Sin embargo,
en paises como Grecia y Espafa sefialan valores similares a
los detectados en nuestro estudio (15, 16). El aislamiento de
N. lactamica se correspondié con un 30% de prevalencia en
este grupo, continuaron los valores elevados en comparacion
con el tercer grupo (17-22 afios), pero se observa una
disminucién con relacion al primero.

Al analizar el porcentaje de portadores de N. meningitidis
entre los estudiantes universitarios (Grupo 3), se observo una
prevalencia del 25,1%, este valor se encuentra dentro del
rango descrito por Blackwell y colaboradores (24-37%) en
grupos con edades similares (17). Las caracteristicas de esta
poblacién contribuyen al elevado nimero de portadores de
N. meningitidis. Generalmente, es en los adolescentes y
adultos jovenes donde se describen los mayores porcentajes
de portadores, por ser estudiantes militares, estdn sometidos
a diferentes actividades como: movilizaciones, acampadas,
convivencia en régimen de internado; todas estas
caracteristicas propician una mayor interaccion social que
favorece la transmisién de microorganismos potencialmente
patdégenos, en particular N. meningitidis (18). En
adolescentes, el consumo de bebidas alcohdlicas y el habito
de fumar son factores predisponentes para la colonizacion
por este microorganismo (19). Sin embargo, al comparar los
resultados obtenidos con N. lactamica, el porcentaje de
portadores fue mas bajo (3%). En este trabajo se puso de
manifiesto el comportamiento habitual de N. lactamica, tasas
de colonizacion nasofaringea elevadas en los niflos pequefios
y su disminucion paulatina al aumentar la edad.

El comportamiento descrito anteriormente para la
prevalencia de portadores de N. meningitidis y N. lactamica
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Figura 2. Relacion entre la prevalencia de portadores de
N. meningitidis y el sexo, segun la edad.

en los tres grupos de riesgo analizados se observa en la
Figura 1.
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Figura 1. Prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica en los tres grupos de riesgo, seglin la edad.

Relacion de la prevalencia de portadores de ambos
microorganismos y el sexo

En las Figuras 2 y 3 se muestra la relacion existente entre el
sexo y la prevalencia de portadores de N. meningitidis y
N. lactamica, respectivamente. En ninguno de los dos
microorganismos esta relacion fue significativa (p < 0,05),
sin embargo, el riesgo relativo mostr6 una tendencia al
predominio de portadores de N. meningitidis en el sexo
masculino, situacion que pudo estar favorecida por un mayor
nimero de portadores de N. meningitidis en el Grupo 3,
poblacion que se correspondié con una escuela militar y
donde existi6 un mayor numero de varones. Otros autores
seflalan también la prevalencia de portadores asintomaticos
en este género (20, 21).
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Figura 3. Relacion entre la prevalencia de portadores de
N. lactamica y el sexo, segun la edad.
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Marcadores epidemiologicos de los aislamientos de
N. meningitidis

La Tabla 1 muestra los marcadores epidemiologicos de
serogrupos, sero/subtipos e inmunotipos identificados en las
cepas de N. meningitidis aisladas por grupo. Se observa que
a medida que la edad aumenta, la variedad en estos

marcadores fue mayor. En la Figura 4 se presentan las
diferentes asociaciones fenotipicas detectadas en las cepas
de N. meningitidis a partir de la combinacién de estos
marcadores: serogrupo: serotipo: subtipo: inmunotipo,
Coincidiendo con Taha y colaboradores, se obtuvo una gran
heterogeneidad en el fenotipo de estas cepas (22).

Tabla 1. Marcadores epidemiologicos identificados en las cepas de N. meningitidis aisladas por grupo de edad.

Grupos Serogrupo % Serotipo % Subtipo % Inmunotipo %
(afios)
Grupo 1 NA 100 NT 100 P1.6 71,4 L3.7.9 100
(0-6)
NA 90,9 NT 63,6 P1.NST 50 L3.7.9 95,4
Y 9,1 15 18,2 P1.6 18,2 NIT 4,6
4 9,1 P1.7 9,1
Grupo 2 14 9,1 P12 45
(5-12)
P1.10 4,5
P1.12 4,5
P1.13 4,5
P1.19 45
NA 80,5 NT 80,5 P1.NST 39 L3.7.9 92,7
B 17,1 4 73 P1.13 19,5 NIT 73
Grupo 3 w135 2,4 15 73 P1,15 12.2
17-22) 14 49 P16 7,3
P1.12 7,3
P1.4 49
P1.7 49
P1.14 2,4
P1.5 2,4
Las asociaciones fenotipicas que
O17a22 HW5al2 Ooaé6

NA:NT:P1.NST:L:3,7,9
B:4:P1.15:L:3,7,9

NA:15 P1.6:L:3,7.9
B:NT:P1.13:L:3.7.9
B:NT:P1.4:L:3,7,9
NA:14:P1.7:L:3,7,9
WI135:NT:P1.NST:L:3,7,9
NA:NT:P1.4:L:3,7.9
NA:NT:P1.NST:NIT

NA: No agrupable
NT: No tipable
NST: No subtipable

NIT: No inmunotipable

NA:4:P1.13:L3,7,9
NA:14:P1.7,10:L3,7,9

NA:NT:P1.6:L3,7,9
Y:NT:PINST:L3,7,9
NA:NT:NST:NIT

L ) N N B
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Figura 4. Asociaciones fenotipicas de las cepas de N. meningitidis aisladas por

grupo.

predominaron por grupo de edad
fueron:

En el Grupo 1:
NA:NT:P1.6:L3,7,9 (71,5%).
En los Grupos 2 y 3:

NA:NT:P1.NST:L3,7,9
25%, respectivamente).
No se identifico al serogrupo C y la
asociacion B:4:P1.19,15:1L3,7,9 solo
se observo en el Grupo 3.

(364 'y

La prevalencia de fenotipos no
epidemiogénicos y la ausencia del
serogrupo C son aspectos a favor
del impacto ejercido por la
inmunizacion sistematica con VA-
MENGOC-BC® en Cuba.
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Presencia de otras especies de la familia Neisseriaceae
por grupo de edad

M. catarrhalis 'y N. polysaccharea se describen como
comensales inocuos del tracto respiratorio superior del
hombre. M. catarrhalis se detecta como miembro de la flora
normal en el 40-50% de los escolares sanos y constituye el
tercer agente etiologico de otitis media en los nifios
pequefios. Sin embargo, entre los adultos puede provocar
complicaciones broncopulmonares, aunque se asocia
también con otras manifestaciones clinicas (1).

Hasta la fecha, las cepas de N. polysaccharea detectadas en
la nasofaringe no estan asociadas con ninguna entidad
clinica (23). Al igual que N. meningitidis, otras especies del
género Neisseria como: N. lactamica, N. polysaccharea 'y N.
gonorrhoeae crecen en medios de cultivo con inhibidores,
vancomicina, nistatina y colistina, antimicrobianos que se
afiaden al medio con el objetivo de inhibir el crecimiento de
la flora bacteriana presente en algunos sitios anatomicos y es
por eso que se requiere de una correcta diferenciacion entre
esas especies (1).

Los porcentajes de los aislamientos de N. polysaccharea y
M. catarrhalis en los tres grupos investigados fueron bajos.
Esto pudiera estar dado por la presencia de N. lactamica y N.
meningitidis de forma alternada en los individuos analizados
(Figura 5). Estos resultados coinciden con los reportes de
otros autores (1). Debemos sefialar que en ninglin caso
coincidieron los microorganismos aislados: N. meningitidis,
N. lactamica, N. polysaccharea y M. catarrhalis en un
mismo individuo.

7 ON. polysaccharea BM.catarrhalis

M m ]
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17aa22

Grupos de edades (afios)

Figura 5: Presencia de M. catarrhalis y N. polysaccharea por
grupos de edad.
Conclusiones

o La prevalencia de portadores de N. meningitidis fue baja
en el Grupo 1, aumentd ligeramente en el Grupo 2 y

alcanz6 su maxima expresion en el Grupo 3,
comportamiento opuesto al de N. lactamica.

o No se obtuvieron diferencias significativas entre la
prevalencia de portadores de N. menigitidis y
N. lactamica con relacién al sexo. Sin embargo se
observo6 una tendencia al predominio del sexo masculino
entre los portadores de N. meningitidis.

o La variabilidad fenotipica aumento progresivamente con
la edad. En el Grupo 1 predomind el fenotipo
NA:NT:P1.6:1L3,7,9, mientras que en los Grupos 2 y 3 el
NA:NT:P1.NST:L3,7.9.

o El fenotipo B:4:P1.19,15:L3.7.9, causante de la
epidemia ocurrida en Cuba en la década del 80, solo se
aislo en el tercer grupo.

o Los aislamientos de N. polysaccharea y M. catarrhalis,
mostraron porcentajes inferiores con relacion a otras
Neisserias.
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Carriers of Neisseria meningitidis and Neisseria lactamica in three different age groups

Abstract

Prevalence of N. meningitidis and N. lactamica, as well as their relationship to age and sex variables in individuals of three
different risk groups (day care centers, primary school and universities) was determined by performing an exudate of upper
naso-pharynx. Epidemiological markers of the isolated N. meningitidis strains were identified and the presence of other
microorganisms of Neisseriaceae family was identified. Identification of the strains obtained was carried out by API NH
(bioMérieux) system; sero-grouping of N. meningitidis was determined by agglutination in slides with specific antisera and
sero/subtypes and immunotypes were identified by an immuno-enzymatic assay of whole cells with monoclonal antibodies.
The 10.9% of investigated subjects was carrier of N. meningitidis, which increased with age. Prevalence of carriers had the
following behavior: Group 1: children from 0-6 years old (4.3%); Group 2: children from 5-12 years old (6.9%) and Group
3: young adults from 17-22 years old (25.1%). No significant differences were observed with respect ot sex (p > 0.05). In
Group 1, phenotype NA:NT:P1.6:L3.7.9 (71.5%) predominated while in Groups 2 and 3, the association
NA:NT:P1.NST:L3.7.9 (36.4 and 25%, respectively) prevailed. Predominance of non-epidemiogenic strains support the
impact of immunization in Cuba with VA-MENGOC-BC®. Isolation of strains of N. lactamica decreased with the increase
of age: Group 1 (47.5%), Group 2 (29.8%) and Group 3 (3%).
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