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Studio di 138 ceppi di Neisseria meningitidis isolati da sangue elo da liquido cefalo-rachidiano in
Lombardia nel periodo 2007-2010

SUMMARY

Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae type b cause the majority of cases of
bacterial septicaemia in children and young adults. Disease epidemiology is evolving rapidly due to the
introduction of vaccines and changing in bacterial antibiotic-resistance patterns. (Asymptomatic nasopharyngeal
colonization with Neisseria meningitides occurs in 5-10% of adult).

The aim of this study was to calculate the frequency of each serogroup of this pathogens involved in invasive
infection and to study susceptibility to antibiotics of these strains.

Between March 2007 and June 2010 we received, from 43 hospitals of Lombardy, 138 strains of Neisseria
meningitidis, from |38 patients aged (2-80yrs).

The most frequent serogroup was B (58%), followed by serogroup C (34%), serogroup G (4%) and W 135 (2%).
Serogroup A end X accounted for 1% of invasive infection, each.

We observed a decrease in susceptibility towards penicillin in 38% of strains.

In addition we studied, by REP- PCR, genotype of 9 strains selected on the basis of epidemiological data. Among
these strains, 3 different clusters according to the 3 small epidemic outbreaks occurred between June and
September 2009, were recognised. Seven of these strains, although belonged to the same serogroup, brought
about two different clusters.

The present findings demonstrated that phenotypic data are not sufficient to define epidemic clusters, therefore
molecular genotyping is required.

INTRODUZIONE

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningiti-
dis (NM) e Haemophilus influenzae type b sono
una delle principali cause di meningite batterica e
setticemia in bambini ed in giovani adulti, I’'uomo
¢ I’unico ospite e habitat (1, 3).

Il meningococco ¢ un diplococco Gram-negativo
che risiede nell’epitelio naso-faringeo, colonizza
il 5-10% della popolazione adulta nella sua forma
non patogena (4).

Il fenotipo di Neisseria meningitidis ¢ dato dal
sierogruppo definito in base alle caratteristiche
antigeniche degli antigeni capsulari (A, B, C, D,
X, Y, Z, 29E, W135, H, T, K, L), dal sierotipo
definito in base alle OMPs di classe 2 e 3 e dal sie-
rosottotipo in base alle OMP di classe 1 (10, 11).

L’epidemiologia della malattia negli ultimi anni
sta cambiando rapidamente in seguito all’introdu-
zione delle pratiche vaccinali (9) e all’insorgenza
di nuove resistenze batteriche (2, 8, 12).

Dal 2007 la Regione Lombardia ha individuato il
nostro Istituto come Centro di Riferimento per la
sorveglianza delle patologie invasive da S. pneu-
moniae e da N. menigitidis.

Lo scopo dello studio ¢ quello di definire, sui
ceppi isolati da pazienti con malattia invasiva, i
sierogruppi piu frequenti, la sensibilita agli anti-
biotici e I’individuazione dei piccoli cluster epi-
demici attraverso la genotipizzazione.

MATERIALI E METODI
Nel periodo compreso fra Marzo 2007 e Giugno
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2010 sono pervenuti al nostro centro 138 ceppi di
NM, isolati da altrettanti pazienti di eta compresa
fra 2-80aa provenienti da 43 ospedali lombardi.

Il sierogruppo ¢ stato eseguito con antisieri
Remel. La sensibilita agli antibiotici, ¢ stata ese-
guita mediante E-7est (bioMérieux), e interpretata
secondo 1 criteri EUCAST. Il sierogruppo di 20
ceppi ¢ stato confermato mediante tipizzazione
molecolare effettuata con metodica Real-Time
PCR Neisseria meningitidis/Serogroup A, B, C,
W135 & Y (Diagenode). Il genotipo ¢ stato deter-
minato su 9 ceppi di NM, mediante tecnica di rep-
PCR (Repetitive-Sequence-Based-PCR) utiliz-
zando il Sistema DiversiLab (bioMérieux). La
scelta dei ceppi ¢ stata determinata dai dati epide-
miologici dei pazienti.

RISULTATI

La distribuzione delle diverse classi di eta ¢ ripor-
tata nella Figura I.

11 58% dei ceppi ¢ risultato di gruppo B, il 34%
di gruppo C, il 4% di gruppo Y, il 2% di gruppo
W135, il gruppo A e X rappresentano 1’1% dei
ceppi (Figura II). La distribuzione dei siero-
gruppi nelle diverse fasce di eta ¢ riportata nella
Figura III.

La MIC50 e la MIC90 (pg/ml) sono rispettiva-
mente per penicillina 0.047 e 0.25 (38% di dimi-
nuita sensibilitd), per rifampicina, 0.01 e 0.094
(2% di resistenza), per ciprofloxacina 0.004 e
0.012 (<1% di resistenza), per ceftriaxone <0.002
e 0.003 (0% di resistenza) come si puo vedere
nella Figura IV.

Nel periodo compreso fra giugno e settembre
2009, si sono verificate 9 meningiti batteriche da
NM che, in funzione dei dati epidemiologici dei
pazienti si possono riferire a 3 piccole epidemie.
L’analisi molecolare eseguita sui 9 ceppi di NM
isolati dal liquor di questi pazienti mediante una
tecnica di Rep PCR, ha messo in evidenza 3 clu-
ster diversi, riferibili alle 3 epidemie.

11 primo cluster era composto da 4 ceppi (range di
similarita 97.8%-99.4%), il secondo da 3 ceppi
(range di similarita 98.4%-99%), il terzo da 2
ceppi con similarita del 99.4% (Figura V).
L’analisi molecolare eseguita sui 9 ceppi di NM,
isolati dal liguor di questi pazienti mediante una
tecnica di Rep PCR ha messo in evidenza 3 clu-
ster diversi, riferibili a tre epidemie.

1l pattern 1 (sierogruppo C, fenotipo C:2a:P1.5) ¢
costituito dai ceppi da 1 a 4 che sono indistingui-
bili tra loro (Figura VI). Il pattern 2 (sierogruppo
C, fenotipo C:2a:P1.5) comprende i ceppida5a 7
e si distingue dal precedente per un picco caratte-
ristico a circa 650 datapoints ed una spalla a circa
750 datapoints. Nonostante sia presente una ele-
vata similarita fra i primi 2 pattern, questi posso-
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Figura . Distribuzione delle classi di eta di |38 pazienti
con meningite da Neisseria meningitidis.
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Figura Il. Distribuzione del Sierogruppo di |38 ceppi pro-
venienti da altrettanti pazienti con meningite da Neisseria
meningitidis.
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Figura lll. Distribuzione del Sierogruppo di 138 ceppi
provenienti da altrettanti pazienti con meningite da

Neisseria meningitidis fasce di etd.
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Figura 1V. Sensibilita alla penicillina di 138 ceppi prove-
nienti da altrettanti pazienti con meningite da Neisseria
meningitidis.
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no essere considerati diversi; questo dato ¢ sup-
portato da dati epidemiologici e da segni distinti-
vi visibili nei tracciati, indicando effettive diffe-
renze cromosomiche (Figura VII).

Il pattern 3 ¢ costituito dai ceppi 8 e 9 che risulta-
no molto diversi da tutti gli altri ceppi, ma indi-
stinguibili tra loro (sierogruppo B) come ¢ ben
visibile nella Figura VIII.

DISCUSSIONE

Essendo il gruppo B il gruppo maggiormente rap-
presentato, conforta sapere che dal 2010 ¢ in svi-
luppo un nuovo vaccino ricombinante meningo-
coccico di gruppo B (5-7).

L’utilizzo di una tecnologia semplice e rapida
nella risposta, quale il Diversilab, da la possibi-
lita di individuare precocemente la presenza di
cluster e di poter quindi adottare efficaci misure
preventive.

STUDIO DI 138 CEPPI DI NEISSERIA MENINGITIDIS IN LOMBARDIA

I ceppi con diminuita sensibilita alla penicillina
sono in evoluzione e bisogna monitorare attenta-
mente la possibile comparsa di ceppi resistenti
dovuti ad ulteriori modifiche del gene PenA.
Nonostante la sensibilita alla rifampicina sia
tutt’ora elevata ¢ necessario valutarne sempre
I’effettiva efficacia dato che ¢ il principale farma-
co utilizzato per la profilassi e acquisisce facil-
mente resistenze.

Dai risultati ottenuti mediante rep-PCR, si evince
che 1 nove ceppi di N. meningitidis sono divisi in
3 cluster diversi fra loro.

Il primo cluster costituito da 4 ceppi isolati da 4
pazienti correlati fra di loro, di fenotipo
C:2a:P1.5, il secondo costitutito da tre pazienti,
anch’essi correlati fra di loro e appartenenti allo
stesso fenotipo del cluster precedente, il terzo
invece ¢ costituito dal fenotipo B:15:P1.4. Questo
sta ad indicare quanto il solo fenotipo non sia suf-
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Figura V. Rappresentazione dei 9 ceppi testati con le rispettive similarita.
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Figura V1. Pattern |: Elettroferogramma ceppi da | a 4.
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ficiente ad indicare la presenza di cluster epidemi-
ci, individuabili solamente mediante la genotipiz-
zazione.

Un sistema di sorveglianza come quello attuato
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nella regione Lombardia e I’adesione degli opera-
tori sanitari alle disposizioni vigenti rappresenta-
no la base per una migliore valutazione epidemio-
logica della malattia meningococcica.
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Figura VII. Pattern 2: Elettroferogramma ceppi da 5 a 7.
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Figura VIII. Pattern 3: Elettroferogramma ceppi 8 e 9.
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