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Resumen

En la década del 90, Neisseria meningitidis serogrupo
C tuvo una actividad creciente en el pais. A brotes
epidémicos (Rivera 1993, Paysandu 1994) les siguié un
aumento progresivo de casos, hasta llegar a una tasa
de 6/100.000 habitantes, lo que motivd en 1996 la
aplicacién masiva de una vacuna polisacaridica A-C. El
éxito de esa vacunacion se reflejo en una disminucion
sustancial de los casos de meningitis causados por ese
serogrupo. En 1990 también se habia registrado un
brote por meningococo C en el estado de San Pablo,
Brasil, mientras que en 1995 en Argentina se
observaba una sustitucion del serogrupo B por el C.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad
genética y describir la epidemiologia molecular de
una coleccién de 123 aislamientos de N. meningitidis
serogrupo C (1993-2006), que incluia cepas de los
brotes mencionados y de casos esporddicos. Ademds se
analizaron dos cepas aisladas en Argentina (1995) vy
una cepa prototipo del brote de Brasil (1990). Se les
estudio la susceptibilidad a la penicilina, se les
tipifico por Dot Blot y se les caracterizé
genéticamente por Box-PCR y PFGE.

Las cepas pertenecientes al brote de Rivera 2b:P1.6
susceptibles a penicilina, tuvieron el mismo perfil
electroforético, que el del brote de San Pablo, que no
persistio en el tiempo. Otro perfil compartido por las
cepas de Paysandu, de casos esporddicos y de
Argentina, mayoritariamente 2b: P1.5 y con
susceptibilidad disminuida a penicilina, se continud
aislando en los afos sucesivos aunque en menor

frecuencia.

Introduccion

Neisseria meningitidis (Nm) es agente causal de meningitis
aguda supurada y con menor frecuencia de formas
hemorragicas, o “purpura fulminans”, que afecta
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Summary

In the early 1990s, Neisseria meningitidis serogroup C
had an increasing prevalence in Uruguay. Two
outbreaks occurred in Rivera (1993) and in Paysandu
(1994), which were followed by a raise in the total
number of cases all over the country, reaching an
incidence of 6/ 100,000 inhabitants. This motivated in
1996 a mass immunization with A-C polysaccharidic
vaccine.

The vaccine success was reflected in a substantial
decrease in the incidence rate of meningitis caused by
serogroup C. In 1990 an outbreak was also reported in
the state San Pablo, Brazil. Meanwhile during 1995 in
Argentina, a substitution of serogroup B by the
serogroup C was observed.

The objective of the present study was to evaluate
the genetic diversity and describe the molecular
epidemiology of a collection of 123 N. meningitidis
serogroup C isolates (1993-2006), including the ones
in the outbreaks mentioned and others from sporadic
cases. Two strains isolated in Argentina in 1995, and
one prototype strain of the Brazilian outbreak were
also studied. Analysis on susceptibility to penicillin,
serotyping and serosubtyping by Dot Blot, and
molecular characterization by Box-PCR and PFGE was
undertaken.

The strains isolated during the Rivera outbreak, were
2b:P1.6, all of them penicillin susceptible. They
shared the same electrophoretic profile with the San
Pablo outbreak strain, which was mainly not found
beyond the next year. Another profile was observed
in the isolates from the Paysandl outbreak, the
sporadic cases and the isolates from Argentina. These
isolates were mostly 2b:P1.5 and showed reduced
susceptibility to penicillin. This profile persisted in
the following years, although with decreased
frequency.
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principalmente a los nifios menores de dos afos . Aunque se
registran casos de meningitis en todo el mundo, ocurren
importantes variaciones geograficas y temporales. La
enfermedad meningocoécica puede manifestarse de diferentes
formas epidemiolodgicas: endemia, hiperendemia, brote
localizado y epidemia @. Las epidemias son causadas por los



serogrupos capsulares A y C, en tanto que, generalmente, el
serogrupo B mantiene una endemia o hiperendemia, con
casos esporadicos o brotes epidémicos en areas limitadas, a
veces con un crecimiento progresivo de su frecuencia en
varios afios ©.

En Uruguay, todos los casos de meningitis aguda supurada
deben de ser obligatoriamente denunciados al Ministerio de
Salud Publica dentro de las 24 horas de efectuado el
diagnéstico del caso indice, a los efectos de tomar medidas
profilacticas para evitar los casos secundarios.

Desde la década del 90 el Servicio Nacional de Laboratorios
de Salud Publica (SNLSP) recibe las cepas aisladas en los
laboratorios clinicos. La mayor parte de las meningitis por
Nm han correspondido a dos serogrupos: B y C. En la década
del 70, se registr6 una epidemia de Nm serogrupo C (NmC)
con una tasa de ataque global de 17,5/100.000 habitantes, la
que fue controlada mediante la administracion de una vacuna
polisacaridica A-C ®. En los afios posteriores a esa
vacunacion predomind Nm serogrupo B (NmB), pero a partir
de la década del 90 la tasa anual de meningitis meningococica
fue aumentando gradualmente hasta alcanzar 6/100.000
habitantes ©. Entre 1993 y 1996 volvi6 a predominar el
serogrupo C con 73% de los casos. Durante ese periodo
ocurri6 ademas un brote por NmC en el departamento de
Rivera ©, seguido por otro en el departamento de Paysandu
™. Como respuesta al aumento de los casos en todo el pais, en
1996 se administré nuevamente una vacuna polisacaridica A-
C a niflos mayores de dos afos y a adultos jévenes menores
de 20, obteniéndose un descenso progresivo de las meningitis
causadas por NmC ©.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad genética
y describir la epidemiologia molecular de NmC para ampliar
la vision proporcionada por los estudios fenotipicos que
sustentan habitualmente a la vigilancia epidemiolégica.

Materiales y método

Material bioldgico

Entre 1993 y 2006 se recibieron en el SNLSP 274 cepas de
NmC, para este trabajo se seleccionaron 123 (44,9%), en su
mayoria correspondientes a poblacion infantil (promedio= 3,5
afios, rango 13 dias a 15 afios). Se seleccionaron cepas
representativas de la situacion epidemiologica
correspondiente al periodo a analizar, es decir del brote de
Rivera (1993-1994, n= 20), de Paysandu (1994-1995, n=26)
y aislamientos de casos aparentemente no relacionados con
los brotes, pre y pos-vacunacion A-C (n= 77): se incluyeron
cepas de todos los afios de estudio y de todos los serotipos y

Los perfiles de bandas generados por ambos métodos se
estudiaron por inspeccion visual, reconociendo identidad o
grados de diferencias entre los perfiles.

Definiciones

Para la clasificacion de los perfiles logrados por PFGE se
siguio el criterio de Tenover (2: considerando como
pertenecientes a un mismo perfil aislamientos idénticos,
aislamientos estrechamente relacionados a los que difieren en
una a tres bandas, y aislamientos posiblemente relacionados a

serosubtipos identificados segun resultados previos por
ELISA. También se incluyeron cepas NmC recuperadas
durante una hiperendemia en Argentina (dos cepas cedidas
por el Instituto Malbran) y de un brote ocurrido en el mismo
periodo en Brasil (una cepa proporcionada por el Instituto
Adolfo Lutz). Como control del poder discriminatorio de las
técnicas, se analizaron ademas cinco cepas del serogrupo B:
una de Brasil, una de Noruega y 3 de Uruguay.

Técnicas fenotipicas

La identificacion de las cepas fue confirmada por técnicas
bacteriologicas convencionales, se determind la
concentracion inhibitoria minima (CIM) para la penicilina
por E-test® (AB BIODISK, Solna, Suecia) segin normas
internacionales ® y se confirmé el serogrupo por aglutinacion
con antisueros especificos (Difco) para el polisacarido
capsular. El serotipo (proteina de membrana externa de clase
2y 3: PorB) y el serosubtipo (proteina de membrana externa
de clase 1: PorA), se determinaron por Dot-Blot con células
enteras @ y anticuerpos monoclonales producidos por JT
Poolman en el Instituto Nacional de Salud Publica y Medio
Ambiente (RIVM, Bilthoven, Holanda) y otros producidos en
el Instituto Adolfo Lutz (IAL, San Pablo, Brasil).

Para la determinacion del serotipo se dispuso de los
siguientes monoclonales: 1, 2a, 2b, 4, 14, 15 (RIVM) y 7, 9,
10, 17 (IAL); y para la determinacién de serosubtipos de:
P1.1,P1.2,P1.4,P1.5,P1.6,P1.7,P1.9,P1.10, P1.12, P1.13,
P1.14,P1.15, P1.16 (RIVM) y P1.22-1 (IAL). Las cepas no
serotipables (NT) o no serosubtipificables (NST) son aquellas
que no reaccionan con ninguno de los anticuerpos
monoclonales utilizados.

Técnicas genotipicas

Para la caracterizacion genética de las cepas se emplearon
dos técnicas. En primer lugar se utilizo la técnica de Box-
PCR, que consiste en la amplificacion exponencial de
fragmentos del ADN bacteriano a partir de determinadas
secuencias repetidas a lo largo del genoma, denominadas Box
19, Los productos logrados fueron posteriormente separados
en gel de agarosa produciendo perfiles de bandas, que
permitieron establecer diferencias entre las cepas. Esos
resultados se confrontaron con otra técnica molecular
considerada de referencia: Electroforesis en campos pulsados
(PFGE). El método consiste en la digestion del cromosoma
bacteriano empleando una enzima de restriccion de corte
poco frecuente (Nhel), que genera megafragmentos de ADN
separados por tamafio en un gel de agarosa. La electroforesis
genera diferentes perfiles de bandas o pulsotipos que se
revelan con bromuro de etidio ().

los que tienen de cuatro a seis bandas de diferencia. Estos
pulsotipos similares pero no idénticos constituyen subtipos
dentro de un mismo perfil.

El término clon se empled para agrupar aislamientos
bacterianos obtenidos de fuentes, lugares o tiempos
diferentes, pero con caracteristicas genotipicas similares cuya
explicacion mas probable es que compartan un mismo origen
0 ancestro (19,

Analisis estadistico y construccién del



dendrograma

Con la finalidad de establecer las distancias genéticas y el
grado de parentesco entre las cepas se analizaron los perfiles
y los subtipos electroforéticos generados por PFGE,
asignando a la presencia o ausencia de bandas una puntuacion
de 1 o 0 respectivamente. Se utilizo el indice de Dice para
generar matrices de similitud y posteriormente se us6 el
algoritmo “unweithted pair-group method of averages
algorithm” (UPGMA) para la construccion del dendrograma
(programa PAST (4).

Resultados

Se recuperaron las 123 cepas de NmC seleccionadas que
estaban conservadas a —70°C y se confirmaron o completaron
datos de identificacion.

Fenotipicos

La caracterizacion fenotipica por Dot-Blot evidencio que
90,2% de los aislamientos estudiados expresaban el serotipo
2b y que la mayoria de esas cepas (98,2%) se asociaron a los
serosubtipos P1.5, P1.6 y a un grupo de cepas que eran NST
(tabla 1). El serosubtipo P1.6 (18,0%) s6lo se encontrd
durante los afios 1993 y 1994, en las cepas del brote de
Rivera (n=20). Las cepas 2b:P1.5 (66,6%) se aislaron durante
todo el periodo de estudio, aunque predominaron entre 1994
y 1996. El aislamiento de cepas 2b:NST (13,5%) mantuvo
una frecuencia estable hasta el afio 2000.

Tabla 1. Perfiles genotipicos vs
serotipos:serosubtipos de N. meningitidis
serogrupo C segun el afio de aislamiento

PFGE B A Otros Total
S:ST! 2b:P1.6 2b:NST Otros  2b:P1.5 2b:NST Otros®*  Otros?
2 2
1993 16 (B1, 2(B3, 1(B5) 7(A2) - - - 26
B0) B6)
1994 4 (BI) - 2(B2, 14(A2, 2(A2) - - 22
B4) A3,A8)

1995 - - 17 (A2, 2(A2) - - 19
A8)

1996 - - 1(B7) 9(A2, 2(A2, 1(A) - 13

A4, A8) A6)

1997 - 1 (BY) 4 (A2, 1(A2) - - 6
A5)

1998 - - 6(A2) 1(A2) - - 7

1999 - - 5(A2, 3(A2) - - 8
A8)

2000 - - 8 (A2, 1(A9) - 1(C) 10
A7)

2001 2(A2) 1(A10) 2(D,F) 5
2002 - - - - . } .
2003 - - - - - 2(A12) -2
2004 1(A2) 2(A12) - 3
2005 - - - - - 1A -1
2006 - - - 1(All) - - -
Total 20 3 4 74 12 7 3123
(B1=19 (A2=61)

1. Serotipo:serosubtipo.

2. No serosubtipificable de acuerdo al conjunto de monoclonales utilizados.

3. Otros: 2a:P1.15; 4,7:P1.7,1; 14:P1.5; NT:NST; NT:P1.12; NT:P1.5; 2a:P1.5;
2a:P1.5,2; 2b:P1.10

Ninguna de las cepas del brote de Rivera (n=20) present6 el
serosubtipo P1.5, tampoco ninguna cepa del brote de
Paysandu (n=26) mostr6 el serosubtipo P1.6. No se halld
ninguna correlacion entre las cepas que eran NST y el lugar
de aislamiento de las mismas.

Hacia el final del periodo de estudio, se observd una mayor
dispersion de combinaciones de serotipos y serosubtipos con
aparicion de nuevos fenotipos. Cabe destacar que en el
periodo entre 2003 y 2006, cinco de siete cepas aisladas
presentaron la combinacién 2a:P1.5.

Ninguna de las cepas estudiadas tuvo una CIM para
penicilina mayor a 0,25 pL/mL, valor que se interpreta como
de resistencia intermedia ®. Esas cepas (82/123) con
susceptibilidad disminuida predominaron entre 1994 y 2000.
Las cepas susceptibles a penicilina se aislaron
mayoritariamente en 1993 (provenientes de Rivera) y a partir
de 2001.

Genotipicos

Mediante Box-PCR se estudiaron 97 cepas NmC
obteniéndose cinco perfiles electroforéticos representados por
mas de un aislamiento y cinco perfiles distintos con solo un
aislamiento cada uno. El 100% de las cepas del brote de
Rivera tuvieron perfil Box-1. Las cepas del brote Paysandu
presentaron una mayor diversidad de perfiles: Box-2 (n=5),
Box-3 (n=6), Box-4 (n=5) y Box-5 (n=4). Al analizar los
aislamientos de los casos esporadicos de los afios 1997 al
2001, no se encontro el perfil Box-1, cuya presencia se
mantuvo hasta 1994, lo que aparentemente indicaria que este
perfil genético no persistio en el tiempo. Mientras tanto los
perfiles genéticos del brote de Paysandu se encontraron
también en los afios posteriores a la vacunacion. Las cepas de
NmB (n=5) compartian un mismo perfil Box-11.

Por PFGE se analiz6 la totalidad de las cepas (n=123), cuya
digestion con la enzima de restriccion genero entre 10 y 14
fragmentos de ADN gendmico (figura 1). El analisis de las
bandas revel6 cinco perfiles diferentes no relacionados entre
si (A, B, C, D, F). El perfil A fue el mas frecuente (93/123) e
incluy6 tanto las cepas del brote de Paysandu (n=26) como
cepas de casos esporadicos pre y posvacunacion (n=67). Las
cepas que presentaban este perfil se incluyeron dentro de lo



que se denominoé clon Paysandu. Las cepas del perfil B
(27/123) correspondian al brote de Rivera (n=20) y algunos
casos esporadicos (n=7). A las cepas de dicho perfil se las
agrup6 dentro del clon Rivera. Sélo tres cepas de NmC, una
aislada en 2000 y dos en 2001, presentaron perfiles diferentes
al A o B, y se denominaron C, D y F (tabla 1).

A

Las cepas de NmB procedentes de Brasil y Noruega
conjuntamente con las cepas serogrupo B aisladas en
Uruguay, utilizadas para comprobar el poder discriminatorio
de la técnica, presentaron un mismo perfil, denominado E,
con 2 subtipos (E1, E2).

Clon Rivera (perfil B). Entre las 27 cepas de este clon se
encontraron 9 subtipos. El subtipo B1 fue el predominante
(70,3%). La mayor parte de las cepas aisladas del brote de
Rivera (19/20) eran genéticamente idénticas entre si con
subtipo B1. Esas cepas tenian caracteristicas fenotipicas bien
definidas, el 100% de los aislamientos fueron susceptibles a

Clon Paysandi (perfil A). Entre las 93 cepas de este clon se
hallaron 11 subtipos, siendo el subtipo A2 el predominante
(76,0%), seguido por el subtipo A8 (8,7%). Las cepas
aisladas en Paysandu, tenian ademas susceptibilidad
disminuida a penicilina, serotipo: serosubtipo 2b:P1.5 (19/20)
y estaban genéticamente relacionadas con las dos cepas de
NmC aisladas en Argentina de los subtipos A2 y A3 (dos
bandas de diferencia). Solamente un aislamiento del clon era
subtipo A3, recuperado en el afio 1994.

A partir de 1996, aiio de mayor frecuencia de aislamientos de
NmC, fueron surgiendo lentamente nuevos subtipos, aunque
el A2 continu6 recuperandose hasta 2004. Los nuevos
subtipos correspondian a aislamientos inicos: en 1996 surge
A4 que difiere en tres bandas con respecto al pulsotipo
predominante; en 1997: A5 con cuatro bandas de diferencia;
en 1998: A6 con tres bandas de diferencia; en 2000 A7 (tres
bandas) y A9 (dos bandas); y en 2001: A10 (dos bandas). En
el afio 2002 no hubo aislamientos de NmC.

En 2003 se aisla un nuevo subtipo A12 que persiste hasta
2005. Las cinco cepas estudiadas eran de Montevideo,
presentaban el fenotipo 2a:P1.5 y eran susceptibles a
penicilina. La unica cepa aislada en 2006 era A11.

Figura 1. Subtipos de PFGE de N. meningitidis. M:
Marcador de peso molecular, carril 1: El, carriles 2, 3 y 8:
A2, carril 4: A8, carril 5: A3, carril 6: A4, carril 7: A10, carril
9: B2, carril 10: BS5.

la penicilina y expresaron mayoritariamente la combinacion
de serotipo: serosubtipo 2b:P1.6. Las dos cepas restantes eran
B0 y B5. La cepa brasilera, causante de un brote en San Pablo
en el afio 1990, también presentaba el subtipo BO (una banda
de diferencia con B1).

El resto de los subtipos estaban representados por un unico
aislamiento: B2, B3, B4 y B6 fueron aislados entre 1993 y
1994 en otros departamentos y se diferenciaban de Bl en 4 a
6 bandas. Solamente dos cepas del clon Rivera fueron
aisladas en afios posteriores al brote: pulsotipos B7 y B8.

El dendrograma (figura 2), basado en los resultados por
PFGE, permiti6 visualizar tres grandes agrupamientos: el
ramal superior que corresponde al perfil E compuesto por
todas las cepas NmB analizadas y una cepa NmC que
present6 el perfil F; el ramal del medio incluye cepas con el
perfil A y sus variantes. El subtipo A8 presenta el mayor
grado de similitud con A2, el subtipo predominante. El ramal
inferior agrupa cepas con el perfil B y sus variantes. El
subtipo BO, al que pertenece la cepa del brote de San Pablo es
el de mayor grado de similitud con B1, el subtipo
predominante.



B

Discusion

La investigacion retrospectiva de trece afios de la
epidemiologia de NmC, permitié documentar la variabilidad
genética subyacente en las cepas estudiadas mas alla de los
resultados fenotipicos habituales.

Resulta oportuno destacar que Nm es una bacteria
naturalmente transformable, es decir, que tiene la capacidad
de incorporar material genético proveniente de otros
microorganismos de su misma especie u otras especies
relacionadas. Las presiones selectivas (vacunas,
antibioterapias) pueden promover estos intercambios,
involucrando, entre otros, a los genes que codifican los
polisacaridos capsulares. La colonizacion nasofaringea crea
un ambiente propicio para que se efectuen esos eventos de
transferencia, inicamente revelados mediante el uso de
técnicas moleculares. Publicaciones recientes documentan la
transferencia de genes de capsula de Nm del serogrupo C al
B, posiblemente asociada a la presion selectiva ejercida por la
aplicacion de la vacuna C conjugada (517,

La cepa de NmC aislada en 2001, que presentaba el perfil F
por PFGE y se agrupaba junto con las cepas NmB en el
dendrograma, podria constituir un ejemplo de esa
transferencia horizontal de genes capsulares.

Los analisis feno y genotipicos efectuados en la coleccion de
NmC estudiada, permitieron evaluar la variabilidad expresada

Figura 2. Dendrograma de los porcentajes de similitud entre
los perfiles de bandas obtenidos por PFGE. Subtipos A2
-A12: clon Paysandu, subtipos BO - B8: clon Rivera, perfiles
C, Dy F: cepas de casos esporadicos, subtipos E1 y E2: cepas
N. meningitidis serogrupo B.

El porcentaje de similitud entre subtipos dentro de cada uno
de los ramales medio e inferior era similar y superior a 75%,
aunque el mayor grado de similitud se observé entre los
subtipos del ramal medio que correspondian al clon A o clon
Paysandu.

Las cepas que presentaron también perfiles unicos tanto por
PFGE: perfiles C y D, como por Box-PCR: Box-8 y Box-9,
no se agruparon con ninguno de los tres ramales ni entre si.

por las cepas aisladas entre 1993 y 2006. Una situacion
epidemioldgica especial con brotes en Rivera (1993) y
Paysandu (1994) y un aumento general de casos de
meningitis agudas supuradas, pudo ser develada al constatar
la introduccion y diseminacion en el pais de dos clones
internacionales diferentes. Se puso en evidencia que el clon
Rivera se disemin6 desde Brasil, ya que la cepa prototipo del
extenso brote ocurrido en la region de San Pablo en 1990 (9),
estaba intimamente relacionada con las cepas aisladas en
Rivera. Este clon se caracterizé por una actividad localizada,
con un escaso potencial de diseminacion y permanencia.

Los aislamientos del brote de Paysandu, fueron idénticos a
los de Argentina, a pesar de que en ese pais a diferencia de
Uruguay solo se registré una hiperendemia (9. La gran
diseminacion de ese clon en Uruguay provoco una alarma
epidemioldgica que llevo a la decision de aplicar una
vacunacion masiva con vacuna A-C. Los escasos
aislamientos posteriores a la vacunacion presentaban
genotipos similares, lo que sugiere una mayor capacidad
adaptativa de este clon que la del clon Rivera.

La susceptibilidad disminuida a la penicilina tal vez favorecio
su persistencia, ya que ésta constituye una ventaja selectiva
para sobrevivir en la nasofaringe de los portadores sanos. Los
aislamientos hacia finales del periodo estudiado presentaban
menor porcentaje de similitud con el subtipo predominante,
de modo que también se documentd la paulatina
diversificacion genética del clon a través del tiempo.



El serotipo 2b, al que pertenecian la mayor parte de las cepas
de ambos clones, fue disminuyendo progresivamente también
entre las cepas de NmB, pues solo se aislaron dos cepas B:2b
desde el afno 2000 a la fecha [Pérez Giffoni, comunicacion
personal]. Esta observacion sugiere que la vacunacion
eliminé efectivamente la circulacion de los genotipos
correspondientes a ambos clones ya que si bien no se han
analizado los perfiles genéticos de las cepas serogrupo B, la
ausencia del serotipo 2b sugiere que no se realizé un cambio
de serogrupo para evadir la presion ejercida por la vacuna.

En suma, el estudio genotipico permiti6 esclarecer el patron
de circulacion y diseminacion de dos clones responsables de
dos situaciones epidemioldgicas contrastantes. El brote de
Rivera fue autolimitado, causado por un genotipo que no
persistio en el tiempo, tal vez por ser susceptible a la
penicilina y por una menor capacidad de evolucionar
exitosamente. En cambio el clon de Paysandu fue
basicamente el responsable del aumento de los casos en todo
el pais y persistid al menos hasta el 2006. Probablemente, la
susceptibilidad disminuida a la penicilina favorecio6 su
persistencia en la nasofaringe de portadores sanos, ofreciendo
nuevas oportunidades de intercambio genético y continuando
su diversificacion en el tiempo, aunque las cepas de NmC
causantes de meningitis pasaron a ser aislamientos
esporadicos.

Al realizar un analisis retrospectivo utilizando métodos
moleculares se cre6 una linea de base para interpretar en el
futuro situaciones en las que los datos epidemiologicos y
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fenotipicos sugieren la introduccion de nuevos clones con
alto potencial de diseminacion.
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