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RESUMEN

Palabras clave

El objetivo de este trabajo fue caracterizar fenotipica y genotipicamente dos aislamientos de
Neisseria meningitidis resistentes a rifampicina relacionados con dos eventos independientes
de transmision de enfermedad meningocdcica grave que se presentaron en septiembre y octubre
de 2010 en Montevideo, Uruguay. Se revisd también la base de datos de la vigilancia nacional
de resistencia a los antimicrobianos de los tiltimos 10 afios, para estimar la frecuencia de la
particularidad de los meningococos caracterizados. La resistencia a rifampicina se estudio
por el método epsilométrico. El serotipo y serosubtipo de los aislamientos se determinaron
por ELISA y la caracterizacion genotipica se realizé por digestion del ADN con Nhel y
electroforesis en gel con campo pulsdtil. Ambos aislamientos eran idénticos, B:2a:P1.5, y su
fenotipo no figuraba en la coleccion de 408 cepas de N. meningitidis aisladas en el Uruguay
en los 1iltimos 10 afios, con la excepcion de dos aislamientos sensibles a rifampicina. Los dos
aislamientos estudiados también compartian un pulsotipo tinico, diferente del de otros dos ais-
lamientos resistentes a rifampicina obtenidos en 2003 y 2007. Por lo tanto, ambos eventos de
transmisién fueron causados por una tinica cepa resistente a rifampicina, que podria haberse
introducido al pais desde otras regiones o haberse originado por un cambio del serogrupo C
al B, como producto de la presion selectiva ejercida por vacunas administradas a la poblacién.
Es necesario mantener y extremar la vigilancia. No obstante, en vista de que hasta el mo-
mento este tipo de hallazgo ha sido esporddico, no se justifica cambiar el fdrmaco antimicro-
biano que se administra a los contactos para la profilaxis, a menos que se identifique un caso
secundario.

Neisseria meningitidis; rifampin; meningitis; resistencia a medicamentos; farmacorre-
sistencia microbiana; Uruguay.

La recomendacién de iniciar de forma
inmediata la administracion de quimio-
profilaxis a los contactos cercanos de
cada caso de enfermedad meningocdcica
para prevenir los casos secundarios es
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universalmente aceptada y se aplica en
la mayor parte de los paises. La defini-
cién de contactos cercanos se refiere a
las personas que comparten el hogar con
el caso y otras con un grado equivalente
de contacto. Cuando se trata de nifios en
jardines infantiles, no hay unanimidad
acerca de la quimioprofilaxis, ya que en
algunos paises se recomienda iniciarla
después del primer caso y en otros, so-
lamente después del segundo caso (1).
Desde la década de 1960, el régimen

mas comunmente administrado ha sido
rifampicina cada 12 horas durante dos
dias, aunque también se han utilizado
con éxito ciprofloxacina y ceftriaxona.
Ya en 1971 se dio a conocer la colo-
nizacion faringea por cepas de Neisseria
meningitidis resistentes a rifampicina en
contactos sometidos a quimioprofilaxis
con ese antibiotico; ese hecho ha conti-
nuado documentindose desde enton-
ces. También es posible observar un
rapido desarrollo de resistencia in vitro
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al exponer cepas de meningococos a la
rifampicina. El alto grado de resistencia
es causado por mutaciones puntuales
del gen rpoB, que codifica la subunidad 8
de la ARN polimerasa (2). Sin embargo,
la resistencia a rifampicina entre casos
clinicos secundarios de enfermedad me-
ningocdcica se ha notificado muy espo-
radicamente y, en general, el aislamiento
del caso indice ha correspondido a una
cepa sensible (3). En los Estados Unidos
de América tal situacion solo se ha noti-
ficado en tres oportunidades (4).

El Uruguay participa en el Sistema
de Redes de Vigilancia de los Agentes
Bacterianos Responsables de Neumo-
nias y Meningitis, SIREVA 1II, coordi-
nado por la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS), para llevar a cabo
la vigilancia de cepas de Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae y N.
meningitidis en el laboratorio (5).

El analisis de 3 598 aislamientos de
N. meningitidis obtenidos por los paises
participantes de SIREVA II entre 2000 y
2005 detecté solamente 23 (0,6%) cepas
con resistencia intermedia a rifampicina
y 0,2% (n = 6) de cepas resistentes (5).

En el Uruguay, la enfermedad me-
ningocécica es de denuncia obligatoria
desde 1961. El Departamento de Vigi-
lancia en Salud del Ministerio de Salud
Publica realiza la investigaciéon epide-
miolégica de los casos y aplica las medi-
das de quimioprofilaxis a los contactos,
que consisten en la administracién de ri-
fampicina durante 48 horas. A su vez, el
Departamento de Laboratorios de Salud
Publica realiza la confirmacién y tipifica-
cién de la totalidad de los aislamientos
causantes de enfermedad invasiva pro-
venientes de laboratorios de microbiolo-
gia clinica de todo el pais.

El objetivo de este estudio fue carac-
terizar fenotipica y genotipicamente dos
aislamientos de N. meningitidis resisten-
tes a rifampicina relacionados con dos
eventos de transmisién de enfermedad
meningocdcica grave ocurridos en sep-
tiembre y octubre de 2010 en Monte-
video, Uruguay. También se hizo una
revision retrospectiva de la base de datos
sobre aislamientos obtenidos de enfer-
medad meningocdcica invasiva durante
los dltimos 10 afios, con el fin de estimar
la frecuencia de la particularidad fenoti-
pica de los meningococos relacionados
con los dos eventos de transmisién de
2010. Los aislamientos habian sido iden-
tificados por pruebas convencionales y
por galerias comerciales (Neisseria 4H,
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BioRad; Crystal, Becton Dickinson; API
NH, BioMérieux). La concentracion inhi-
bitoria minima (CIM) de rifampicina se
determiné por el método epsilométrico
(E-test, BioMérieux) y se interpreté de
acuerdo con las recomendaciones del Ins-
tituto de Estandares Clinicos y de Labo-
ratorio (CLSI, por su sigla en inglés) (6).

La determinacién de serotipo y se-
rosubtipo se realizé6 por ELISA con el
método modificado de Abdillahi y Pool-
man (7). Los extractos crudos de células
enteras fueron fijados sobre microplacas
e incubados con 19 sueros monoclona-
les (Instituto Nacional de Salud Publica
y Proteccion Ambiental de Holanda o
RIVM). Los anticuerpos que permanecie-
ron unidos después de los lavados fue-
ron revelados con conjugado antirraton
de streptavidina peroxidasa biotilinado
(DAKO) y O-fenilendiamina dihidroclo-
ridica como sustrato. Las concentracio-
nes 6ptimas de los sueros monoclonales
habian sido determinadas con cepas de
referencia y oscilaban entre 1/40y 1/500.

El ADN de los aislamientos fue di-
gerido por la enzima de corte poco fre-
cuente Nhel. Los megafragmentos ob-
tenidos se separaron por electroforesis
en gel con campo pulsatil (PFGE, por su
sigla en inglés) por el método modifi-
cado de Popovic et al. (8). Los perfiles de
bandas denominados pulsotipos, fueron
clasificados en a) idénticos, b) genética-
mente relacionados, si tenian de una a
tres bandas de diferencia y c) no relacio-
nados, si tenfan mas de tres bandas de
diferencia.

Se utilizaron dos cepas de referencia
como control: la cepa del serogrupo B,
H44/76, que ha sido totalmente secuen-
ciada (9) y la cepa 1103 del serogrupo C,
que habia sido caracterizada como re-
presentativa de un clon que se diseminé
en el Uruguay en la década de 1990 (10).

El caso indice del primer evento de
transmision, en septiembre de 2010, se
trat6 de un paciente de 14 afios de edad,
con diagnoéstico clinico de meningitis
supurada. El cultivo del liquido cefalo-
rraquideo (LCR) fue negativo, aunque
presentaba valores citoquimicos compa-
tibles con meningitis bacteriana. Por lo
tanto, se resolvié administrar inmediata-
mente quimioprofilaxis con rifampicina
a los contactos. A las 48 horas de finali-
zado el tratamiento, el hermano menor
del caso indice, de 3 afios de edad, fue
hospitalizado con puarpura fulminante
y fallecié. Del cultivo del LCR y de la
sangre se obtuvo un meningococo se-
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rogrupo B, resistente a rifampicina, con
CIM = 32 pg/ml.

El segundo evento de transmision se
presenté en octubre de 2010. Se traté
de un paciente de 3 afios de edad, con
diagnéstico clinico de meningitis supu-
rada. Del LCR se aislaron cepas de N.
meningitidis serogrupo B, resistentes a
rifampicina, con CIM 2 32 pg/ml. En el
momento de su ingreso al centro hospi-
talario, su madre, de 23 afios de edad,
present6 convulsiones y fue traslada a la
unidad de cuidados intensivos con diag-
noéstico de meningitis supurada; perma-
neci6 internada mas de un mes. En este
segundo caso, el cultivo del LCR obte-
nido después del inicio del tratamiento
con antimicrobianos fue negativo.

La investigacion epidemiolégica no
permiti6 identificar factores en comun
entre los dos eventos de transmision,
excepto por el hecho de que los pacientes
provenian de Montevideo (aunque no
de barrios cercanos) y que su condicién
socioeconémica era baja.

Los dos aislamientos resistentes a ri-
fampicina eran B:2a:P1.5 (cepas 1847
y 1852). Con el fin de determinar la
frecuencia de ese serotipo/serosubtipo
entre los aislamientos de los serogrupos
By C, se analizé la coleccién de los ulti-
mos 10 afios (cuadro 1). Asi, se identific
el serotipo/serosubtipo 2a:P1.5 en 6 de
los 14 aislamientos del serogrupo C,
mientras que entre los 368 aislamientos
del serogrupo B, se identificaron sola-
mente 2 (2008 y 2010), ademas de los
2 ya estudiados. En suma, el serotipo/
serosubtipo 2a:P1.5 fue identificado en
meningococos C y B con una frecuencia
de menos de un aislamiento por afio;
representa 2,5% de los 408 aislamientos
analizados.

En cuanto a la susceptibilidad a ri-
fampicina, se encontré un tnico aisla-
miento resistente en 2003, con una CIM
232 pg/ml, correspondiente al serotipo/
serosubtipo B:15:P1.16 (cepa 1325) y otro
con resistencia intermedia en 2007, con
CIM=1 (cepa 1648), serotipo/serosubtipo
B:7,1:NST, por lo tanto, diferente de los
aislamientos de 2010.

Los aislamientos resistentes a rifam-
picina de 2010 se estudiaron por PFGE
junto con los aislamientos de 2003 y 2007.
También se analizaron las cepas control
H44/76 del serogrupo B y 1103 del se-
rogrupo C y otros cuatro aislamientos
B y C de 2010. Los megafragmentos
digeridos con la enzima Nhel generaron
siete perfiles de bandas diferentes en
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CUADRO 1. Numero de aislamientos de Neisseria meningitidis por serogrupo y por afio, Uruguay, 2001 a 2010

C:2a:P1.5 Serogrupo C Otros B:2a:P1.5 Serogrupo B Otros Otros serogrupos Total
Afo No. % No. % No. % No. % No. % No.
2001 0 0 5 10,2 0 0 41 83,7 3 6,1 49
2002 0 0 0 0 0 0 42 97,7 1 2,3 43
2003 2 34 0 0 0 0 55 93,2 2 34 59
2004 2 3,9 1 2,0 0 0 45 88,2 3 59 51
2005 1 2,2 0 0 0 0 43 93,5 2 43 46
2006 0 0 1 2,5 0 0 38 95 1 2,5 40
2007 0 0 0 0 0 0 41 91,1 4 8,9 45
2008 0 0 0 0 1 3,1 28 87,5 3 9,4 32
2009 1 4,5 0 0 0 0 17 77,3 4 18,2 22
2010 0 0 1 4,7 32 14,3 14 66,7 3 14,3 21
Total 6 1,5 8 2,0 4 1,0 364 89,2 26 6,3 408

2 Incluye los dos aislamientos resistentes a rifampicina, descritos en este estudio.

los 10 aislamientos (figura 1). Los aisla-
mientos 1847 y 1852 eran idénticos entre
si y relacionados a la cepa control 1103
(C:2b:P1.5). El aislamiento 1648 (con
resistencia intermedia a rifampicina)
también fue idéntico a otro aislamiento
sensible a rifampicina de 2010 (1841) del
mismo fenotipo B:7.1:NST. Los cinco ais-
lamientos restantes presentaban perfiles
tnicos y fenotipos diferentes.

La resistencia a rifampicina entre
cepas de N. meningitidis ha sido reco-
nocida esporadicamente en el mundo,
generalmente como consecuencia de
la quimioprofilaxis administrada a los
contactos (3). En el primer par de casos
descritos en este estudio, se disponia
Unicamente del aislamiento relacionado
con el caso secundario, por lo que po-
dria corresponder a una situacién si-
milar a la descrita anteriormente. Por
el contrario, en el segundo par, el ais-
lamiento correspondiente al caso indice
ya era altamente resistente a rifampi-
cina. En consecuencia, podria marcar el
inicio de la diseminacién de un clon que
mostré un comportamiento altamente
virulento.

La primera medida de prevencién
aplicada fue la emisién de un comuni-
cado a los laboratorios de microbiologia
clinica del pais, para alertar sobre la si-
tuacién y recomendar que se realizaran
las pruebas de susceptibilidad a rifam-
picina y ciprofloxacina antes de enviar
el aislamiento al laboratorio nacional,
ya que este dltimo no podria obtener
resultados en un plazo adecuado para
cambiar la pauta de la quimioprofilaxis.

La caracterizacion de los dos aisla-
mientos determiné que ellos eran fe-
notipica y genotipicamente idénticos,
es decir, ambos del serogrupo B, sero-
tipo/serosubtipo 2a:P1.5 y mostraban el
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FIGURA 1. Perfiles de electroforesis en gel con campo pulsétil de cepas de Neisseria

meningitidis generados por Nhel

6 7 8 9 10

Carril 1: cepa de referencia H44/76, B:15:P1.7,16. Carriles 2 y 3: aislamientos 1847 y 1852, B:2a:P1.5, resistentes
a rifampicina, carril 4: aislamiento 1325, B:15:P1.16, resistente a rifampicina. Carril 5: aislamiento 1648, B:7,1:NST,
intermedio a rifampicina. Carriles 6: aislamiento 1848, B:7,1.NST. Carril 7: 1841, B:7,1:NST. Carril 8: aislamiento
1845, B:7:NST. Carril 9: 1853, C:NT:NST. Carril 10: cepa control 1103, C:2b:P1.5.

mismo grado de resistencia a rifampi-

cina (CIM > 32 pg/ml).

Las cepas de N. meningitidis pueden

experimentar cambio de serogrupo por
transferencia horizontal de genes, fend-
meno que se ha observado en situacio-
nes epidémicas y no epidémicas (11). El
serotipo/serosubtipo 2a:P1.5, que fuera
inicialmente descrito en aislamientos del

serogrupo C, se ha identificado progresi-
vamente como causa de brotes epidémi-
cos del serogrupo B, fundamentalmente
en aquellos paises que han incorporado
las vacunas C conjugadas en sus esque-
mas corrientes de vacunacién. En Espafia
se han notificado tres brotes por N. me-
ningitidis B:2a:P1.5 desde que la vacuna C
conjugada fuera incorporada en 2000. Los

Rev Panam Salud Publica 30(6), 2011



Pérez Giffoni et al. ® Deteccién de cepas de Neisseria meningitidis resistentes a rifampicina, Uruguay

casos por B:2a:P1.5 notificados presenta-
ron una tasa de letalidad y una frecuencia
de casos secundarios mayor que la de los
casos ocasionados por otros meningoco-
cos B, aunque estas diferencias no son
estadisticamente significativas (12).

En el Uruguay, se realizé en 1996 una
campafia de vacunacién con vacuna A-C
polisacérida en respuesta a un brusco
incremento en el nimero de casos de
meningitis bacterianas ocasionado por la
diseminacién de dos clones de N. menin-
gitidis del serogrupo C en la década de
1990 (10). Entre 2001 y 2002, se realizé
otra campafia de vacunacién con vacuna
B-C, también en respuesta a un brote
en la ciudad de Santa Lucia, cercana a
Montevideo. Esa vacuna B-C se registré
para ser comercializada en 1992, y se
administré a un niimero desconocido de
nifios y adolescentes.

En el periodo analizado (2001-2010),
los aislamientos del serogrupo C fueron
escasos en relaciéon con los del grupo
B, y en su mayoria correspondieron al
serotipo/serosubtipo 2a:P1.5 (6 de 14
aislamientos), lo cual sugiere una mayor
eficacia de la vacuna para prevenir la
enfermedad meningocdcica causada por
el serogrupo C. Es posible entonces que
estas vacunas hayan podido ejercer
presiéon inmunolégica suficientemente
fuerte para seleccionar las variantes B
del serotipo/serosubtipo 2a:P1.5.

La caracterizacion genotipica por
PFGE demostré la identidad total de los
dos aislamientos B:2a:P1.5, con un pul-
sotipo tinico no compartido con ninguno
de los otros aislamientos estudiados.

1. Purcell B, Samuelsson S, Hahné SJM, Ehrhard
I, Heuberger S, Camaroni I, et al. Effectiveness
of antibiotics in preventing meningococcal
disease after a case: systematic review. BMJ.
2004;328:1339-44.

2. Carter PE, Abadi FJR, Yakubu DE, Pennington
TH. Molecular characterization of rifampin-
resistant Neisseria meningitidis. Antimicrob
Agents and Chemoter. 1994;38:1256-61.

3. Taha MK, Zarantonelli ML, Ruckly C,
Giorgini D, Alonso JM. Rifampin-resistant
Neisseria meningitidis. Emerg Infect Dis. 2006;
12:859-60.

4. Rainbow ], Cebelinski E, Bartkus J, Glennen
A, Boxrud D, Lynfield R. Rifampin-resistant
meningococcal disease. Emerg Infect Dis.
2005;11:977-9.

5. Gabastou JM, Agudelo CI, de Cunto
Brandileone MC, Castafieda E, Silva de

Rev Panam Salud Publica 30(6), 2011

Aparentemente, su perfil de bandas era
idéntico al pulsotipo de los aislamientos
de un brote ocurrido en Espafia en 2002,
identificado como ST11/complejo 37 por
tipificacion de frecuencias de multisitio
exacto o MLST, que comprendia cepas
de los serogrupos B y C (10). Estos re-
sultados sugieren otra hipétesis: la in-
troduccién de las cepas B:2a:P1.5 al pais
desde paises de otras regiones, como Es-
pafa, ya que la diseminacién interconti-
nental habia sido descrita anteriormente.

La cepa 1103, utilizada como control
por ser prototipo del clon Paysandd de
1995, era C:2b:P1.5 y similar a la que
circul6 en Argentina en el mismo periodo
(13). Esta cepa se consideré genética-
mente relacionada por PFGE, dado que
presentaba una diferencia de tres bandas
con el pulsotipo de las cepas B:2a:P1.5.
Los aislamientos del mismo fenotipo ana-
lizados por MLST fueron asignados al
complejo ET-37 o al conglomerado A4
(14). En Italia, en 2000, se notificé un brote
causado por una cepa probablemente
originada en la Argentina, C:2b:P1.5 con
un ST1860 no descrito hasta ese mo-
mento, que era una variante en un tnico
alelo del ST11/complejo ET-37 (15). Estos
resultados sugieren que tanto los aisla-
mientos resistentes a rifampicina de 2010
como la cepa prototipo del clon Paysandu
corresponderfan al complejo ET-37. La
determinacién del secuenciotipo de los
aislamientos analizados en este trabajo,
asi como la secuenciacién del gen rpoB,
que confiere resistencia a rifampicina,
permitirdn profundizar el conocimiento
sobre el origen de estas cepas.
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ABSTRACT

Detection of rifampicin-
resistant strains of Neisseria
meningitidis in Uruguay

Key words

The objective of this study was to characterize the phenotype and genotype of two
isolates of rifampicin-resistant Neisseria meningitidis associated with two independent
events involving transmission of severe meningococcal meningitis that occurred
in September and October 2010 in Montevideo, Uruguay. The most recent 10
years of data from the national antimicrobial resistance surveillance system were
reviewed to estimate the frequency of the particular meningococcal features that
were characterized. Rifampicin resistance was studied using the epsilometer test.
The serotype and serosubtype of the isolates were determined by ELISA, and the
genotype was characterized using DNA digestion with Nhel and pulse field gel
electrophoresis. The two isolates were identical: B:2a:P1.5. In the collection of 408
strains of N. meningitidis isolated in Uruguay in the past 10 years, the phenotype only
appeared in two isolates, which were sensitive to rifampicin. The two isolates studied
also shared a single pulse type, which was different from that of two other rifampicin-
resistant isolates obtained in 2003 and 2007. Consequently, it was concluded that
both cases of transmission were caused by a single rifampicin-resistant strain, which
could have been an import from another country or else the result of a drift from
serogroup C to B due to selective pressure exerted by vaccines administered to the
population. It is essential to maintain and maximize surveillance. However, since this
type of finding has been sporadic so far, unless a secondary case is identified, there is
no justification for changing the antimicrobial drug currently being administered to
contacts as prophylaxis.

Neisseria meningitidis; rifampin; meningitis; drug resistance; drug resistance, microbial;
Uruguay.
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