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RESUMO

CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE ISOLADOS DE NEISSERIA
MENINGITIDIS DE CASOS DE MENINGITE NO HOSPITAL COUTO MAIA, EM
SALVADOR-BA. SORAIA MACHADO CORDEIRO. INTRODUCAO - Infecgdes por
Neisseria meningitidis estao associadas a altos indices de morbi-mortalidade. Em
Salvador, a incidéncia anual média da meningite meningocdcica, no periodo de
fevereiro de 1996 a janeiro de 1999 foi de 2,25/100000 hab., acometendo,
principalmente, criangas menores de 02 anos (14,19/100.000hab.), uma taxa de
letalidade geral de 7,9% e 4,7% de seqielas neurolégicas. Assim, se faz necessario
a disponibilidade de um método simples, eficaz na caracterizagdo molecular deste
patégeno, para um melhor entendimento na distribuicdo e transmissdo da doenca.
OBJETIVOS - Este trabalho, teve como objetivos, descrever a distribuigdo fenotipica
e genotipica da Neisseria meningitidis isolada de casos de meningite de Salvador-
BA e validar a utilizagcdo do método da NgREP-PCR em estudos de vigilancia
epidemiolégica. METODOLOGIA - A populagéo do estudo foi formada por pacientes
do Hospital Couto Maia, Salvador-BA, que tiveram cultura de liquor positiva para
Neisseria meningitidis. Para a caracterizagdo fenotipica, as amostras foram
submetidas a testes de aglutinagdo, na determinagao dos sorogrupos (A, B, C, W,
e Y) e testes de dot-blot, utilizando anticorpos monoclonais, na determinacéo dos 18
sorotipos e 18 sorosubtipos e a caracterizagdo genotipica foi realizada pela Reagao
da Polimerase em Cadeia - NQREP-PCR. RESULTADOS - Durante o periodo do
estudo foram identificados no HCM, 272 casos de meningite meningocdcica, dos
quais, 258 tiveram isolados analisados. A distribui¢do dos sorogrupos, identificou o
predominio de sorogrupo B, em 79,8% (206 de 258) dos isolados, seguido do
sorogrupo C, em 18,6% (48 de 258), do sorogrupo W s em 1,2% (3 de 258) e do
sorogrupo Y em 0,4% (1 de 258), nenhum caso sorogrupo A foi identificado. A
distribuicdo dos sorotipos e sorosubtipos demonstrou a predominio de 4,7;P1.19,15
(63,2%); 4,7,P1.7,1 (4,3%), 2a:P1.2 (3,5%); 4,3:P1.3 (1,9%); Outros (24,8%). Foram
caracterizados pelo NgREP-PCR 84,5% (218 de 258). Através da analise visual, os
isolados foram caracterizados e agrupados em 34 padrdes correlacionados, sendo
que, 16 desses padrdes, abrangeram 91,7% do total das amostras. CONCLUSOES -
Através da andlise pelo software GelCompar |l versdo 4.1, cada padrao
correlacionado registrou um indice de similaridade, entre suas amostras, superior a
80%. Além disso, o método do NgREP-PCR foi capaz de identificar padrées que se
correlacionaram perfeitamente a sorosubtipagem e principalmente, de identificar o
clone dominante encontrado na populagio estudada. Assim, 0 NgQREP-PCR pode
ser utilizado como ferramenta em estudos de vigilancia epidemiolégica.

Palavras-chaves: Meningite menihgocécica, Fenétipos, Gendtipos, Biologia
Molecular, Bahia.
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ABSTRACT

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF NEISSERIA
MENINGITIDIS ISOLATES FROM CASES OF MENINGITIS FROM HOSPITAL
COUTO MAIA, SALVADOR-BA. SORAIA° MACHADO CORDEIRO.
INTRODUCTION - Neisseria meningitidis infections are associated with high rates of
morbidity and mortality around the world. In Salvador, Brazil, the average annual
incidence of meningococcal disease between February 1996 and January 1999 was
2.25/100,000 hab, with the highest attack rate among children younger than two
years old (14.19/100,000hab. children per year). The overall case-fatality percentage
was 7.9%. Among survivors, neurological sequelae were present in 4.7%.
OBJECTIVES - The aims of this work were to describe the phenotypic and genotypic
distribution of Neissena meningitidis causing of meningitis in Salvador-BA and to
validate the use of a simple molecular typing method, NgREP-PCR for use
epidemiological surveillance. METHOD - The study population included patients
admitted to Couto Maia Hospital (CMH), Salvador-BA, with meningococcal meningitis
confirmed by isolation of Neisseria meningitidis from cerebrospinal fluid. Isolates
were serogrouped by agglutination tests for serogroups A, B, C, W135 and Y.
Isolates were serotyped by dot-blot using monoclonal antibodies for 18 sorotypes
and 18 sorosubtypes. A genotype was assigned using NgREP-PCR method,
comparing visual and digital classification using GelCompar software (version 4.1).
RESULTS - During the study period, 272 cases of meningococcal meningitis were
identified in CMH, and isolates were available from 258 cases. Serogroup B was the
most prevalent serogroup accounting for 79,8% (206) of 258 isolates. Serogroup C
accounted for 18.6% (48 of 258), while serogroups and W135 and Y accounted for
1.2% (3 isolates) and 0.4% (1 isolates) respectively. No isolates belonged to
serogroup A. One serosubtype, 4,7:P1.19,15, was responsible for 63.2% of the
isolates, type 4,7:P1.7,1 (4.3%), 2a:P1.2 (3.5%), 4,3:P1.3 (1.9%), and others in
(24.8%) were also identified. NQREP-PCR was performed for 218 isolates (84.5%).
The isolates were classified by visual comparison into 34 genotypic patterns and 16
of these patterns included 91,7% of all isolates genotyped. CONCLUSIONS - In
GelCompar analysis, the similarity index of strains within the 16 patterns was greater
than 80%. The NgREP-PCR method identified different patterns which correlated
with the serosubtyping, including the identification of the dominant clone found in the
study population. NgREP-PCR proved to be useful tool for epidemiologic
surveillance.

Key words: Meningococcal meningitis, Phenotypes, Genotypes, Molecular Biology,
Bahia.




1 INTRODUGAO

1.1 NEISSERIA MENINGITIDIS

A doenga meningocdécica ja € conhecida desde o inicio do século XIX e foi
primeiramer)te descrita por Vieusseux, em Genebra, em 1805, acometendo,
principalmente, criangas e jovens, sendo registrada 33 mortes (Vieusseaux, 1805). O

| isolamento em cultura foi em 1887, por Anton Weichselbaum, quando foram
descritas as caracteristicas bioquimicas da bactéria (Weichselbaum, 1887).

A espécie Neisseria meningitidis esta classificada na familia Neisseriaceae e
caracteriza-se por ser um diplococo Gram — negativo, aerdbio, imével e nao
esporulado (Figura 1), com as paredes adjacentes achatadas, dando uma aparéncia
cordiforme, quando observado através da coloragdo de Gram, possui tamanho entre
0,6-0,8um, requer condigbes ideais de crescimento, temperatura entre 35-37°C,
umidade aproximadamente de 50%, atmosfera de 3 a 10% de CO, em meio de agar
chocolate (Volk e cols., 1996). Similar a outras bactérias Gram - negativas,
apresenta-se envolvido por uma membrana externa composta por lipidios, proteinas
e lipopolissacarideos, renomeados lipo - oligossacarideos, pois sdo compostos de
cadeias de agucar relativamente curtas (Jennings e cols.,1999; van Deuren e cols.,

2000) (Figura. 2).

Figura 1. Neisseria meningitidis (seta) no liquido cérebro espinhal (coloragdo de Gram, 1000X). Os
organismos sao visiveis como diplococos gram-negativos intracelulares (Rosenstein, 2001).



A sequéncia completa do genoma da Neisseria meningitidis sorogrupo B cepa
MC58 (Tettelin e cols., 2000), mostrou que o genoma se compde de 2,2 mega pares
de bases, com uma média de G+C em torno de 51,5%. O genoma contém quatro
codons de iniciagdo que dirigem a sintese de RNA ribossomal (rRNA) e 59 RNAs
transportadores (tRNA) com especificidade para todos os 20 aminoacidos. Contém
2158 ORF’s (Fase aberta de leitura), destas 53,7%, as fungdes dos genes ja sdo
conhecidas. Um fator requerido no comportamento comensal e agdo patogénica do
meningococo é sua capacidade para obter ou sintetizar nutrientes essenciais para
sobrevivéncia (Web www.sciencemag.org/feature/data/1046515.SHL). As andlises
do genoma mostram que a glicose e maltose sdo os Unicos agucares utilizados para

obtencao de energia (Tettelin e cols., 2000).

Figura 2. Visdo de corte transversal da membrana celular do meningococo (Trad. Rosenstein, 2001).


http://www.sciencemag.org/feature/data/1046515.SHL

1.2 PATOGENICIDADE

O meningococo € isolado da mucosa nasofaringeana como agente nao
patogénico de portadores assintomaticos (Arreaza e cols., 2000). A colonizagao
meningocég:ica pode persistir por varias semanas até meses acometendo
aproximadamente 10% de individuos sadios (Cartwright e cols., 1987; Caugant e
cols., 1988). A sua transmissdo, usualmente, acontece por contato direto com a
secrecao respiratéria contaminada ou aerosséis, uma vez que 0 meningococo nao
sobrevive por longo periodo fora do seu Unico hospedeiro, 0 homem.

Meningococos podem, ocasionalmente, invadir e disseminar-se da nasofaringe
para causar meningococemia, meningite, artrite e, mais raramente, conjuntivite
purulenta, sinusite, endocardite e pneumonia primaria. Pelo menos, quatro
condi¢des foram descritas, como necessarias, para o desenvolvimento da doenc¢a
meningocdcica: exposicdo a cepas patogénicas, colonizagdo da mucosa naso-
orofaringeana, invasdo através da mucosa e sobrevivéncia do meningococo na
corrente sangiinea, conforme o estado imune do hospedeiro e a capacidade
agressiva da bactéria (Schwartz e cols., 1989; van Deuren, 2000) (Figura 3).

A espécie N. meningitidis apresenta uma capsula polissacaridica que tem a
funcéo de protecdo contra fagocitose e bacteridlise mediadas pelo complemento,
durante o processo de invasdo, sendo um dos principais fatores de viruléncia. O
meningococo possui outra estrutura de superficie, os pili , filamentos compostos de
subunidades protéicas repetitivas, conhecidas como pilinas (Virjl, 1998; Dalrymple &
Mattick, 1987). Estas estruturas sdo responsaveis pela adesdo do meningococo a

célula hospedeira, desta forma, sdo importantes na patogenicidade da bactéria, no

tropismo pelo epitélio da nasofaringe humana e no efeito citopatico. A variagéo



antigénica de proteinas do pilus é importante para sua fungéo, pois o polimorfismo
gerado, facilita a colonizagao de individuos em diferentes condigées e no escape do
mecanismo de defesa do sistema imune (Nassif e cols., 1994).

Estudos sugerem que os lipooligossacarideos sdo importantes na ativagao do
complemento na doenga meningocdcica sistémica (Fijen e cols., 1999; Vogel e cols.,
1997). A ativacdo do complemento & essencial na prote¢cdo humana, durante a
invasao pelo meningococo. O defeito em pelo menos um dos fatores do
complemento entre C5 e C9 no hospedeiro, esta associado com o aumento de risco
de infecgbes meningocdcicas recorrentes. Alteragdo na properdina aumenta o risco
de meningococcemia fulminante e morte. No processo de ativagdo do complemento,
anafilotéxinas formadas, atuam como potentes mediadores inflamatérios que

promovem coagulagao (Brandtzaeg e cols., 1989; Fijen e cols., 1999).
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Figura 3. Colonizagdo da N. meningitidis na mucosa nasofaringeana (Adaptado de Virji, 1998). A N.
meningitidis entra na nasofaringe e adere as células ndo ciliadas do epitélio, em parte, através da
ligag&o dos pili e de proteinas de opacidade. Os organismos aderidos sdo englobados pelas células,
entram em vacuolos fagociticos e podem transpor a células.



1.3 FENOTIPAGEM

O desenvolvimento de métodos de tipagem, tem dado maior significado as
analises epidemiolégicas da doenga meningococica, como na possibilidade de
identificar a ocorréncia de surtos em populagdes susceptiveis pela presenca de
cepas virutentas, como, tambem, no melhor entendimento dos determinantes que
acarretam os surtos causados por essas cepas. A tipagem também auxilia na
taxonomia de bactérias, uma vez que estas sdo caracterizadas pelos distintos
fendtipos identificados.

A caracterizagdo fenotipica da N. meningitidis, teve inicio logo apés o
isolamento e identificagcdo da espécie, no final de século XIX, quando os
microbiologistas comegaram a caracterizar e classificar varias cepas, através de
testes de aglutinagdo sorologica (Dopter,1909; Dopter & Pauron, 1914). Com o
inicio da 2% Guerra Mundial, intensificaram-se os esfor¢os para a classificacdo do
meningococo, pois os numeros de casos fatais e a incidéncia de doengas
meningocécicas se tornaram altas, especialmente, entre os recrutas militares, nas
primeiras semanas, no alojamento. As populagdes fechadas representam uma
condigao 6tima para a disseminagao de cepas virulentas. Na época em questdo o
unico tratamento disponivel era com anti-soros. Dai a importancia da preparagio de
antisoros mais efetivo possivel (Murray, 1964; Peltola,1983).

Em 1915, Gordon e Murray classificaram casos isolados de liquor nos
seguintes tipos: I, I, lll e IV e observaram que o tipo | foi mais virulento que o tipo Il e
que os tipos | e Il eram muito similares, quase idénticos (Gordon & Murray,1915).
Esta classificagao foi adotada nos Estados Unidos e depois completamente validada
por laboratonos durante anos. Com a identificagdo de outros sorogrupos a N.

meningitidis foi re-classificada em funcdo da especificidade imunoldgica dos



polissacarideos capsulares, os meningococos podem ser classificados em 13
diferentes sorogrupos: A, B, C, D, H, |, K, L, X, Y, Z, 29E e W;35. Os sorogrupos A,
B, C, Wi3s e Y destacam-se por serem as mais freqlentes causas de doenga
invasiva (Vedros, 1987). A purificag@o da capsula polissacaridica permitiu determinar
que sua composi¢do quimica € basicamente de homopolimeros ou heteropolimeros
de repetidas unidades de monossacarideos, dissacarideos ou trissacarideos
(Rosenstein e cols., 2001) e deste modo foi determinada sua composigado quimica
(Volk e cois., 1996) (Quadro 1). Existem inutmeras técnicas que sdo utilizadas na
detecgdo dos sorogrupos. A mais empregada atualmente & a soroaglutinagao, pela
reagao do antigeno capsular e anticorpo policlonal especifico (Vedros, 1987; Aakre e
cols.,, 1998). Outras técnicas sdao a da co-aglutinagdo que emprega anticorpos
monoclonais (mAbs) em técnica de enzima-imunoensaio (Rosenqvist e cols., 1990);
a de ensaio dot — blotting (Rosenqvist e cols., 1990); o teste de latex potencializado
por ultra-sonografia (Gray e cois., 1999), pelo teste especifico siaD ou ctrA PCR
através dos quais sdo identificados os sorogrupos B, C, Wiss e Y, 0 gene siaD é
requerido para sintese do acido polisialico capsular e o gene ctrA codifica proteina
de membrana externa responsavel pela exportagéo do polissacarideo capsular (Gray
e cols., 1999; Porritt e cols., 2000, Tettelin e cols., 2000) e o PCR Muiltiplex que
corresponde ao siaD que identifica os sorogrupos B, C \W135e Y e o orf2, o gene
orf2 é requerido para a sintese da capsula do sorogrupo A, desta forma, identifica o

sorogrupo A (Taha, 2000).



Quadro 1. Composigao quimica da capsula polissacaridica dos principais sorogrupos de Neisseria
meningitidis (Volk e cols., 1996).

Sorogrupo Capsula polissacaridica
A N- acetil O- acetil manosamina fosfato
B a-2,8, acido N-acetilneuraminico
Cc a-2,9, acido N-acetilneuraminico
Wias D-galactose e acido-acetilineuraminico
Y D-glicose e acido N-acetilneuraminico

Os sorogrupos sdo subdivididos em sorotipos e sorosubtipos, de acordo as
diferengas imunolégicas das principais proteinas da membrana externa (Vedros,
1987). Os sorotipos sédo designados com base nas diferengas imunoldgicas das
proteinas de membrana externa ciasse 2 e classe 3, Porina B (PorB), e os
sorosubtipos sd0 nomeados com base na especificidade imunoldgica da proteina de
membrana externa de classe 1, Porina A (PorA). A nomenclatura de sorogrupo e
sorotipo foi recomendada no subcomité Familia Neisseriaceae do Comité
Internacional em Nomenclatura Bacteriana, em 1948, onde ficou determinado que os
sorogrupos seriam representados por letras maiusculas e que, o sorotipo, por
numerais arabicos (Branham, 1953;1958). Por exemplo, a designagao
B:4,7:P1.19,15, significa que a bactéria pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4,7 e
sorosubtipo P1.19,15. As nomenclaturas designadas como Nt e nt significam que as
proteinas de sorotipo e sorosubtipo ndo puderam ser identificadas pela técnica.

Atualmente existe uma variedade de técnicas empregando anticorpos
monoclonais para identificagao de sorotipos e sorosubtipos, como: soroaglutinagéo
(Zollinger e cols., 1987), dot-blotting (Wedege e cols., 1993), radioimunoensaio
(Zollinger e cols., 1978), ELISA (Crowe e cols., 1989) e aglutinagdo em latex
(Wedege e cols., 1990). Até o momento foram identificados e classificados através

da reagao com anticorpos monoclonais 18 sorotipos e 18 sorosubtipos (Sacchi e



cols., 1998a e 1998b). A busca pela padronizagdo dos mAbs (anticorpos
monoclonais) tem permitido identificar novos tipos, como os mAbs que foram usados
para identificar novos sorotipos, 7 € 10 e novo sorosubtipo P1.22a (Sacchi e cols.,
2001). No entanto, o atual sistema utilizado na identificagdo dos sorotipos e
sorosubtipos, ainda ndo é satisfatorio, porque freqiientemente uma proporgao dos
isolados permanece nao sorotipados, pela falta de anticorpos monoclonais que
possam identificar toda a diversidade de epitopos de sorotipo e sorosubtipos (Sacchi
e cols., 1998). Embora a fragdo seja pequena e até agora nao inclui, na maioria das
vezes, as cepas responsaveis por surtos. Nos EUA 15% dos isolados pertencentes
ao sorogrupo B permanecem nao tipados (Tondella e cols., 2000) e no Brasil em um
estudo realizado em 12 estados, foi constatado que 4% dos isolados do sorogrupo B
também permanecem nao tipados (Sacchi e cols., 2001).

Devido a essas observagdes, o esquema para tipagem baseado na aplicagao
da sequéncia direta do gene da proteina Por A, tem sido proposto como alternativa
para a sorotipagem (Suker e cols.,1994; Feavers, 1996; Sacchi,1998). McGuines e
cols. em 1990 analisando seqiiéncias de aminoacidos de trés proteinas de classe 1
de diferentes sorosubtipos, observaram que existia uma regido bem conservada,
com alto grau de homologia estrutural e duas regides de alta variabilidade, as
chamadas regido variavel 1 (VR1) e regido variavel 2 (VR2) na Por A (McGuines e
cols., 1990). As regides hiper-variaveis de Por A, VR1 e VR2 correspondem a
regides das algas | e IV (van der Ley e cols., 1991; Derrick e cols., 1999) (Figura 4).

Essas variabilidades podem ocorrer devido a efeitos genéticos e podem ter
significado em situagdes epidemiolégicas uma vez que ao serem expressas na
superficie levam a pressdo negativa da resposta imune. Derrick e cols., observaram

em 1999, que recombinagdes de partes ou da maioria dos genes podem ter



envolvimento na geragao de subtipos, como se demostrou em isolados do Canada,
pertencentes ao tipo 2a:P1.5,2 (Derrick e cols., 1999). As seqiiéncias desses
isolados se diferenciavam por numerosas substituigcdes simples de base de regides
fora e dentro das regiGes variaveis. Esses achados apontam que em adi¢gdo com
mutagodes, - variabilidade genética no PorA podem ocorrer por mecanismo de
recombinagdo em regides hiper-variaveis. Outros mecanismos identificados que
geram variabilidade sao duplicagdo de cédon e duplicagdo de cddons triplo em
regides hiper-variaveis, delegéao de quatro cédons insergéo de 1S1301 e mutagao na
regido do promotor do gene de Por A, resultando na perda total de expressao
(Derrick e cols., 1999). Todos essas mecanismos podem resultar em subtlpos de
importancia epidemiolégica pela possibilidade de estarem relacionados a surtos,
podendo ser caracterizados pelo sequenciamento das regibes variaveis de Por A.
Devido a esta limitagao da sorotipagem e sorosubtipagem, o sequenciamento da Por

A pode ser utilizado como método em testes de tipagem.
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Figura 4. Topologia da proteina de Classe1 do sorotipo P1.5a,10d baseado no modelo de van der
Ley e cols., 1991, indicando os dez sitios de substituicdo, fora da VR1; Os circulos indicam sitios de
mutagdes que levam a mudanga de aminoécido e os quadrados expressam sitios com mutagdes
silenciosas. As algas expostos na superficie da célula estdo numerados em romano de 1 a 8. As duas
regides variaveis estdo indicadas em negrito. (Adaptado de Jeifs e cols., 2000).



1.4 CLASSIFICAGAO PELO MLEE (MULTILOCUS ENZYME ELECTROPHORESIS)

Multilocus enzime eletrophoresis tem sido extensamente usado em estudos
de biologia populacional e filogenético, tanto em eucariontes quanto em procariontes
e tem démonstrado ser util diferenciando populacdo genética de bactérias,
especialmente, na caracterizagdo do agente da doengca meningocécica (Caugant,
1998). A técnica identifica variagdes alélicas em genes constitucionais pela migracdo
eletroforética diferenciada em gel de agarose dos produtos destes genes (enzimas).
Todas as bactérias isoladas podem ser caracterizadas pelo padrao dos alelos nos
loci estudados. Pelo menos 15 Joci sdo analisados como padrao para se obter uma
discriminagdo adequada entre cepas de N. meningitidis (Selander e cols., 1986;
Caugant, 1998).

O padrao alélico gerado determina um tipo eletroforético (ET) utilizando
aproximadamente 15 enzimas, este tipo eletroforético corresponde ao genétipo do
organismo (Selander e cols., 1986). O meningococo tem maior diversidade genética
em comparagao com outras bactérias. No entanto, apesar desta diversidade
genética, uma proporgao pequena, em torno de dez ETs, da N.meningitidis tem sido
isolada repetidamente e tém sido causas de surtos por décadas e em varias partes
do mundo, como o ET-5 (Caugant, 1998).

Existe micro-heterogenicidade genética entre cada compiexo de ETs, como o
ET-5, que sdo freqiientemente identificados como causa de surtos. Esses Ets, que
comumente sdo associados a doenga meningocécica, por todo o mundo sendo
diferentes entre si, apenas por uma ou duas enzimas testadas no MLEE (Caugant e

cols., 1986), o que, provavelmente, ocorre devido a eventos recombinantes recentes.

Isto tem levado ao conceito de complexos clonais, também chamados de subgrupos,



grupos ou linhagens, que representam grupos de clones que séo diferentes entre si,

mas que apresentam correlagdo filogenética (Caugant, 1998).

1.5 EPIDEMIOLOGIA

As infecgbes por N. meningitidis sdo associadas a altas taxas de morbidade e
mortalidacie por todo o mundo, ocorrendo de forma endémica, epidémica e
hiperendémica. A incidéncia anual média da doenga meningocécica, durante os
ultimos 30 anos, variou de 1 a 3 por 100.000 habitantes, na maioria dos paises
industrializados, e de 10 a 25 por 100.000 habitantes em alguns paises do terceiro
mundo (Achtman, 1995; Caugant, 1998). Desde 1970, a incidéncia anual devido ao
sorogrupo B tem aumentado, ficando em torno de 5 a10/100.000 hab., em paises da
Europa, nas Américas e Sul da Africa (Caugant,1986). O coeficiente de mortalidade
da doenga meningocécica, no Brasil, de 1988 a 1992 foi de 0,6/100.000 hab. no
periodo, a taxa de letalidade foi de 18,3% a 21,5% no periodo (Ministério da Saude-
FUNASA, 1999) e no ano de 2000 foi registrada uma incidéncia anual de 2,06 /
100.000 hab no pais (Ministério da Saude-FUNASA, 2001).

Diferente das epidemias do sorogrupo A, que se caracterizam por elevado
nimero de casos, muitas vezes como pandemias, primeiramente na Africa, a
transmissdo de doenga meningocécica causada por isolados do sorogrupo B e C
levam apenas a um aumento moderado da incidéncia, mas por outro lado podem
durar varias décadas como hiperendemias (Lystad & Aasen, 1991; Griffiss e
cols.,1987). Uma regido hiper-endémica é caracterizada por niveis elevados de
incidéncia persistindo por longo periodo de tempo (Olyhoek e cols., 1987). Nestas

regides, epidemias ainda podem ocorrer, sendo caracterizada quando em uma

coletividade ou regido o niumero de casos observados excede o nimero esperado
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um determinado periodo de tempo, como aconteceu em Sao Paulo e Rio de Janeiro
nas décadas de 70 e 80 (Ministério da Saude-FUNASA, 2001).

Em regides geograficas distintas no mundo, a distribuicdo da doenga
meningocécica e 0s sorogrupos isolados, variam de uma regiao para outra regido.
Nos Estados Unidos, a incidéncia anual média da doenga meningocécica no periodo
de 1992 a 1996 foi de 1/100.000 hab., com predominio dos sorogrupos B, Ce Y
(Rosenstein e cols., 1999). No entanto, recentemente o sorogrupo Y aumentou de
2% em 1990-1992, para 37% em 1996-1998 (Lingappa e cols., 2001). Na Noruega, a
incidéncia anual variou de 4-8/100.000 hab. entre 1988 e 1998, com predominio dos
sorogrupos B e C (Smith e cols., 1899). Ja nos paises do oeste e centro do
continente Africano, a incidéncia anual média tem sido de 27/100.000 hab., com
predominio do sorogrupo A, que tem sido o principal sorogrupo identificado nas
epidemias ocorridas em todo o mundo (Miller e cols., 1999). Em 1996 a
Organizagdo Mundial de Saulde relatou 153.000 casos de meningite, com mais de
16.000 mortes, na regido do Subsaara, conhecida como "cinturdo de meningite"
(Tikhomirov e cols., 1997). Esta regido que se entende do leste da Etiopia até o
oeste do Senegal, representa uma ameaca recorrente & saide publica, nos ultimos
cem anos, pela alta incidéncia da doenga meningocdcica do sorogrupo A (Schwartz
e cols., 1989). Em 2000, um surto internacional devido ao sorogrupo Wi3s ocorreu,
associado aos peregrinos Hajj, que retornavam de Meca, Arabia Saudita (Popovic e
cols., 2000).

No Brasil, ocorreram varias epidemias seqiiéncias, devido aos sorogrupos A,
B e C, na primeira metade da década de 70. As taxas de incidéncia anual dos
sorogrupos A e C atingiram 170/100.000 hab. A partir de 1976, a ocorréncia voltou a

valores endémicos. A década de 80 observou-se uma baixa incidéncia da doenga,
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com o predominio do meningococo sorogrupo B. A partir de 1986, foi observado um
aumento na incidéncia de casos, com varios surtos epidémicos identificados em
diversas regides do pais, provocados pela introdugdo do sorogrupo B,
especificamente, pela cepa cubana 4,7:P1.19,15 (Sacchi e cols., 1992; Ministério da
Saude-FUNASA, 2001). Apesar do predominio do sorogrupo B, a década de 90 foi
caracterizada por uma diminuigéo proporcional da presen¢a daquele sorogrupo e
aumento progressivo do sorogrupo C (Ministério da Saude-FUNASA, 2001).

A cidade de Salvador apresentou este mesmo perfil epidemiolégico. Em 1973
a incidéncia anual das meningites meningocécicas foi de 4 / 100.000 hab. Nesta
mesma década a incidéncia anual atingiu o indice de 39 / 100.000 hab., em 1975,
associado principalmente ao sorogrupo C (Bryan e cols.,, 1980). Uma segunda
epidemia ocorreu em 1978, devido ao sorogrupo A, atingindo uma incidéncia de
aproximadamente 18 / 100.000 hab. A partir de 1978, a incidéncia da doenga
meningocdcica atingiu o indice de 3,8 / 100.000 hab em 1982, com predominio do
sorogrupo B, seguido do sorogrupo C (Bryan e cols., 1990). No momento, o
sorogrupo B é responsavel por mais de 70% dos casos que ocorrem em micro
surtos. Ainda, ndo ha registros de epidemias, mas, esta ocorrendo a transmisséo de
cepas hiperendémicas, principaimente, dos sorogrupos B e C (Boletim
Epidemiologico/Sesab-SUS, dez., 1999). Em 2000, a incidéncia, na Bahia, foi de
1,26 / 100.000 hab. (Ministério da Satde-FUNASA, 2001).

Em todo o mundo epidemias e hiperendemias da doen¢a, sdo associadas a
disseminagdo de um numero limitado de clones virulentos, identificados pelo MLEE,
na populagéo susceptivel. Alguns estudos demonstraram que subgrupos e clones
foram identificados em regides especificas e que através da andlise genotipica

desses microrganismos foi observado que, cada epidemia ou hiperendemia foi
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associada a propagagdo de um unico clone (Wang e cois., 1992; Caugant, 1998)

sendo os complexos clonais ET-5, ET-37, Grupo A4, Linhagem lll, e Subgrupo I, Il

e V os principais identificados em todo o mundo (Caugant, 1998) (Quadro 2).

Quadro 2. Caracteristicas sorolégicas e fontes geograficas dos complexos clonais (ETs) pelo MLEE,
responsaveis por epidemias de doengas meningocécicas no mundo (Adaptado Caugant, 1998).

Principais
Complexo Clonai Designag3o de cepa Sorogrupo | Soro-Sorosubtipos Fonte geografica
Subgrupo | A 4,21:P1.10 Global
Subgrupo Il Africa A 4,21:P1.20,9 Global
Subgrupo V A 4,21:P1.7,10 China
Noruega 15:P1.7,16
Complexo ET-5 15:P1.16
15:P1.15
15:P1.3,15
B, C (<56%) |4:P1.12 Global
4:P1.3
15:P12,13a
Chile 15:P1.3
Cuba 4,7,P1.19,15
Holanda 2b:P1.2 Américas, Europa €
Grupo A4 B,.C 2b:P1.10 Africa do Sul
Brasil
2b:P1.3
Europa, Nova Zelandia e
Ltinhagem lil Holanda B8 4:P1.4 Américas
2a:P1.5.2 ArabiaSaudita *Peregrino
Hajj
2a:P1.5,10
EUA Canada
Complexo ET-37 C, Wiss 2a:P1.5
Australia, inglaterra
2a:P1.15

Brasil




Complexo ET-5

Andlises dos genotipos identificados pelo multilocus enzimatico, em uma
colegao de cepas da Dinamarca, estabelecido no inicio de 1940 e da Holanda e
Noruega no inicio de 1960, identificaram que o primeiro isolado do complexo ET-5 foi
de um paciente da Noruega, em 1969, cinco anos antes do primeiro relato da
epidemia, devido a este complexo (Caugant, 1998). Isto indica, que a epidemia pelo
complexo ET-5, ndo ocorra tao logo a cepa seja introduzida na populagao, devido a
baixa transmissdo do clone (Caugant,1998). A partir da década de 70 isolados
pertencentes ao complexo ET-5 foi identificado em diversas partes do mundo sendo
responsavel por surtos em diversas regidoes geograficas. A distribuicao geografica e
temporal dos isolados, pertencentes ao complexo ET-5, € demonstrada na figura

abaixo (Figura 5).

Figura 5. Distribuigdo geografica de surtos causados por clones do complexo ET-5. As datas
indicadas referem-se ao periodo da primeira identificagdo em cada regido (Caugant, 1998).



16

O complexo ET-5 é formado por varios Ets, que descrevem o padrao tipico de
alelos nos loci, com diversos sorotipos e sorosubtipos, diferentes entre si, por
apenas uma ou duas enzimas quando testadas no MLEE (Caugant e cois., 1986).
Cada ET & constituido por bactérias com genétipos idénticos identificados pelo
MLEE, supostamente, devido ao fato de que elas tenham se originado de uma
mesma linhagem celular ancestral, sendo desta forma considerados membros de um
mesmo clone (Caugant e cols., 1998; Yakubu e cols., 1999). O clone inicial foi
identificado em 1975 na Noruega, durante uma epidemia causada por meningococos
sorogrupo B, revelando que nos picos da epidemia, mais de 75% dos isolados dos
pacientes, pertenciam ao complexo ET-5, sendo, ao final da epidemia, com
sorogrupo B, embora 1% das cepas ET-5 foram sorogrupo C. Através da
sorosubtipagem destes casos, demonstrou-se que a maioria das cepas ET-5 eram
15:P1.7,16.

Logo a pois a epidemia inicial, novos clones pertencentes ao grupo ET-5
foram identificados no mesmo periodo, na Espanha, uma alta incidéncia de doengas
do sorogrupo B foi observada, onde clones do complexo ET-5, também foram
identificados como responsaveis pela epidemia. Com o predominio de sorotipo e
sorosubtipo, 4:P1.19,15, com poucos isolados pertencentes ao sorotipo dominante
na Noruega, indicando a mudanga nas PorA e PorB neste grupo clonal de ET-5
(Caugant e cols., 1986). Grandes epidemias também ocorreram em Cuba, na
década de 80, pelo mesmo clone da Espanha, agora conhecida por "cepa cubana".
Esta cepa se propagou para Flérida-EUA e América Latina (Caugant e cols., 1986).
Em 1994, foram notificados casos nos estados de Washington e Oregon, associados
também a organismos do complexo ET-5, no entanto, com cepas com o mesmo

padrao de sorotipos das cepas de ET-5 da Noruega, B:15:P1.7, 16 (Reeves., 1995).
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Um novo clone do complexo ET-5, também foi responsavel por surtos que
comecaram em 1985, na cidade de Iquique, Chile, que depois se disseminou por
todo o pais, associado a um novo sorotipo e sorosubtipo, B:15:P1.3 (Caugant e
cols.,1986; Cruz e cols.. 1990).

Desde 1994, casos de cepas sorogrupo C, pertencentes ao complexo ET-5,
tém sido registrados, em Washington e Oregon-EUA. Swatrtley e cols. demonstraram
que a troca da capsula ocorreu por conversdo do gene que codifica a polimerase
capsular, in vivo. Presumivelmente, a co-colonizagdo do sorogrupo B e C, na
nasofaringe humana e a troca genética de genes responsaveis pela biossintese da
capsula por transformacdo e permuta alélica, sdo eventos responsaveis pela
mudanc¢a da capsula (Swartley e cols.,1997). Esse mecanismo pode explicar a
existéncia de cepas com multiplos sorogrupos (Quadro 2), durante epidemias ou por
periodos prolongados, mas com 0 mesmo padrdo de sorotipos e sorosubtipos.
Mesmo assim 0 mecanismo de pressao evolucionaria, presumivelmente associada
com resposta imune na populagio que selecionou ET-5 pertencente ao sorogrupo C,
n&o e conhecido.

Os primeiros isolados identificados como ET-5, foram introduzidos no Brasil,
em 1979, embora s6 fossem associados a aumento da incidéncia da doenga,
especialmente, em Sao Paulo, depois de 1985, por causa de epidemias. Entre 1980
—1986, a incidéncia anual média, na Grande Sao Paulo, foi em torno de 1,0-
2,0/100.000 hab.; apés a introdugdo da “cepa cubana” 4,7:P1.19,15, pertencente ao
complexo ET-5, a incidéncia foi se elevando até atingir o indice 5/100.000hab., em

1990 (Sacchi e cols.,1992).



Complexo ET-37

O complexo ET-37, representa um grupo de clones associado a epidemias,
nos uitimos 40 anos, em todo o mundo. O primeiro surto do clone ET-37 foi
documentado nas forgcas armadas americana, em 1960 (Wang e cols.,1993;
Brundage -e cois.,1987). Os sorogrupos B, C, W35 e Y, estdo relacionados neste
complexo, presumivelmente, pela troca de capsula, devido a recombinag¢éo génica e
sdo caracterizados pelos sorotipo 2a e sorosubtipos, P1.5,2 ou P1.5 (Caugant e
cols.,1987; Craven,1978).

Este complexo foi responsave! por um surto, no Brasil, em 1976, devido ao
sorogrupo C (Caugant e cols., 1987). Cepas do sorogrupo B, pertencentes ao
complexo ET-37, também foram identificadas em casos de meningites na China em
1974. A maioria das cepas sorogrupo C, isoladas nos EUA, Europa e em paises da
Africa, na década de 80, também pertenciam ao complexo ET-37 (Wang e cols.,
1993). Na Africa, freqilentemente, foram encontrados isolados pertencentes aos
sorogrupos Y ou W35 (Guibourdenche e cols., 1996).

Entretanto, o impacto na doenga desse complexo, esta diminuindo por razdes
ainda nao entendidas. Na Ultima década, 10 a 20% das doeng¢as meningocdcicas, na
Noruega, foram causadas por organismos do sorogrupo C pertencentes ao
complexo ET-37 (Caugant,1998). Recentemente, contudo, no ano de 2000, foram
relatados mais de 300 casos confirmados de doenga meningocdcica nos EUA,
Franga, Inglaterra e Ardbia Saudita, todas associados a peregrinos Hajj, cujos
isolados bacterianos do complexo ET-37 pertenciam ao sorogrupo W35 sorotipo e

sorosubtipo, 2a:P1.5,2 (Popovic e cols., 2000; Claus e cols., 2001).



Grupo A4

Um outro complexo clonal associado a epidemias e hiperendemias é o grupo
A4 (Caugant e cols.,, 1987) que pode estar associado aos sorogrupos C e B e
geralmente caracterizado pelo sorotipo e sorosubtipo, 2b:P1.2 ou 2b:P1.10. A
primeira identificacdo do grupo A4, foi feita na Holanda, em 1961 (Caugant e cols.,
1990) e em 1970, foi causa comum de doeng¢a nos EUA, Canada, Reino Unido,
Islandia e muito outros paises europeus e também foi responsave! por epidemias do
sorogrupo B, em 1979 na Cidade do Cabo, Africa do Sul. (Caugant e cols.,1990;
1987).

Nos uiltimos anos, clones do grupo A4 tém sido associados ao aumento de
incidéncia de doengas do sorogrupo C, em criangas no Brasil, em particular, na
grande Sao Paulo, no periodo de 1989-1990 onde ocorreu uma epidemia devido a
este grupo, que representou 74% dos isolados pertencentes ao sorogrupo C, (Sacchi
e cols.,, 1992). Neste mesmo periodo, cepas epidémicas de N. meningitidis
C:2b:P1.3 também foram responsaveis por epidemias em Curitiba, onde a incidéncia
meédia anterior a este periodo era de 1,6/100.000 hab., atingindo o indice de
10,45/100.000 hab. em 1990 (Sacchi e cols., 1994).

Linhagem i

Um novo complexo denominado Linhagem Il (Caugant e cols., 1990), foi
identificado, na Holanda, em 1980, sendo que, em 1990 20% dos isolados
pertenciam a este novo complexo (Scholten e cols., 1994). Este complexo foi
encontrado com baixa frequéncia em outros paises da Europa. Entretanto, no
comeg¢o dos anos 90, na Nova Zelandia, ocorreu uma epidemia associada a

introducdo de cepas B:4:P1.4, pertencentes a Linhagem lll (Carion e cols.,1997).
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Cepas desse grupo foram recentemente encontradas no Chile, demonstrando que
este clone, também, € encontrado no continente Americano (Caugant, 1998).
Subgrupos | e 1l

O sorogrupo A pode ser dividido em nove complexos ou subgrupos, destes os
subgrupos- | e lll, foram responsaveis por trés pandemias, nos ultimos 30 anos
(Wang e cols.,, 1993). Os isolados de subgrupo |, pertencem ao sorotipo e
sorosubtipo 4,21:P1.10 e do subgrupo !ll pertencem ao sorotipo e sorosubtipo
4,21:P1.20,9. O subgrupo | foi, primeiramente, descrito no Reino Unido, em 1941
(Achtman, 1995), mas epidemias do sorogrupo A ocorreram em varios paises,
durante a Segunda Guerra Mundial. Sendo identificado, em 1960 no Norte da Africa
e em paises do “cinturdo de meningite meningocécica africano”. Em 1970, propagou-
se para o continente americano, onde causou surto da doenga, no Brasil, EUA e
Canada (Olyhoek e cols., 1987; Peltola, 1991; Sacchi e cols., 1992). No mesmo
periodo, também foi encontrado na Europa e na Africa, em epidemias na Nigéria e
Ruanda, aparecendo estando na Africa do Sul em 1968 (Olyhoek e cols.,1987).
Também surtos na Nova Zelandia e Australia ocorreram entre 1980 e 1990 (Wang e
cols., 1992).

Clones do subgrupo lll, especialmente, o clone lil-1, foram responsaveis por
duas pandemias, ambas iniciadas na China, ha 15 anos (Olyhoek e cols.,1987). Em
1974-1975, uma epidemia causada por isolados do sorogrupo C, em Sao Paulo, foi
repentinamente substituida por uma epidemia mais grave, causada pelo sorogrupo
A, que estava associada ao clone lll-1, no entanto, poucos casos foram analisados
pelo MLEE (Olyhoek e cols., 1987). Provavelmente essa cepa foi responsavel por
surtos em Salvador devido ao sorogrupo A. Muitas epidemias ocorreram ao longo

das Ultimas décadas, tendo como responsavel, o clone IlI-1, em 1990, na China,
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(Olyhoek e cols., 1987) e em 1987, durante peregrinagéo Hajj, para Meca (Moore e
cols.,1989). A introdugdo de cepas do subgrupo Ill no continente Africano depois da
peregrinagdo Hajj, em 1987, levou ao aparecimento de epidemias e surtos fora do

tradicional cinturdo de meningite (Caugant, 1998).

1.6 VACINAS CONTRA A DOENGCA MENINGOCOCICA

O alto indice da doenga, em criangas, a sua rapida disseminagao e a alta taxa
de morbidade e mortalidade, indicam para a necessidade de pesquisas de vacinas
contra a N. meningitidis (Poliard e Levin, 2000), sendo a distribui¢do de sorogrupos a
base para a realizagdo dos programas de vacinagdo. Uma vacina sera eficaz,
quando for imunogénica e capaz de produzir uma protegdo duradoura,
principalmente, na populagdo alvo que tem mais risco de adquirir doenga
meningocdcica, criangas até os quatro anos de idade (Requejo, 1997).

A vacina monovalente A, vem sendo utilizada em paises africanos, durante
as ultimas décadas, mostrando eficacia em situagbes de epidemia (Erwa e cols.,
1973; Wahdan e cols., 1973, Wang e cols., 1984). No entanto, estudos demonstram
que cinco anos ap6s a vacinagdo, os titulos de anticorpos retornam aos valores
iniciais, principalmente, em criangas que tinham menos de quatro anos de idade na
época da vacinagao. A eficacia de 87% registrada apos o primeiro ano de vacinagéo
decai para 70% e 54% no 2° e 3° ano respectivamente (Ceesay e cols., 1993,
Reingold e cols.,1985).

O mesmo ocorre com a vacina C, sobretudo em menores de dois anos de
idade, pelo fato de que a resposta anticérpica ao polissacaride é T -independente e
consequentemente n&o induz a meméria imunolégica nessas criangas, devido a
imaturidade do sistema imune (Peltola, 1983). Por exemplo, a imunizagéo realizada

em Sao Paulo, durante a epidemia de 1971-74 apresentou fraca imunogenicidade
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nesta faixa etaria, mas, foi suficiente para diminuir o risco da doenga, na faixa de 24
a 36 meses (Taunay e cols., 1975;1978). Estudos indicam uma efetividade entre 52 -
60%, em criangas menores de 2 anos de idade, que foram acompanhadas até dois
anos apos a vacinacao (Rosenstein e cols., 1999).

Experiéncias tém sido avaliadas no uso de vacina capsular bivalente A e C,
sobretudo na Nigéria (Mohammed & Zaruba, 1981) e no Brasil (Gotschiich e cols.,
1978), onde resultados similares foram obtidos. Durante os anos epidémicos de
1977 a 1980, na provincia de Bauchi, Nigéria, mais de 2,5 milhdes de criangas de 3
a 15 anos de idade foram vacinadas com A e C, onde ocorreu um decréscimo
significativo do numero de casos da doenga na regido indicando que a vacinagdo em
massa pode oferecer uma melhor expectativa na contengdo de epidemias de
meningite meningococica (Mohammed & Zaruba, 1981). Em Sao Paulo entre 1972-
1974 ocorreu uma epidemia devido aos sorogrupos A e C com um indice de 179
casos por 100.000 hab. Neste periodo 95% da populagéo foi vacinada com a vacina
bivalente A e C. (Gotschiich e cols., 1978). A partir de 1980, o indice da doenga
meningocécica ficou em torno de 1,0 a 1,4 casos por 100.000 hab (Sacchi e cols.,
1992). Investigagbes sobre a eficacia desta vacina foram realizadas, e foi observado
que apesar de esta relacionada a diminuicdo do numero dos casos apds a sua
aplicagdo, a idade tem sido um fator crucial para a soro-converséo e persisténcia
dos niveis dos anticorpos, onde a soro-conversdo contra o sorogrupo A foi
observada nos menores de trés meses de vida, no entanto, uma resposta
significante contra o sorogrupo C (Lepow e cols.,1986). Em um estudo realizado na
Africa, a eficacia da vacina durante os dois anos apds a vacinagao foi estimada em
78% (Greenwood e cols., 1986) e cinco anos ap6s a vacinagdo os niveis de

anticorpos retornaram a valores pré-imunizagao (Ceesay e cols., 1992).
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Em 1982, a vacina polissacaridica tetravalente, que confere prote¢cao contra
os sorogrugos A, C, Y e Wjs3s foi introduzida nos EUA. Extensas experiéncias com
esta vacina, tém demonstrado seguranga e os efeitos adversos sdo geralmente
moderados (Lepow e cols., 1986). No entanto, vacinag¢ado de rotina, na infancia, com
a vacina tetravalente, nao é recomendada, uma vez que € relativamente ineficaz nas
criangas < de 2 anos, sendo pobremente imunogénica (Lepow e cols., 1986) e o
risco em maiores de dois anos nido é alto, ndo podendo ser beneficiadas pela
prote¢do. Além disso, os polissacarideos da vacina induzem uma resposta imune de
células B, T-independente, ndo conferindo uma resposta imune adequada nesta
faixa etaria (WHO, 1998). Por esses motivos, a vacina tetravalente tem sido utilizada
primariamente no controle de epidemias onde tem um aumento significante no risco
nas populagdes maiores de dois anos ou em outras situagdes de risco, como na
imunizacdo de recrutas militares (WHO,1998).

Assim, como a vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b,
polissacarideos de meningococos A, C, Y, W35 tém sido, quimicamente, conjugados
com proteinas carreadoras. Essas vacinas conjugadas induzem a resposta de
células B, T-dependente, resultando em uma resposta Imune adequada que produz
anticorpos anti-capsulares e também induz o aparecimento de meméria imunolégica
dessas respostas, elevando os titulos de anticorpos nas doses subsequentes
(Lepow e cols., 1999).

A utilizagdo de vacinas conjugadas tem sido avaliada e estudos tém
demonstrado que a utiliza¢do destas vacinas podera reduzir de forma significativa a
incidéncia da doenga meningocécica. Um estudo realizado nos Estados Unidos para
avaliar estratégias para o uso de vacinas conjugadas mostrou que a adigédo de

sorogrupo Y na vacina conjugada contra sorogrupo C, usada na vacinagao infantil,
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podera resultar na redugdo da incidéncia em torno de 48% das doengas
meningococicas no pais (Lingappa e cols., 2001). Na Inglaterra foi realizada uma
analise da eficacia da vacina conjugada contra o sorogrupo C, 11 meses apoés a sua
introdugdo, e ficou demonstrada uma eficacia de 97% nos adolescentes e 92% nas
criangas, -confirmando a superioridade da vacina conjugada sobre a vacina
polissacaridica, as quais sao ineficazes em criangas jovens (Ramsay e cols., 2001).

O sorogrupo B possui a capsula polissacaridica fracamente imunogénica em
humanos (Griffiss e cols.,1991), isto & atribuido a uma tolerancia devido a sua
semelhanga com oligdmeros a-(2—8) do acido sidlico ou acido a-(2—8) N-acetil-
neuraminico, presentes também nos glicopeptideos humanos (Brisson e cols.,
1992). Desta forma, as estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra o
sorogrupo B, tem como alvo, principalmente, os antigenos nao-capsulares, como por
exemplo, as proteinas da membrana externa (Frasch, 1989). Um aumento de
anticorpos contra proteinas de membrana, que embora isoladamente nao tenham
poder bactericida, pode agir sinergicamente com os anticorpos anti-polissacaridicos
pré—existentes, para elevar a atividade bactericida contra o meningococo B (Frasch
e cols.,1976; Zollinger e cols., 1978;1987). Entretanto, a consideravel diversidade
antigénica das proteinas da membrana externa, bem como a variacéo temporal e
geografica, podem limitar a utilidade da vacina (Tondella e cols., 2000).

Na década passada, vacinas contra sorogrupo B, com diferentes
composigbes de epitopos de Por A foram desenvolvidas, baseando-se na
prevaléncia dos sorosubtipos, em diferentes areas geograficas (Peeters e cols.,
1996; Perkins e cols.,1998). Desta forma, a identificagdo da distribuicdo de
sorosubtipos em uma regido, se faz necessaria para o desenvolvimento de vacinas

apropriadas a cada situagdo local. Como exemplo a VA-MENGOC-BC, produzida
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pelo Instituto Finlay em Havana, Cuba (cepa cubana utilizada, CU385 B:4:P1.15) e a
produzida no Instituto Nacional de Sadde Publica em Oslo, Noruega (cepa
norueguesa utilizada, 44/76, B:15:P1.7,16), baseada em proteinas de membrana
externa Classe 2; Sacchi e cols., demonstraram que em 10 estados brasileiros
ocorre a prevaléncia de apenas trés sorosubtipos (P1.19,15; P1.7,1; P1.7,16) do
meningococo B, o que permitiria o uso de uma vacina baseada nesses tipos (Sacchi
e cols., 2001).

A vacina cubana, VA-MENGOC-BC, que consiste de 50ug de OMP e 50ug de
polissacarideo sorogrupo C por dose, preparada a partir da cepa CU385, B:4:P1.15,
tipo predominante em Cuba e no Brasil, resultou numa protegdo eficaz de 83%
quando experimentada em cubanos de 10 a16 anos de idade (Sierra e cols., 1994).
Quando a vacina cubana foi aplicada em S&o Paulo no periodo de 1989-1990, numa
populagdo de 2,4 milhdes de criangas de 3 meses a 6 anos de idade, a vacina
cubana BC mostrou uma eficacia de 74% em criangas com mais de 4 anos de idade,
porém a protegéo nao foi satisfatéria para criangas com menos de 4 anos de idade,
nas quais a eficacia ficou em torno de 37% (Milagres & Melles, 1993; Milagres e
cols.,1994). A vacina norueguesa que ¢ composta por 25ug de OMP, preparada a
partir da cepa 44/76, B:15:P1.7,16, apresentou uma eficacia em torno de 57,2%, em
um estudo realizado em criangas em idade escolar na Noruega em 1991 (Bjune e
cols., 1991).

Apesar de que muitos esforgos estejam sendo direcionados para a laboragéo
de uma vacina adequada, tendo como base a distribuicido dos sorotipos, ja se sabe
que os anticorpos monoclonais utilizados na sorosubtipagem, ndo sdo capazes de

diferenciar todas as sequéncias variantes de Por A, o que pode explicar a perda da
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reatividade do anticorpos anti-meningocécicos para algumas variantes de Por A
(Pizza e cols., 2001).

Apés o sequenciamento completo do genoma da cepa MC58, que pertence
ao sorogrupo B, estudos tém sido desenvolvidos a fim de possibilitar a identificagdo
de novas.-proteinas de superficie que ndo mostram variabilidade na seqéncia de
DNA e aminoacidos entre cepas de N. meningitidis, que poderao ser usadas em
vacinas efetivas, inclusive que sejam capazes de induzir imunidade contra outras

cepas patogénicas do meningococo (Requejo, 1997; Pizza e cols., 2000).

1.7 GENOTIPAGEM E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

O processo de tipagem €& importante epidemiologicamente, por ajudar a
identificagdo dos surtos de infecgao (Woods e cols., 1996), rotas de transmissao de
patégenos (Daubek e cols., 2000), possiveis fontes da infecgdo (Kidd e cols., 2001),
reconhecer, particularmente, cepas virulentas (Johson e cols., 2000), monitorar
programas de vacinagao (Wedege e cols., 1998), para demonstrar associagao entre
0s casos ou entre casos e portadores durante um surto como também para
monitorar mudangas epidemiologicas da doenca ( Roseinstein e cols., 1999; Olive &
Bean, 1999; Yakubu e cois., 1999). Métodos de tipagem molecular sdo necessarios,
nao somente para a epidemiologia e investigagbes genéticas de populacbes, mas
também, para estudos relacionados ao desenvolvimento e aplicacdo de vacinas
(Maiden e cols., 1998).

Varios métodos de tipagem molecular para N. meningitidis, que caracterizam
isolados e que permitem descriminar niveis abaixo de espécie, sdo capazes de
caracterizar toda e qualquer cepa. A técnica considerada o padrdo-ouro para a
tipagem de Neisseria meningitidis, € o MLEE (multilocus enzyme electrophoresis)

que determina o genétipo pela identificacao de alelos de loci que codificam enzimas
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constitutivas tipo "house-keeping”. Alelos séo identificados pela analise da variagao
de mobilidade eletroforética. O MLEE em geral identifica macro-variagbes na
populagdo bacteriana, sendo apropriado para estudo epidemiolégico global de
periodos relativamente longos, sendo a mais apropriada técnica para a identificagdo
de linhagens hipervirulentas (Weis & Lind, 1998; Maiden e cols., 1998). No entanto,
€ uma técnica extremamente laboriosa, requer um tempo extenso para sua
execugdo e o maior problema é a dificuldade de reproduzir resultados de uma
mesma cepa entre laboratérios (Enright e Spratt, 1999). Como alternativa para o
MLEE, foi desenvolvida a técnica do MLST (multilocus sequence typing) que
consiste no sequenciamento direto de fragmentos internos de seis genes
constitutivos, correspondentes as enzimas do MLEE. As vantagens do MLST sao
que uma maior discriminagdo entre populagbes de cepas pode ser detectada, o
método é reproduzivel entre laboratérios e os resultados podem ser facilmente
comparados entre laboratérios, através de um banco de dados via Internet,
possibilitando o monitoramento' de cepas relacionadas a endemias ou epidemias de
meningites meningocoécicas. O MLST esta sendo mais utilizado e tem sido
considerada uma opg¢do ao MLEE (Maiden e cois.,1998; Feavers e cois., 1999;
Enright e Spratt, 1999). No entanto, o MLST é uma técnica que requer uma infra-
estrutura de alto custo, em equipamentos e reagentes que nao sdo disponiveis na
maior parte do mundo atingido pelas doengas meningococicas.

Um outro grupo de métodos de tipagem possui a caracteristica de detectar
micro-variagbes no genoma, 0 que € necessario para distinguir cepas circulando
dentro de uma regido geografica. Neste grupo, a técnica mais utilizada é o PFGE
(pulsed-field gel electrophoresis), através do qual o DNA bacteriano é digerido por

enzimas de restricdo que cortam sitios raros distribuidos no genoma e, em seguida,
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os fragmentos s&o separados por eletroforese em campo pulsatil, gerando padrées
de bandas polimérficos especificos para determinada cepa. O método é altamente
reprodutivel sendo um dos de melhor poder discriminatério e que ja foi utilizado em
diversos estudos de epidemiologia molecular (Bygraves & Maiden,1992; Raymond e
cols., 1997). No entanto, as limitagdes dos métodos sdo: o alto custo de enzimas e
de outros reagentes, laboriosidade e de longo tempo de execugédo (5 a 7 dias), que
reduzem a capacidade dos laboratérios em analisar grande numero de amostras
(Olive & Bean, 1999).

Outros métodos também podem ser utilizados na caracterizagdo do
meningococo, no entanto, s&o aplicados com menor freqUénéia como: analises de
endonuclease de restrigdo, RFLP (Bjorvatn e cols., 1992), ribotipagem (Stull e cols.,
1988) e outros métodos baseados em PCR (Looveren e cols., 1998; Schmink e cols.,
2001). Versalovic e cols. (1991), descreveram um método de tipagem bacteriana,
fundamentado nos padrées dos fragmentos de DNA, cepa especifica, obtidos de
amplificagbes entre elementos repetitivos presente no genoma bacteriano.

Este método baseia-se nos resultados encontrados por Correia e cols.,
(1986) quando identificaram a sequéncia repetitiva em N. gonorrhoeae e N.
meningitidis. Os sitios de inser¢do dessas regides repetitiva sdo polimoérficos entre
cepas distintas, gerando um padrao de bandas também polimérfico. Esta técnica
tambem pertence ao grupo de métodos que detecta micro-variagbes do genoma
(Correia e cols., 1986; Versalovic e cols., 1991). O Rep-PCR (Reagéo de polimerase
em cadeia de regibes palindrdmicas extragénicas repetitivas do genoma), tem sido
usado, com sucesso, para identificar polimorfismo entre cepas de Bartonella

(Rodriguez-Barradas e cols.,1995), Bacillus subtilis (Versalovic e cols., 1991),
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Citrobacter diversus (Woods e cols.,1992) Staphilococcus aureus, meticilina
resistente (DelVecchio e cols., 1995), Streptococcus pneumoniae (Ko e cols.,2000).
Para a N. meningitidis, este o método recebe a designacdo de NgREP-PCR
(Woods e cols., 1896). A técnica é relativamente de facil execugao e aplicavel a um
grande ou- pequeno numero de amostras (Olive& Bean, 1999). Através deste
método, sdo amplificados multiplos fragmentos que diferem de um isolado, para o
outro, conforme sua proximidade clonal e filogenética. Métodos de tipagem
baseados em Rep-PCR tém boa sensibilidade, especificidade é de execugao rapida,
que o torna atrativo, na rotina de vigilancia local e investigagdes epidemioldgicas
(Versalovic & Lupski, 1995). No entanto, alguns trabalhos afirmam que o seu poder
discriminatdrio € menor que o do MLEE e PFGE (Yakubu e cols., 1999). Podendo
discriminar polimorfismos entre capas (taxonomia) mas n&o funciona nas situagdes

epidemiolégicas.



2 JUSTIFICATIVA

A natureza epidémica dos surtos de doengas meningocécicas, mais os dados
de letalidade, demonstram a importancia de estudos epidemiol6gicos desse
patégeno, entre os quais, aqueles relacionados a sua caracterizagdo molecular.

Vérias_estratégias tém sido utilizadas para tipagem da N. meningitidis.
multilocus enzyme electrophoresis (Selander,1986), multilocus sequence typing
(Maiden e cols.,1998; Feavers e cols., 1999), pulsed-field gel electrophoresis e PCR
com primers arbitrarios (Achtman, 1998). Estes métodos apresentam algumas
dificuldades, incluindo disponibilidade limitada de reagentes, necessidade de
capacidade técnica especializada, tempo de execugdo longo e execugdo
extremamente laboriosa.

Diante das caracteristicas de hiperendemia de doenga meningocécica, no
nosso estado e da importancia de se caracterizar o patégeno, para identificar o
modo de transmissdo das cepas hipervirulentas, bem como na possibilidade de se
utilizar a informagao, na aplicagdo de medidas de prevengado, a disponibilidade de
um método simples e eficaz de tipagem molecular podera ser utilizado como
ferramenta indispensavel, em um estudo de investigagéo de epidemiologia molecular
e na definigdo de politicas de satide publica. O NgREP-PCR pode discriminar cepas
como ja descrito em estudos anteriores(Versalovic & Lupski, 1995; Woods e cols.,
1996) e foi utilizado neste trabalho, como ferramenta, na identificagdo e
caracterizagdo de isolados de meningite meningococica, para determinar as cepas
relacionadas, clonalmente, e para validar a aplicagao desse método na vigilancia

epidemiolégica, em Salvador-BA .
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Desta forma a caracterizagdo molecular da N. meningitidis é de fundamental
importancia para os programas de vigilancia epidemiolégica, no controle da doencga

a nivel de satde publica, inclusive para a elaboragao de vacinas especificas.
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3 OBUJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar fenotipica e genotipicamente, a N. meningitidis isolada de casos de

meningites de Salvador-BA.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 lidentificar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da meningite
meningococica na popuia¢io estudada;

3.2.2 Caracterizar a distribuicdo de sorogrupo e sorosubtipo de cepas de
N.meningitidis isoladas dos casos de meningite durante um estudo
populacional;

3.2.3 Validar o uso, como ferramenta nas investigaces epidemiolégicas, do
meétodo de tipagem baseado na amplificacdo por PCR das regides
extragénicas entre elementos repetitivos (NgREP-PCR);

3.2.4 Aplicar esse méetodo de tipagem moiecular na vigilancia epidemioiégica
para identificar as cepas relacionadas clonalmente que contribuem na

transmissa@o da doenga meningocécica, em Saivador-BA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

Estudo do tipo corte-transversal em isolados de N. meningitidis de pacientes
com meningite, referenciados para o Hospital Couto Maia, centro de referéncia para
doengas infecciosas em Salvador, Bahia, responsavel por mais de 95% da

notificagao, na cidade de Salvador.

4.2 PERIODO DO ESTUDO

De 01 de fevereiro de 1996 a 31 de janeiro de 1999.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes de ambos 0s sexos e de todas as idades, atendidos no pronto
atendimento do HCM, com suspeita de meningite € com uma cultura positiva de
liquor por N. meningitidis. O caso era considerado suspeito, quando o paciente, no
pronto atendimento, apresentava os padrdes dos sinais e sintomas como: febre,
cefaléia intensa, vomitos, alteragdo do sensorio, dados vitais alterados, convulsdes,
manifesta¢des cutdneas com purpura, principalmente, se fossem acompanhadas de
rigidez na nuca e em casos de criangas menores de oito meses, se apresentassem

abaulamento de fontanela.

4.4 ISOLAMENTO DAS AMOSTRAS

O isolamento de meningococos foi realizado no laboratério do Hospital Couto
Maia, a partir do liquor, usando-se placas de agar chocolate, preparado com base
Trypiticase Soy Agar (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) enriquecido com
5% de sangue de carneiro desfibrinado e incubadas a 36° C, em lata com vela

(ambiente de aproximadamente 3% de CQ,), por um periodo de 24 a 72 horas. Apés
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o crescimento bacteriano era feita a identificagao de diplococos Gram negativos na
coloracdo de Gram e aglutinagdo anti-soro especifico para N. meningitidis,
sorogrupos A, B e C (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA). Apds o
isolamento do meningococo, a placa de cultura era enviada ao CPqQGM-FIOCRUZ,

para continuidade do estudo experimental.

4.5 ESTOCAGEM BACTERIANA

Apdés novo repique em placa de agar chocolate, a amostra era incubada a
35° C, em estufa com ambiente de 5 % de CO2, por um periodo de 24 horas. Apods
o crescimento era realizada a coloragao de Gram para confirmagéo da auséncia de
contaminagao e entdo a amostra era estocada a -70°C sob a forma de suspensao,
em solugdo contendo 10% de glicerol (DIFCO) e 90% de BHI - Broth Infusion Heart

(DIFCO).

4.6 IDENTIFICAGAO DOS SOROGRUPOS

O metodo de sorogrupagem (Vedros, 1987), foi realizado de acordo as
instrugbes do fabricante (Difco), baseando-se na aglutinagdo macroscoépica soro-
especifica de anti-soros produzidos em coelho contra os diversos antigenos
capsulares (A, B, C, Y, W;35). Reagindo em paralelo a amostra, foram utilizadas as
amostras ATCC 13080 pertencente ao sorogrupo B e ATCC 13102 pertencente ao
sorogrupo C, como controles positivos e negativos; e salina para identificar reagbes
falso-positivas por causa de auto-aglutinagdo (DIFCO Laboratories, Detroit,

Michigan, USA).
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4.7 IDENTIFICAGAO DOS SOROTIPOS E SOROSUBTIPOS

As amostras foram enviadas para a Sec¢do de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz (IAL) em Sao Paulo, centro de Referéncia Nacional para Meningite, onde
foi realizada a sorosubtipagem. A tipagem foi realizada pela técnica de dot-blot,
utilizando anticorpos monoclonais de acordo a lista abaixo (Sacchi e cols.,1998a e
Sacchi e cols., 1998b) (Quadro 3). Os resultados de sorogrupos fornecidos também
pelo IAL, foram usados para confirmar aos obtidos pela sorogrupagem realizada no

CPqGM/FIOCRUZ, para analisar a concordancia dos resultados.

Quadro 3. Anticorpos monoclonals utilizados na determinag&o dos sorotipos e sorosubtipos (SACCHI,
et al.,1998a; SACCHI et al., 1998b),

Anticorpos Monoclonais: Sorotipo Anticorpos Maonoclonais: Sorosubtipo
1 10 P1.1 P1.12
2a 11 P1.2 P1.3a
2b 14 P1.3 P1.14
2c 15 P1.4 P1.15
4 16 P1.5 P1.16
5 17 P1.6 P1.19
7 19 P1.70 P1.20
8 21 P19 P1.22
9 22 P1.10 P1.22-1

4.8 GENOTIPAGEM POR REP-PCR

4.8.1 Primer
As seqiéncias repetitivas, REP, com 26 pares de bases, foram originalmente
identificadas no DNA gendmico em N. gonorrhoeae e, subseqilentemente, em

N.meningitidis por Correia e cols., 1986. Os primers utilizados no presente estudo,
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com 14 pares de bases, foram modificados por Versalovic e cois. (1991) a fim de
identificar regides extragénicas repetitivas designadas Ng-Rep, conforme abaixo:
NgREP-PCR1R - 5 ACA AAA ACC GGT AC 3’
NgREP 2-5" GTTAATTCACTATA 3
4.8.2 Cepas
Foram utilizadas as amostras de N.meningitidis isoladas de pacientes com
meningite meningocécica, conservadas em freezer -70°C no LPBM do CPqGM-
FIOCRUZ. Para a padronizagdao da técnica e para validar a aplicabilidade como
método de tipagem molecular, foram utilizadas como controles geograficos e
temporais, cepas de outras cidades brasileiras da colegao de isolados fornecidos
pelo IAL, Sdo Paulo e pelo INCQS/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, de outros paises,
fornecidas pela Universidade da Califérnia, Berkeley/EUA, do CDC, Atlanta/ EUA, e
as amostras padrées ATCC13077 (A:4,21:nt), ATCC13090 (B:NT:nt) e ATCC13102

(C:NT:P1.5), NCCLS, EUA (Quadro 4).



Quadro 4. Relagdo das amostras utilizadas na validagdo da NgREP-PCR.
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Amostra Ano de isolamento Fornecedor Origem geografica Sorotipo:sorosubtipo MLEE
R-124 1990 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil B:4,7:P1.71 -
R-04 1989 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil B:4,7:P1.19,15 -
R-121 1990 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil W135:19,10:P1.16 -
R-1563 1992 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasit C:2a:P1.3 -
R-1404 1992 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil C:2b:P1.2 -
1215 1971 UCB,EUA Egito B:7:P1.5,2 -
610 1963 UCB,EUA Norte da Europa B:2a:P1.2 -
1322 1971 UCB,EUA Africa B:4,7:P1.7,16 -
2052 1980 UCB,EUA EUA B:NT:P1.5,2 -
559 1968 UCB,EUA Coréia B:4,7:P1.7,1 -
879 1969 UCB,EUA Italia C:2a:P1.5.2 -
1232 1971 UCB,EUA Hawal B:9:P1.2 -
1032 1970 UCB,EUA EUA B:NT:P1.9 -
N.1244 2000 IAL, SP S30 Paulo, Brasil C:2b:P1.3 -
N.1242 2000 1AL, SP S#o Paulo, Brasil C:2b:P1.3 -
N.412 2000 IAL, SP Rio Grande do Sul, Brasil B:4,7:P1.7,1 -
N.1141 2000 {AL, SP Brasilia, Brasil B:4,7:P1.3 -
N.1185 2000 1AL, SP Sao Pauio, Brasil B:4,7:P1.3 -
N.248 2000 IAL, SP Recife, Brasil B;4,7;,P1.19,15 -
N.150 1988 IAL,SP Sao Paulo, Brasil B:4,7.P1.19,15 ET-5
N.348 1988 1AL,SP S4o Paulo, Brasil B:4,7.P1.19,15 ET-5
N.49 1988 IAL,SP Sao Paulo, Brasil B:4,7:P1.19,15 ET-5
M1037 1993 CDC,Atlanta7EUA Oregon, EUA B:4,7:P1.7,16 ET-5
M3570 1997 CDC Atlanta7EUA Maryland, EUA B:4,7.P1.7,16 ET-5
M3579 1997 CDC,Atlanta7EUA Cannecticut, EUA B:15:P1.7,16 ET-5
M4291 - CDC, Atlanta7EUA Minnesota, EUA B:19:P1.7,16 ET-5
M1019 1994 CDC,Atlanta7EUA Califrnia, EUA B:4,7.P1.7,16 ET-5
M262 1993 CDC, Atlanta7EUA Califérnia, EUA B15:P1.7 ET-5
M522 1992 CDC,Atlanta7EUA Noruega B:15:P1.7,16 ET-5

4.8.3 Extragdo de DNA

O método de extragdo de DNA foi uma modificagdo do protocolo de

Rademarker & Bruijn (1997). As amostras congeladas, passaram por dois cultivos

consecutivos em agar chocolate a 35°C, por 24 horas, em atmosfera de 5% de CO2

e em seguida, foi preparada uma suspensao bacteriana com alga bacterioldgica de

0,001mm, de platina em 1,0 mL de salina tamponada (PBS, pH 7,4), com turvagéo
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equivalente a escala 1,0 de McFarland (aproximadamente uma alga cheia). Esta
suspensao foi centrifugada por 2 minutos x 13.500 rpm, a 4°C. A massa bacteriana
foi ressuspendida em 100uL de Tris HCI 10mM, pH 8,0 e incubada em banho
fervente por 15 minutos. Apés centrifugacdo por 10 minutos x 13500 rpm, o
sobrenadante foi diluido na proporgéo de 1:10; 1:100; 1:1000 em Tris HCL 10mM,
pH 8.0, durante a padronizacao e utilizado imediatamente ou conservado a -20°C,
em futuras reagdes.

4.8.4 NgREP-PCR

A mistura reagente foi preparada em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL,
contendo para cada reagao: Tampdo 10x (KCI 500mM, MgCI2 20mM, Tris - HCI
100mM); 2U Taq DNA polimerase recombinante (Gibco BRL, Nova York, EUA);
200uM de cada nucleotideo, dNTPs (Gibco BRL); 1,0uM de cada primer NgREP 1R
e NgREP 2; 2mM de MgCi2 100mM (Sigma); dimetil-sulféxido 100% (Sigma) e agua
ultra-pura (Gibco BRL).

Em tubos tipo eppendorfs de 0,2 mL foi adicionado 5 ul. de amostra e
adicionado 45l da mistura reagente e a amplificagao foi feita em termociclador tipo
Perkin Elmer 2400, seguindo as seguintes incubagdes: 95°C, por 7 minutos (pré-
desnaturagao); 35 ciclos de 90°C, por 30 segundos (Desnaturagdo), 38°C, por 1
minuto (Hibridizagdo) e 65°C, por 8 minutos (Elongacgao); finalizando com 65°C, por
16 minutos.

4.8.5 Eletroforese

Os produtos da PCR foram visualizados contra luz ultravioleta apds
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TAE (Tris - acetato 0,04 M, EDTA 0,01M,
pH 8,0), em corrente constante de 80 volts, por aproximadamente 2 horas, e em

seguida, corados com brometo de etidio (10mg/mL). Em cada gel foi utilizado um
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marcador externo de peso molecular 250pb DNA Ladder (Gibco BRL), aplicado em
trés posi¢des por gel, nas laterais e centro do gel. As imagens foram digitalizadas
pelo sistema de captura de imagem Eagle Eye Il (Stratagene) e arquivadas como
imagens.

4.8.6 Padronizagdao da NgREP-PCR

Concentragdo de DNA

Durante a padronizagdo da NgREP-PCR, foram avaliadas as condi¢des de
extracdo do DNA, tendo sido estabelecido a melhor condigdo para realizagdo do
PCR de facil execugdo e para obter a concentragdo de DNA mais adequada a ser
utilizada. Para a padronizagdo, selecionamos os isolados: GNC01 (B:4,7:P1.19,15),
primeira amostra do nosso estudo, e M610 (B:2a:P1.2), originado da Europa. A
reagdo da PCR foi realizada em duplicata com o extrato bruto de DNA de cada
isolado, com diluigbes de 1/10 e 1/100 de cada amostra e agua como controle
negativo para demonstrar a ndo contaminagéo da reagao.

Conforme demonstrado na figura 6, através da analise das duplicatas, pode-
se observar que houve boa reprodutibilidade intra-experimento. Pode-se observar,
que na diluicdo de 1/10, o isolado GNCO01 apresentou cinco bandas, contra dez, na
diluicéo de 1/100. Ja o isolado M610, apresentou sete bandas na primeira diluigéo,
contra 11, na diluigdo de 1/100. Desta forma, a diluigdo de 1/10 foi escolhida, por
apresentar bandas resolutas e com uma intensidade adequada, para facilitar a
interpretagéo visual dos padrdes, na eletroforese do gel (Figura 6).

A partir de entado, os extratos de DNA de GNCO01 e M610, foram utilizados
como controles de qualidade, em todos os experimentos seguintes. Quando os
padroes destas amostras ndo reproduziram corretamente, ou seja, quando os

padroes desses isolados nao correspondiam aos determinados na padronizagao, o
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experimento foi repetido.

Ladder
250pb
GNCO01
M610
GNCo1
M610
GNCO01
M610
Controle

1000pb—>

5000pb—> lg
ey
e

500pb—>

250pb—>

8§ 9 10 11 12 13 14

Extrato bruto Diluigdo 1/10 Diluigdo 1/100

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de amostras controle em duplicata e em diferentes
diluigbes. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 e 3 correspondem
ao extrato bruto de DNA do isolado GNCO1; 4 e 5 ao extrato bruto do isolado M610; 6 e 7 0 DNA na
diluicéo de 1:10 do isolado GNC 01; 8 e 9 a diluicdo de 1:10 do isolado M610; 10 e 11 a diluigéo de
1:100 do isolado GNCO1; 12 e 13 a diluicdo de 1:100 do isolado M 610 e; 14 o controle negativo da
reacao.
Reprodutibilidade

Outra etapa da padronizacgao foi a avaliagdo da reprodutibilidade da técnica
inter e intra-experimentos, uma vez que toda técnica de tipagem molecular, deve ter
uma boa reprodutibilidade, quando repetida com a mesma cepa, para que possa ser
utilizada com seguranga em estudos de epidemiologia molecular.

Para a demonstragdo da boa reprodutibilidade da NgREP-PCR, foram
realizados trés experimentos consecutivos com quatro amostras (GNC01; M610;
GNC18; GNC124), para observar a repeticdo dos padrées nos experimentos
realizados (Figura 7). Nesta avaliagdo, os isolados examinados apresentaram o

mesmo padrao de bandas nos trés experimentos sendo que o GNC01 apresentou

cinco bandas, o M610, sete bandas, o GNC18, seis bandas e 0 GNC124, quatro
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bandas. Desta forma pode-se observar a reprodutibilidade da NgREP-PCR intra-
experimento (Figura 6) e inter-experimentos (Figura 7).

Ladder

SRAES

5000pb— “

1000pb—

500pb —»

Experimento 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de isolados de N.meningitidis para demonstra
reprodutibilidade do método. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2,
3e4;56e7;8 9e10; 11, 12 e 13; e 14, 15 e 16; correspondem respectivamente aos produtos de
PCR dos isolado GNC01, M610, GNC18, GNC124 e controle negativo, em trés experimentos
diferentes.

4.8.7 Analise dos produtos amplificados e determinagao dos padrdes genéticos

Foram realizados dois tipos de analises dos produtos amplificados para
estratificar cepas em termos de relagédo genética entre si, detectados pelos padroes
de bandas na eletroforese. Uma analise visual, tendo por base a posicdo e o
tamanho das bandas em relagédo ao marcador de peso molecular e uma analise pelo
software GelCompar |l versdo 4.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) da Applied
Biosystems (ABI) baseado na posi¢do e numero de bandas.

Através da analise visual, o padrao foi definido como idéntico quando
possuiam o mesmo numero e posi¢ao de bandas, como isolados relacionados os
que possuissem trés bandas ou menos de diferenga e como isolado néo relacionado
0s que possuissem mais de trés bandas de diferengca dos outros isolados
identificados durante a vigilancia. Os isolados relacionados foram identificadas por

uma letra do alfabeto (Ex. Padrao A), ou seja, isolados do padrédo A refere-se a todas

os isolados identificados durante o estudo, que possuiam até trés bandas distintas



42

entre si e os isolados idénticos, dentro deste padrao, foram identificados por letra e
por um naimero (Ex. Padrdo A1), ou seja, no padrdo A1, estado os isolados idénticos
que possuiam o mesmo numero e posi¢do de bandas dentro do padrao A.

A outra analise foi feita através do software GelCompar Il versdo 4.1 (Applied
Maths, Kortrijk, Bélgica) da Applied Biosystems (ABI), os padrées da NgREP-PCR
foram comparados pelo método de agrupamento UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic avarages), utilizando o coeficiente de Dice, segundo as
instrugdes do fabricante. Esses pardmetros se aplicam em estudos que analisam as
posi¢des e os tamanhos das bandas a serem comparadas. A posi¢cao de tolerancia
de 1,5 % foi aplicada durante as comparagbes dos padroes (Shi e cols., 1996;
Gillespie e cols., 2000 Lindstedt e cols., 2000) sendo determinada a partir da andlise
de igualdade entre os marcadores de pares de bases entre os experimentos. E
significa dizer, até 1,5% de diferenga entre duas bandas, eles sdo consideradas
idénticas. A partir deste indice o programa também determina o indice de
similaridade entre os padrdes identificados.

Os padrdes identificados foram, também, correlacionados com os resultados
de fenotipagem (sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos) e com os padrées obtidos

das cepas de referéncia pertencentes ao complexo ET-5.

4.9 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Foram coletados dados epidemiolégicos dos pacientes internados através de
questionario e revisao de prontuarios. As entrevistas foram realizadas estudantes de
iniciagéo cientifica da Faculdade de Medicina para obter informagées sobre idade,

sexo, uso prévio de antibiético, enderego e outros (Anexo I).
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410 ASPECTOS ETICOS

Pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram selecionados para
o estudo e foram solicitados assinatura do termo de consentimento pds-informado e
para a entrevista ao paciente e/ou o responsavel, sob orientagdo e aprovacao do

Comité de Etica do HCM e do CPqQM/FIOCRUZ (Anexo Il e ill).

4.11 ANALISES DE DADOS

O desenho deste estudo é descritivo e envolveu a coleta consecutiva de todos
os isolados de casos de meningite meningocdcica atendidos no HCM entre o
periodo de fevereiro 96 a janeiro 99, sendo registrada uma perda de 5,2% dos
isolados. Os dados da pesquisa foram cadastrados no sistema Epi-info 6.04 (CDC,
Moutain View, EUA) e os levantamentos de prevaléncia e as caracteristicas da
amostra foram obtidos através do programa Analisys desse sistema. O calculo de
incidéncia foi realizado baseado em informagdes obtidas no Censo IBGE realizado

em 1996.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS DE MENINGITE MENINGOCOCICA

Durante o periodo do estudo, de fevereiro de 1996 a janeiro de 1999, foram
identificados no Hospital Couto Maia, Salvador-BA, 272 casos de meningite
meningocécica (Grafico 1). Sendo, 56,2% provenientes de Salvador e 43,8% de
outros municipios da Bahia, tendo em vista que este hospital € referéncia para
doengas infecciosas do Estado. De dez-96 a fev-97, a meningite meningocdcica
demonstrou-se como uma doenga endémica com variagdes. Teve periodos de
aumento de casos associados aos meses de inverno e um relativo aumento entre os
meses de ago-98 a dez-98, correspondendo a uma micro-epidemia ocorrida em
Salvador, quando foram registrados 34 casos sendo que 69,9% desses casos
concentravam-se nos distritos sanitarios de Sao Caetano/Valéria, Ferroviario e

Liberdade.

N° de casos

Més de identificagdo

Grafico 1. Distribuicdo dos casos de meningite meningocécica, no periodo de fev/96 a jan/99 (N=272)
identificados no Hospital Couto Maia-Salvador/BA.
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Baseado nos 56,2% (149 de 272) de casos que sdo moradores de Salvador, a
incidéncia anual média foi de 2,25 casos por 100.000 hab. conforme censo (IBGE,
1996) (Grafico 2). A faixa etaria com maior incidéncia anual, foi entre menores de
dois anos de idade, onde foi registrada uma incidéncia anual média de 14,19 por
100.000 hab (Grafico 3). A distribuicdo por sexo demonstrou que 56,8% dos
pacientes pertencem ao sexo masculino e 43,2% pertencem ao sexo feminino,
registrando uma incidéncia nos homens de 2,73 casos por 100.000 hab. e nas

mulheres de 1,82 casos por 100.000 hab.

Incidéncia anual
(casos por 100.000)

02/96 - 01/97 02/97 - 01/98 02/98 - 01/99

Periodo (anos)

Grafico 2. Distribuigdo anual de meningite meningocdcica, em Salvador - BA identificada no HCM, nos
anos de 1996 a 1999. Incidéncia anual média foi de 2,25 por 100.000 hab.

Incidéncia anual média
(casos por 100.000 hab.)

0-2 2-4 5-14 15-24 >25
Faixa etéria (anos)

Grafico 3. Distribuicdo dos casos de meningite meningocécica, por faixa etaria, identificados no HCM,
no periodo de 1996 a 1999, em Salvador-BA.
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Os principais sinais e sintomas relatados na admissao do paciente, no pronto
atendimento, foram: febre (98,1%), nausea e vémito (80,4%), cefaléia (71,9%),
rigidez de nuca (39,5%) e convulsées (13,8%). Durante o internamento foi observado
que 11,9% dos pacientes tiveram convulsdes e 7,6% tiveram sinais neurolégicos
focais alterados com complicagdes e que, 7,2% dos pacientes necessitaram de
atendimento em UTI, com uma duragdo média de trés dias. A taxa de letalidade da
doenga foi de 7,9%, com um total de 21 mortes no total de 272 internagdes. A
duragdo mediana de internamento foi de 1-40 dias. O indice de sequelas foi de

4,7%, sendo a perda auditiva e ataxia, as mais freqlentes.

5.2 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS ISOLADOS DE N. MENINGITIDIS

Dos 272 pacientes com cultura de liquor positiva e identificados no
HCM/Salvador-BA, 94,8% (258 de 272) tiveram isolados que foram analisados. A
perda de 5,2% (n=14) das amostras foi por causa de contaminagédo ou perda nos
repiques das culturas. A analise de distribuicdo dos sorogrupos demonstrou um
predominio do sorogrupo B, em 79,8% (206 de 258) das amostras, seguido do
sorogrupo C em 18,6% (48 de 258), do sorogrupo W35 em 1,2% (3 de 258) e do
sorogrupo Y em 0,4% (1 de 258). Nenhum isolado pertencia ao sorogrupo A (Grafico

4),
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Grafico 4. Distribuigdo dos casos (n=272) por sorogrupo de N. meningitidis, de isolados identificados
no HCM no periodo de fevereiro de 1996 a janeiro de 1999.

Os resultados de sorotipo e sorosubtipo, do Instituto Adolfo Lutz/SP,
demonstram o predominio do sorotipo e sorosubtipo 4,7:P1.19,15, em 63,2% (163
de 258) das amostras, semelhante ao perfil da cepa cubana do complexo ET-5,
seguido do 4,7:P1.7,1 em 4,3% (11 de 258), do 2a:P1.2 em 3,5% (9 de 258), do
4,7:P1.3 em 1,9% (5 de 258), do NT:nt em 2,3% (6 de 258), que corresponde a
isolados que nao foram identificados pela bateria de anticorpos monoclonais, e em
24,8% (64 de 258) outros correspondentes a 40 outras combinagbes de sorotipos e
sorosubtipos, incluindo os parcialmente nio tipaveis. Entre os 163 isolados do

sorotipo e sorosubtipo 4,7:P1.19,15, 93,3% pertenciam ao sorogrupo B e somente

6,7% eram do sorogrupo C (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia dos sorotipos e sorosubtipos dos isolados de N.meningitidis identificados no
HCM, no periodo de fevereiro/96 a janeiro/99.

Sorotipo e sorosubtipo Frequéncia % Sorogrupo B % Sorogrupo C
n (%)
4,7:P1.19,15 163 (63,2) 93,3 8,7
4,7:P1.7,1 11 (4,3) 100 0
2a:P1.2 9 (3,5) 0 100
NT:nt 6(2,3) 0 100
47P13 5(1,9) 100 0
Outros* 64 (24,8) 59,4 34,4
N&o tipadas 14(5,3) - -
Total 272(100) 79,8 18,6

* Foram identificados um total de 40 outras combinagdes de sorotipos e sorosubtipos, incluindo os
parciaimente nao tipaveis nestas 64 amostras.

O sorotipo e sorosubtipo 4,7:P1.19,15 ocorreu em praticamente todo o
periodo do estudo, exceto entre Fev e Mar/97, enquanto que os demais sorotipos e
sorosubtipos foram esporadicamente observados, como os tipos B:4,10:P1.1,
C:4,21:nt; W135:19,10:P1.16. Os sorogrupos W135 e Y foram, respectivamente,
responsaveis por 4,7% e 1,5% dos casos pertencentes a outros sorotipos e

sorosubtipos. (Grafico 5).
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Grafico 5. Distribuigdo dos sorotipos:sorosubtipos de N. meningitidis identificadas no periodo de
fevereiro/96 a janeiro/99, no Hospital Couto Mala- Salvador/BA.

5.3 CARACTERIZAGAO GENOTIPICA

5.3.1 Avaliagédo do método
Discriminag&o dos sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos

Apbs a padronizagdo do método onde ficaram determinados quais seriam as
condigbes ideais para a execugdo da técnica, foi realizada a validagdo do método,
para que possa ser utilizado como ferramenta de tipagem molecular, através da
determinagao do seu poder discriminatério.

A primeira analise realizada foi para constatar se 0 método diferenciava
amostras que possuissem diferentes fenétipos. Para tanto foram selecionadas
amostras padrées de ATCC e isolados do estudo pertencentes a diferentes
sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos. Através da analise da Figura 8, pode-se
observar que o NgREP-PCR discriminou isolados pertencentes a sorogrupos

distintos, inclusive, as amostras padroes ATCC13077, 13102 e 13090 que
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pertencem aos sorogrupos A, C e B, respectivamente, como também isolados
pertencentes ao mesmo sorogrupo, como entre os isolados do sorogrupo B, C e
Wi3s. No entanto, pudemos observar que alguns isolados ainda apresentaram
padrao de bandas idéntico, mesmo pertencendo a sorogrupos distintos, como entre
os isolados do sorogrupo B e C e entre os sorogrupos Wi3se C.

A partir da analise dos sorotipos e sorosubtipos a que esses isolados
pertenciam, foi observado que os isolados que possuiam diferentes sorogrupos com
mesmo padrdo de bandas, na realidade, correspondiam a amostras com mesmo
sorotipo e/ou sorosubtipo. Por exemplo, os isolados GNC22 (B:4,7:P1.19,15) e
GNC70 (C:4,7:P1.19,5) apresentaram o mesmo padrdo de bandas pelo NgREP-
PCR, bem como, os isolados GNC184 (Wi35:2a:P1.5,2) e GNC270 (C:2a:P1.5).
Além disso, foi observada a presenga de isolados com sorosubtipos distintos, mas
que apresentaram padrdao de bandas idéntico, como o GNC22 (B:4,7:P1.19,15) e
GNC32 (B:4,7:P1.7,1).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis para
demonstrar o poder discriminatério do método, frente a diferentes sorogrupos, sorotipos e
sorosubtipos. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a GNCO01-
B:4,7:P1.19,15; 3 a M610-B:2a:P1.2; 4 a ATCC13077-A:4,21:nt; 5 a ATCC13102-C:NT:P1.5; 6 a
ATCC13090-B:NT:nt; 7 a GNC128-B:4,7:P1.3; 8 a GNC199-B:19:P1.4; 9 a GNC22-B:4,7:P1.19,15; 10
a GNC32-B:4,7:P1.7,1; 11 a GNC70-C:4,7;P1.19,15; 12 a GNC150-C:2b:P1.5,10; 13 a GNC270-
C:2a:P1.5; 14 a GNC184-W35:2a:P1.5,2; 15 a GNC91-W,35:19,10:P1.16; 16 a GNC88-Y:17,10:P1.5;
17 ao controle negativo.
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Discriminagéo de isolados originados de diferentes regiées geograficas

Foram realizados experimentos com isolados originados de diferentes cidades
brasileiras fornecidos pelo Instituto Adolfo Lutz, Centro de Referéncia Nacional para
Meningite, do INCQS, Rio de Janeiro e de outros paises da colegédo de meningococo
da Universidade da Califérnia, Berkeley/EUA, com a finalidade de permitir a
associagado de nossas cepas com as de distintas regides geograficas, através do
meétodo aplicado neste estudo. Alguns isolados apresentaram padrdes singulares,
quando comparados aos da nossa populagdo, como por exemplo, o padrdao do
isolado da Nigéria 1322 (B:4,7:P1.7,16). Porém, também, foram encontrados
isolados com padrdo de bandas idéntico aos obtidos no experimento anterior,
sobretudo, aqueles com mesmos sorotipos e/ou sorosubtipos. Como exemplo, os
isolados dos estados de Sao Paulo, N1242 (C:2b:P1.3) e N1244 (C:2b:P1.3) e Rio
de Janeiro, onde os isolados R124 (B:4,7:P1.7,1) e R04 (B:4,7:P1.19,15) possuiam
padrao semelhante, como também, alguns isolados de outros paises como, EUA,
2052 (B:NT:P1.5,2) e ltalia, 879 (C:2a:P1.5,2) e Coréia, 559 (B:4,7:P1.7,1) (Figura
9).

i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis
originados de diferentes regiées geograficas. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases
Ladder 250pb; 2 a GNCO01; 3 a M610 (Europa); 4 a 1322 (Nigéria); 5 a 2052 (EUA); 6 a 559 (Coréia);
7 a 1232 (Hawai); 8 a 1215(Egito); 9 a 879 (ltalia); 10 a 1032 (EUA); 11 a R124 (Rio); 12 a R04 (Rio);
13 a R121 (Rio); 14 a R1563(Rio); 15 a R1401(Rio); 16 a N1242(SP); 17 a N 1244(SP); 18 a
N1185(SP); 19 a N1141(DF); 20 a N412(RS); 21 a N248(PE); 22 ao controle negativo.
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5.4 VALIDAGAO DA NGREP-PCR PARA USO EM VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Do total de 258 isolados de N. meningitidis armazenados no LPBM/CPqGM,
218 (84,5%) foram tipados pelo NgREP-PCR. Os outros 40 isolados foram excluidos
por pertencerem ao tipo 4,7:P1.19,15, uma vez que nas 123 amostras analisadas
apresentarém padrao idéntico.

A analise visual foi realizada pela comparagdo dos numeros e posi¢cées das
bandas, onde foram consideradas com pertencentes a um mesmo padréo as
amostras que possuiram até trés bandas de diferenga e amostras idénticas, clones
do padrdo, as que possuiram o0 mesmo numero e posi¢ao de bandas (Tabela 2). A
analise visual constatou que o NgREP-PCR permitiu a identificagdo de 34 padrbes
distintos baseados no n° e posi¢cado de bandas (Tabela 2). Do total de padroes, 16
abrangeram 91,7% (200/218) do total das amostras e apresentaram clones
multiplos. Dezoito foram constituidos por clones singulares. Entre os clones, o A1 foi

o principal identificado, presente em 72,4% (158/218) dos padrées (Figura 10).

1 2 3 A S 6. .7...8. 910 .11 12 =13 .14 _15 16,17 1811020

Padrdes Al Bl Cl El Fl Gl L1 M1 Ql

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis representando os
diferentes padrdes obtidos das amostras do Hospital Couto Maia no periodo de de Fev/96 a Jan/99. As colunas
1, 12 e 21 correspondem ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a GNCO01; 3 a M610; 4 a GNC111
B:4,7:P1.19,15; 5 a GNC32 B:4,7:P1.19,15; 6 a GNC46 C:2b:P1.5; 7 a GNC139 C:2b:P1.5; 8 a GNC128
B:4,7:P1.3; 9 a GNC136 B:4,7:P1.3; 10 a GNC27 C:2a:P1.5; 11 a GNC54 C:2a:P1.5,2; 13 a GNC209 C:NT:nt;
14 a GNC120 C:NT:nt; 15 a GNCO02 C:2a:P1.5; 16 a GNC184 W13s:2a:P1.5,2; 17 a GNC186 C:17,7:P1.7,13; 18 a
GNC170 C:4,7:P1.22-1,14; 19 a GNC79 B:7:nt; 20 ao controle negativo.

21



53

O padrao A associou-se, principalmente, as amostras pertencentes aos tipos
B.4,7:P1.19,15, C:4,7:P1.19,15 e B:4,7:P1.7,1, onde, 97,5% (158/162) dos clones
apresentaram um deste sorotipos e sorosubtipos que estdo correlacionados ao
complexo ET-5, cepa cubana. O padrao A também representou outros sorotipos e
sorosubtipos que parecem ser variantes do tipo 4,7:P1.19,15 (4,7:P1.22-1.14, 4 7:nt;
NT:P1.5,2, 14:P1.7,1, 4,10:nt, 4,7:nt), por apresentar semelhangas no sorotipo ou

sorosubtipo e por possuirem o mesmo padrao no NgREP-PCR.

Através da NgREP-PCR foi possivel, também, o agrupamento de amostras
com outros sorotipos e sorosubtipos correlacionados, sendo estes sorosubtipos
associados a outros grupos de clones hipervirulentos (Tabela 2). O padrao B foi
associado as amostras pertencentes ao sorotipo C:2b:- -, sorotipo que esta
associado ao Grupo Ay Ja o padrao C, foi correlacionado ao tipo B:4,7:P1.3,
presente em amostras pertencentes a Linhagem ill. De uma forma geral, os padrées
E e G foram associados aos tipos C:2a:- -, sorosubtipo que esta associado ao
Complexo ET-37 (Quadro 2 e Tabela 2). Para confirmagéo da associagao entre os
padrées da NgREP-PCR e padrdes do MLEE sera necessario a realizagdo da
reacdo em isolados de referéncia pertencentes a complexos hipervirulentos ainda
nao disponiveis no laboratério.

Os padrbes de bandas obtidos pelo NgREP-PCR analisados pelo Gelcompar
foram comparados pelo método de agrupamento UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic avarages), utilizando o coeficiente de Dice, seguindo as
instrugées do fabricante. A tolerancia na posigdo adotada para comparagdo dos
padrdes foi de 1,5 % (Figura 11). A Figura 11 demonstra a correlagdo entre os
padrdes analisados pelo programa e em paralelo os padrées obtidos pela analise

visual. As andlises visual e automatizada pelo programa Gel Compar, apresentaram
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boa coincidéncia de padrdes, entretanto, as amostras designadas pela analise visual
como E3 e B3, ndo foram classificadas pelo Gel Compar como pertencentes aos
seus respectivos padrdes. Além disso, o isolado GNC43 pertencente ao clone A1
pela analise visual, ndo foi classificado como idéntico no Gel Compar, quando

visualmente ele pertencia a este padrao (Figura 11).
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Figura 11. Dendograma resumido com 73 de 218 isolados analisados, representando todos os
diferentes padrdes obtidos no Ng-REP-PCR, quando aplicado a Neisseria meningitidis.

* Os demais isolados do tipo B:4,7:P1.19,15 (n=124); B:4,7:P1.7,1 (n=10) e C:4,7:P1.19,15 (n=10) n&o
representados nesta figura, pertencem ac padrdo A1.



Tabela 2. Distribuigdo de 218 isolados nos padrdes identificados pelo critério de bandas idénticas de
pacientes com meningite no Hospital Couto Maia- Salvador/BA, no periodo e Fev/96 a Jan/98.

Padrdo  N°. de bandas N° isolados Sorogrupos, sorotipos e * Indice de similaridade
PCR diferentes da (N=218) sorosubtipos envolvidos entre cepas no padréo
referéncia correlacionado
A" 162
A1® - 158 B:4,7:P1.19,15
' C:4,7:P1.19,15
B:4,7:P1.7,1
A2 1 02 B:4,7:P1.22-1.14
A3 1 02 B:4,7:nt 85,5 - 88,9%
B:NT:P1.5,2
B:14:P1.71
B:4,10:nt
B:4,7:P1.15
C:4,7:nt
B 12
81 - 07 C:2b:P1.5
C:2b:nt
B2 2 04 C:2b:P1.3 81.3-852%
B3 2 01 C:2b:P1.5,10
C:2b:P1.10
c 06
C1 - 03 B:4,7:P1.3
Cc2 1 02 B:19,1:nt 88,8 - 93,3%
C3 2 01
E 10
E1 - 08 C:2a:P1.2
E2 2 01 Ca:P15,2 84,5 %
E3 3 01
F 04
F1 - 03 C:Nt:nt 86,2%
F2 3 01 B:NT:P1.7,1
G 06
G1 - 05 C:2b:P1.5
G2 1 01 Wi3s:2a:P1.5,2 86,4%
C:2a:P1.5
C:NT:P1.5,2
Outros +3 18 - -

Nota: Padrao corresponde aos isolados com até trés bandas distintas'’. Clone de um padrao ou,
simplesmente, clone corresponde aos isolados idénticos ‘2.

* indice de similaridade entre os padrdes correlacionados, determinado pela analise realizada pelo programa
UPGMA.
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Correlagéo do clone predominante com cepas pertencentes ao complexo ET-5
Como descrito Tabela 1, 63,2% dos casos de meningite meningocécica, na
Bahia, foram atribuidos a isolados do tipo 4,7:P1.19,15. Este tipo esta relacionado a
cepa cubana, ja descrito na literatura como pertencente ao complexo clonal ET-5.
Desta forma, tivemos como objetivo, comparar os padrées de bandas obtidos nos
isolados do estudo classificados como 4,7:P1.19,15, com os padrdes de isolados
identificados previamente, como sendo pertencentes ao complexo ET-5, pelo MLEE,

o método padrdo de tipagem para o meningococo, fornecido pelo IAL e CDC,

Atlanta/EUA.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis
pertencentes ao complexo ET-5, e isolados pertencentes ao tipo B:4,7,P1.19,15 do estudo,
pertencentes ao padrdao A1. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a
GNCO01; 3 a M610; 4a M1037; 5 a M3570; 6 a M3579; 7 a M4291; 8 a M1019; 9 a M262; 10 a M522;
11 a N150; 12 a N348; 13 a N49; 14 a GNC41; 15 a GNC43 e 16 ao controle negativo.

Todos os isolados pertencentes ao complexo ET-5, obtiveram o mesmo padrao, com
quatro bandas idénticas entre si, como também o principal padrao identificado na
populacdo estudada, que corresponde aos isolados do tipo 4,7:P1.19,15, neste

caso, representado pelos isolados do estudo GNC41 e GNC43 (Figura 10).
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6 DiscussAo

No presente estudo, foram identificados 272 casos de meningite
meningocécica, no Hospital Couto Maia, no perfodo de trés anos. Os casos foram
oriundos tanto de Salvador, como de cidades do interior, visto que o Hospital Couto
Maia é referéncia para doengas infecciosas,no Estado da Bahia e atende cerca de
90% dos casos da doenga em todo o estado (Cunha, 1996). A incidéncia da
meningite meningocécica na cidade de Salvador-BA, foi de 2,25/100.000 hab.
Estratificando-se a incidéncia pela faixa etaria, poderemos observar que este indice
médio € mais elevado entre as criangas menores de dois anos, onde foi registrada
uma incidéncia média de 14,19/100.000 hab. Este achado € de extrema relevancia
para os 6rgaos de saude publica, por se tratar de um grupo, onde as vacinas contra
0 meningococo, existentes até o momento, ndo conferem efeito protetor elevado.

A incidéncia da doenga meningocécica no ano de 2000 para todo o Estado da
Bahia foi de 1,26/100.000 hab., indice similar ao de outros estados brasileiros, tais
como, Mato Grosso, Rio Grande Sul e Minas Gerais, com taxas de incidéncia de
1,24, 1,06 e 1,09/100.000 hab., respectivamente. As maiores incidéncias nacionais,
neste mesmo ano, foram em Sergipe, Sdo Paulo e Santa Catarina com indices de
4,08, 3,10 e 3,04/100.000 hab., respectivamente (Ministério da Salde-FUNASA,
2001). Apesar de possuir caracteristica endémica em todo o pais, a doenga
meningocdcica pode atingir indices mais elevados em algumas regides, devido,
possivelmente, a ocorréncia de microepidemias causadas por surtos esporadicos,
como a que ocorreu na Grande Sao Paulo, entre os anos de 1997-1998, onde a
incidéncia atingiu 6,8/100.000 hab., devido a ocorréncia de surtos de doenga pelo
sorogrupo B (Sacchi e cols., 2001). Em nosso estudo, o pico da incidéncia ocorreu

em 1998, quando a incidéncia atingiu 2,76/100.000 hab. (Grafico 2), devido a uma
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micro-epidemia ocorrida em Salvador no segundo semestre do referido ano. Essas
observagdes reforgam a importancia do estudo epidemiolégico da meningite
meningococica, o que possibilita o bom entendimento da distribuicdo da doenga,
favorecendo a implantagao de medidas de controle efetivas para a populagao, a
partir do momento que se conhece melhor o patégeno a ela relacionado.

Como apresentado anteriormente, além das variagbes da incidéncia da
doenga meningocoécica, a avaliagado da diversidade do meningococo é crucial para o
bom entendimento da meningite meningocécica. Para a realizagdo do estudo da
meningite meningocoécica a distribuigdo dos sorogrupos foi crucial para o bom
entendimento da doenga.

O presente trabalho mostrou que, na populagdo estudada, ocorreu o
predominio do sorogrupo B (80,2%), seguido do sorogrupo C (18,3%) e casos
esporadicos de W35 (1,1%) e Y (0,4%). Outras regibes do Brasil, tais como regido
Sul e Sudeste, apresentem um perfil semelhante. Por exemplo, no Rio Grande do
Sul aproximadamente 50% dos isolados pertencem ao sorogrupo B (Secretaria
Estadual do Rio Grande do Sul, 2001), e na cidade do Rio de Janeiro (Barroso,
1998), no periodo entre 1989-1992, o sorogrupo B representava 85% dos casos da
doenga meningococica, seguido peio sorogrupo C, com 13% do numero de casos.
No Rio de Janeiro, entre 1993-1995, observou-se que o sorogrupo B diminuiu sua
freqUéncia para 59%, enquanto que o sorogrupo C elevou-se para 40%, periodo em
que ocorreu um pico epidémico, com mais de 10 casos/100.000 hab. (Barroso,
1998). Nos EUA, a distribuigdo entre os anos de 1996-1998 foi de: B (27%), C (36%)
e Y (29%), com um gradual aumento do sorogrupo Y (Lingappa e cols., 2001). Na
Nigéria, como em outros paises africanos, ocorre o0 predominio do sorogrupo A

(85%) (Campagne e cols., 2000).
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O reconhecimento destes sorogrupos, permite a predicdo de cobertura de
uma vacina candidata a figurar em campanhas de vacinagdo. Neste sentido,
estratégias tém sido desenvolvidas para um adequado controle da meningite
meningococica como exemplo, o desenvolvimento de vacinas, tendo como base as
caracteristicas antigénicas dos polissacarideos capsulares dos sorogrupos A, C,
W35 e Y, com uso no controle de surtos e epidemias da doencga (Peltola e cols.,
1983; Sacchi e cols., 1992, 2001, Lepow e cols., 1999). Estas vacinas, apesar de
terem sido testadas com boa eficacia em adultos, ndo obtiveram mesmo éxito em
criangas, principalmente, nas menores de dois anos de idade, além do que, nao
protegem contra o sorogrupo B, predominante no Estado da Bahia.

Devido ao fato dos polissacarideos capsulares do sorogrupo B serem
considerados pobremente imunogénicos, outros antigenos capsulares e proteinas de
membrana externa tém sido estudados como potenciais antigenos vacinais (Sierra e
cols., 1994; Pizza e cols., 2000). Desde a ultima década vacinas multivalentes
contendo epitopos de Por A, alguns dos principais peptideos de membrana externa
do meningococo, tém sido formuladas a partir dos sorosubtipos mais prevalentes
(Perkins e cols., 1998; van der Voort e cols., 1996; Lingappa e cols., 2001). Desta
forma, o continuo monitoramento da distribuicao dos sorosubtipos circulantes em
uma determinada regido, se faz necessaria para avaliar a composi¢ao da vacina dos
sorosubtipos predominantes e para predizer sua cobertura (Sacchi e cols., 2001).

Os sorotipos e sorosubtipos da N. meningintidis predominantes na populagao
estudada, foram 0 4,7:P1.19,15 (63,2%), seguido do tipo 4,7:P1.7,1 (4,3%) e do tipo
2a:P1.2 (3,5%). Estes resultados concordam com o levantamento nacional feito por
Sacchi e cols. em 2000. Em Sergipe, os sorosubtipos 4,7:P1.19,15 e 4,7:P1.7 1

representaram 91% dos isolados de meningococo, no Distrito Federal esses
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mesmos padrdes correspondem a 91% dos isolados, no Rio de Janeiro, 83% e Sao
Paulo, 80%. Apenas os estados de Parana com 58%, Santa Catarina com 40%, e
Rio Grande do Sul com 14%, ndo possuiam estes tipos, predominando sobre os
demais (Sacchi e cols., 2001). Estes resultados indicam, que uma vacina
multivalente preparada com os tipos de PorA P1.19,15, P1.7-1,1 e P1.7,16 e que
incluisse outras variantes menos freqlientes, poderia dar excelente cobertura
nacional. Entretanto, a eficacia seria, com certeza, de dificil predicdo, uma vez que
muitos outros fatores, ainda nao bem compreendidos afetam o nivel da protecao
(Sacchi e cols., 2001).

Tondella e colaboradores, 2000 analisaram o possivel uso de uma vacina
multivalente composta por epitopos dos sorosubtipos predominante nos EUA e
constataram que, para atingir uma cobertura de 80% seria necessario o uso de uma
vacina com 20 diferentes sorosubtipos (Cartwright e cols., 1999; Peeters e cols.,
1996; Tondella e cols., 2000). Conseqiientemente pode-se concluir que, o uso de
uma vacina multivalente seria viavel, para uma limitada regido geografica, o que
ocorre também com a vacina sorogrupo especifico e, mais importante, ainda, &€ que
parametros técnicos e logisticos, poderiam limitar um maior nimero de sorosubtipos
em cada vacina (Tondella e cols.,2000).

A vacina cubana VA-MENGOC-BC, preparada a partir da cepa B:4:P1.15, tipo
predominante em Cuba e no Brasil, resultou numa protegéo eficaz de 83% quando
experimentada em cubanos de 10 a 16 anos de idade (Sierra e cols., 1994). Quando
aplicada em Sao Paulo, no periodo de 1989-1990, numa populagdo de 2,4 milhdes
de criangas de 3 meses a 6 anos de idade, a vacina cubana BC mostrou uma

eficacia de 74% em criangas com mais de 4 anos de idade, porém a protegéo nao foi
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satisfatéria para criangas com menos de 4 anos de idade, onde foi registrada
eficacia em torno de 37% (Milagres & Melles, 1993; Milagres e cois.,1994).

Embora a sorotipagem seja largamente empregada para identificar epitopos
candidatos & vacina contra o meningococo B, estudos tém mostrado, que apesar de
serem capazes de estimular a resposta humoral bactericida no soro, como, também,
promover protegdo contra o desenvolvimento da doen¢a meningocdcica em ensaios
clinicos, a definicdo de anticorpos anti-meningococo por sorosubtipagem sao
capazes de diferenciar entre protétipos, mas nao as suas seqiiéncias variantes. Uma
alternativa é a tipagem de regides variaveis de Por A, que permitem a identificagao
de regides peptidicas inteiras, onde o epitopo de sorosubtipagem é localizado, assim
a completa identificacao e discriminagéo entre as variantes podem ser obtidas. Estas
discriminagbes adicionais, que a tipagem de regiées varidveis prové, poderiam
explicar a perda da reatividade de anticorpos anti-meningococo para algumas
variantes da familia de Por A (Sacchi e cols., 1998; 2001; Pizza e cols., 2001).

A partir das informagdes obtidas pelo sequenciamento completo do genoma
da cepa MC58 (Teftelin e cols., 2000), pertencente ao sorogrupo B, outros
candidatos potenciais para o desenvolvimento de vacinas tém sido investigados.
Pizza e cols. identificaram sete proteinas que na presenca de polissacarideos
capsulares da bactéria, sdo fortemente capazes de induzir imunidade contra a
maioria das cepas do meningococo B e, possivelmente, contra outras cepas
patogénicas de N. meningitidis (Pizza e cols., 2001). Estas proteinas estao sendo
estudadas com a finalidade de se desenvolver uma vacina eficaz contra todas as
cepas de N.meningitidis.

Outro fato importante observado em nosso estudo, foi o de que, 6,7% das

amostras do sorotipo e sorosubtipo 4,7:P1.19,15 identificadas no HCM, pertenciam
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ao sorogrupo C (Tabela 1). Dados da literatura evidenciam que a partir de 1994,
casos de doenga meningocécica sorogrupo C, pertencentes ao complexo ET-5,
foram identificados nos estados de Oregon e Washington, EUA (Frasch e cois.,
1989). Swartiey e cols. (1997) identificaram novos isolados de meningococo em uma
epidemia no Noroeste do Pacifico, que apresentaram marcadores genéticos
similares, mas expressavam polissacarideos capsulares diferentes, o que indicava
que clones podem trocar o tipo da capsula. Tendo sido demonstrado que a
substituicdo de capsula entre os sorogrupos B e C é resultante da recombinag¢do
alélica de um gene correspondente a enzima denominada poliaciltransferase.
Presumivelmente, a co - coloniza¢do de cepas dos sorogrupos B e C e a
recombinagdo génica dos genes que sintetizam a capsula, seja por transformagao,
seja por troca alélica, sdo eventos responsaveis pela troca de capsula o que
representa uma estratégia geral, pela qual o meningococo e outras bactérias
capsulares, tende a causar surtos epidémicos, escapando da imunidade induzida
pela vacina ou adquirida naturalmente pela comunidade (Swartiey e cols., 1997).

A sorotipagem e sorosubtipagem tém contribuido com informagdes uteis para
a vigilancia epidemiologica e no monitoramento de campanhas de vacinagio, No
entanto, requer constante monitoramento dos reagentes do painel de anticorpos
para incluir novos tipos, sem falar na viabilidade da execu¢éao de testes que utilizam
anticorpos monoclonais, que se limita a laboratérios de referéncia, devido ao alto
custo e laboriosidade. Outro ponto, também importante, € de que muitos isolados
permanecem ainda nao tipaveis. Outra limitagdo do método é que algumas vezes
diferengas na sorosubtipagem pode refletir mutagdes genéticas que nédo

representam relevancia epidemiolégica (Yakubu e cols.,1999).
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Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, inUumeros métodos de
tipagem molecular foram desenvolvidos, como alternativa para estudos de
epidemiologia molecular. Um desses métodos foi o REP-PCR (Versalvic & Lupski,
1995), que consiste na amplificagdo de regides palindrémicas, curtas, repetitivas,
que estap presentes em dominios extragénicos dos cromossomos de procariontes.
Esta técnica foi adaptada para a caracterizagdo de N.meningitidis e foi denominada
NgREP-PCR.

No presente estudo, o método da NgREP-PCR permitiu a identificagao de 34
padroes distintos de N. meningitidis, sendo que, 16 desses padrées corresponderam
a 91,7% (200/218) do total das amostras analisadas. Os sorotipos e sorosubtipos
relacionados a estes padrdes predominantes (Tabela 2), estdo correlacionados aos
tipos descritos nos clones hipervirulentos, designados na literatura pelo MLEE como:
complexo Et-5, Grupo A4, Linhagem Ill, Complexo Et-37 (Caugant, 1998). Quando
foram analisadas as amostras de outros estados brasileiros e de outros paises,
pode-se observar que padrdes idénticos aos descritos no presente trabalho foram
encontrados, e parecem também, estar correlacionados aos clones hipervirulentos
classificados pelo MLEE. O método da NgREP-PCR, ja utilizado em outros estudos,
demonstrou comprovadamente ser eficaz em estudos de epidemiologia molecular,
uma vez que o NgREP-PCR gerou grupos genéticos, possivelmente, semelhantes
aos clones hipervirulentos classificados pelo MLEE (Woods e cols.,1996). Uma
desvantagem da NgREP-PCRé a ndo diferenciagdo entre isolados pertencentes as
essas linhagens hipervirulentas. Os demais padrdoes corresponderam a ciones
singulares com sorotipos e sorosubtipos ndo agrupaveis pelo NQREP-PCR. Este

meétodo também pode ser utilizado na confirmagéo da soro -sorosubtipagem.
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O método da NgREP-PCR, apresenta uma série de caracteristicas que o
torna uma técnica util para tipagem, sendo eficaz quanto a discriminagdo entre
isolados relacionados ou ndo a um surto, possuindo grau discriminatério,
possivelmente, comparavel com o MLEE, que é considerado o padrao-ouro para
tipagem .de N.meningitidis (Versalvic & Lupski, 1995, Woods e cols., 1996). O
NgREP-PCR apresenta a vantagem de ser simples, requerendo apenas um
termociclador e reagentes comuns utilizados nos estudos de biologia molecular. Sua
execugdo é facil, necessitando apenas de uma boa padronizagao, pois possui boa
reprodutibilidade e ¢é& relativamente barato, quando comparado a outros
procedimentos de tipagem molecular (Olive & Bean, 1999). Muitos isolados podem
ser analisados em um curto periodo de tempo (van Belkum & Meis, 1994) e tem
demonstrado melhor poder discriminatério que outros métodos de tipagem, como a
ribotipagem (Appuhamy e cols., 1997).

Os elementos repetitivos presentes no genoma de Neisseria meningitidis
foram descritos por Correia e cols. (1986), que sdo alvos no NgREP-PCR, , ndo tém
uma funcdo claramente definida. Alguns autores tém atribuido a estas regides
altamente conservadas, o papel na terminagdo da transcricdo, enquanto outros
admitiram que elas estabilizam o RNAm e organizam o dominio cromossomal in vivo
(Higgins e cols., 1982; Newbury e cols., 1987).

O NgREP-PCR foi capaz de identificar, claramente, o sorotipo e sorosubtipo
4,7:P1.19,15 (Figura 11), tipo predominante que corresponde a cepa cubana
pertencente ao complexo ET-5, onde 98,3% (121/123) dos isolados pertenciam ao
padrdo A1, um pertencia ao padrdo A2 e um ao padriao A3. Os demais sorotipos e
sorosubtipos pertencentes a este padrao, provavelmente, correspondem a variantes

do 4,7:P1.19,15, a limitagdo do método de sorosubtipagem ¢é que pode refletir
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mutagées genéticas que ndo representam relevancia epidemiolégica (Yakubu e
cols., 1999).

Quando foram analisados os padrdes dos isolados C:4,7:P1.19,15, que estéo
associados a troca de capsula, podemos observar que todos os padrdes obtidos
foram idénticos aos de isolados B:4,7:P1.19,15, o que confirma a ocorréncia da troca
de capsula uma vez que os isolados possuem o mesmo gendtipo pelo NgREP-PCR.

Desta forma fica evidenciado que, a combinacéo de varias estratégias de tipagem

leva a caracterizagao 6tima em um grupo de microrganismos.

Os resultados de caracterizagao molecular e epidemiolégica dos isolados de
Neisseria meningitidis obtidos neste estudo poderdo servir como subsidio para a
caracterizagdo de microvariabilidades entre as cepas hipervirulentas e identificar
determinantes de patogenicidade associados & transmissdo da doenga
meningocécica, aléem de fornecer informagdes valiosas para a definicdo de politicas

de saude publica.
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7 CONCLUSAO

A incidéncia anual média de meningite meningocécica no HCM no periodo
fevereiro de 1996 a janeiro de 1999 foi de 2,25 por 100.000 hab. atingindo,
sobretudo menores de dois (14,19 por 100.000 hab). Estes dados séao

semelhantes aos encontrados em outros estudos realizados no Brasil;

A taxa de ietalidade da meningite meningocécica foi de 7,9% e indice de

seqielas 4,7%, sendo a perda auditiva e a ataxia as mais freqlientes;

A caracterizagao fenotipica revelou que os sorogrupos B e C de Neisseria

meningitidis correspondem a 79,8% e 18,6% dos isolados, respectivamente;

O principal sorotipo e sorosubtipo foi o 4,7:P1.19,15 (63,2%), que esta
presente na vacina cubana VA-MENGOC-BC; seguido do tipo 4,7:P1.7,1

(4,3%) e do 2a:P1.2 (3,5%);

Foram identificados 4,3% (11/258) de isolados pertencentes ao fenétipo
C:4,7:P1.19,15 que correspondem a troca de capsula, o qual foi evidenciado

pelo NgREP-PCR;

O NgREP-PCR foi capaz de identificar 34 padrées distintos, dos quais, 16

correspondem a 91,7% (200/218) dos isolados;

Os padrées de bandas identificados pelo NgREP-PCR tiveram aita
correspondéncia com resultados de fenotipagem, uma vez que, os padroes
identificados como idénticos ou relacionados, possuiam sorotipos e/ou

sorosubtipos semelhantes;
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O método de tipagem molecular NgREP-PCR foi capaz de identificar todos os
isolados do tipo 4,7.P1.19,15 , que correspondem a cepa cubana pertencente

ao complexo ET-5, através de um padrao Unico;

Os padrées identificados no presente estudo, sugerem que o NgREP-PCR
se}'a capaz de diferenciar cepas hipervirulentas, uma vez que os sorotipos e
sorosubtipos desses padroes, estdo correlacionados aos dos complexos
clonais, ja descrito pelo MLEE. Desta forma o método podera ser aplicado
para vigilancia e investigacdo epidemioldgica, identificando as cepas

hipervirulentas.
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ANEXO | - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

ESTUDO DE MENINGITE MENINGOCOCICA

I. ldentificacdo do Paciente:
A. Numero de identificagdo do estudo
B. Numero de identificagdo no HCM (registro ou PA)

C. Se pcte foi de outro hospital, qual?

D. Data de admissdo

E. Nome

l1. Critérios de Inclusao e Identificagdo Microbiolégica

1. Colorag&o de Gram ¢é positiva para N. meningitidis

2. Latex é positivo para N. meningitidis

3. Cultura do liquor € positiva para N. meningitidis

5. Hemocultura positiva para N. meningitidis (8=nao fez)

6. Sorotipo do HCMaia (8=n4o fez)

||
||
|l

L—.—-I

iifa. Entrevista: (1=entrevistado ; 2=revisdo prontuario; 3=prontuério PA) |

ib. Consentimento (1=s; 0=n, 9=ns; 8=nsa)

IV. Dados Demograficos
1. Idade (Se <1 ano, coloque 0)
Se <2 anos, idade do paciente em meses:
Se <1 més, idade do paciente em dias:
2. Sexo (1=M, 0=F,9=ns):
3. Procedéncia (1=Salvador, O0=Interior; 8=nsa; 9=ns):
Rua:

||

|
|1
|l
|l

Bairro: Cidade:

4. Escolaridade:

(1=analfabeto; 2= prim. grau (1a - 4a series), 3= prim. grau (5a - Ba_geries); 4=2°_ grau
(incompleto); 5=2". grau (completo); 6=universidade(incompleta); 7=universidade comp)

V. Comego dos Sintomas : (1=s,0=n;8=nsa;9=ns)
1. Quando comegou a doencga:

2. Febre: |__|

3. Dor de cabega: |__|

4, Convulsdes: |__|

5. Rigidez de nuca: |__|

6. Nausea\vémito: |__|

VI. Antecedentes médicos:
1. Doengas anteriores:

paciente apresenta doenga cronica (1=s,0=n;9=ns): |__|

2.0
2.1. Alcoolismo: |__|

Dias antes do HCM
|_{_|

||

|||
||

1)

2)

Evidéncia:

Evidéncia:




VII. Historia de Hospitalizagées Anteriores:

1. Foi internado de 0 a 3 dias antes de iniciar sintomas de meningite? |__| Motivo:
2. a. Hospit. antes dessa doenga, por mais de 24 h no Ultimo més: |__|
Onde ? Dias? |__|__|
b. Hospit. nos ultimos 2-3 meses (1=s, 0=n, 9=ns): |__|
Onde? Dias? |__|__|
c. Hospit. nos ultimos 4-6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns). |_|
Onde ? Dias? |__|__|
d. Hospit. nos Ultimos 6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns): [__|
Onde? Dias? |__|_|
VIIl. Histéria Epidemiolégica do Paciente:
1. Paciente trabatha mais do que 20 horas/semana: |__| Ocupagao
2. Paciente vai para escola: (0= n, 1=s, 9=ns): |__|
2.1. Se sim, Qual Bairro:
3. Paciente vai para creche: (0=n, 1=s, 9=ns). |__|
3.1. Se sim, qual Bairro:

4. Horas fora de casa por dia? (1= <8 horas; 2 = 8-12 horas; 3 = 13-15 horas; 4= >16 horas; 9= ns): |__|
5. Paciente fuma: |__|

6. Conhece outro paciente com infecgdo meningocécica: |__|

6.1. Se sim, quem : Quando teve meningite:

IX. Informag¢do sobre Contactantes:

1. Quantas pessoas moraram na casa por > 4 sem nos Ultimos 6 meses: [

2. Quantos cdmodos tem a casa [ {

3. Morador da casa fuma |

4. Historia de viagem no ultimo més (0=N, 1=8, 9=NS, 8=NSA) Paciente Contactante
1. Viagem para fora da cidade da residéncia {—] ||
2. Se mora interior, viagem a Salvador || ||
3. Viagem para fora do Estado || |l

X. Apresentacgio Clinica na Admissdo:

1. Se Crianga < 2 anos; qual o comprimento i Percentil |_|__|
2. Dados Vitais:
TAS=|_|_|| TAD=|_|_|_| TAM=|_|_|

3. Lesdes de pele: (1=s, 0=n, 9=ns) -
4. Tipo:{ 1=pUrpura/equimose (> 5 mm), 2=petéquia (< 5mm); 9=ns; 8=sem leséo} [__|
5. Sinais neurolégicos focais (1=s;0=n;9=ns}). |__|

5.1. Se sim, qual:
6. Consciente na admissdo? (adultos) ||
6.1. Sensoério do paciente: (adultos)

1=Alerta , orientado e capaz de obedecer comandos, 5= Irresponsivo,
2= Alerta, ndo bem orientado ou capaz de obedecer comandos; 8= Nao se aplica;
3= Letargico mas acordado; 9= Nao sabe;
4= Acordado apenas a estimulagao dolorosa vigorosa;
7. Se crianga <2 anos sensério do paciente: |__| (1=alerta/irritavel; 2= sonolento/letargico; 3=

comatoso; =nsa; 9=ns)

Xl. Informagdo Laboratorial na Admissao:

1. Em que dia de hospitalizagdo o Hemograma foi feito |__|

2. Contagem de leucocitos (em milhares): |
3. Leucograma diferencial: PMNs: |__|__|% Bastbes:|__|_| %

4. Eritrograma: Hb: |_|_| Ht:{_|_|% Plag:|_|_|__|.000
5. Dados do Ligquor: (0=n;1=s;9=ns;8=nsa)

5.1. Prejudicada: ]

5.2. Leucdcitos: N | Y I

5.3. Predominancia de PMN(>75%): [

5.4. Glicose (mg/dl): .

5.5. Proteina (mg/dl):




XIl. Tratamento:
1. Esquema inicial incluiu (1=s, 0=n):

a. penicilina ou ampicilina |__| c. Rocefim (ceftriaxona} |__|
b. cloranfenicol |__| d. ceftazidima |__|

2. Para os casos que nao comegou com o Rocefim, foi incluida depois |__|

3. Foi tratada com esteroide IV (1=s, 0=n, 9=n):|__{ quantos dias: |__|__| dias

que dia comegou: |__|__| DIH

XIV. Evolucao Clinica: Alta final
1. Data da-alta: /

2. Tipo de alta (1=curado; 2=transferido; 3 = outro diagnéstico; 4= 6bito):

3. Dias internados no HCM: b
4 Dias internados na UTI do HCM: |
5.Convulsbes durante o internamento (1=s;0=n;9=ns;8=nsa}. ]

6. Evoluiu com sinais neurolégicos focais (1=s, 0=n, 9=ns): ]
6.1. Se sim, Qual

7. Déficit neuroldgico na alta: [

(0= nao tem; 1= perda auditiva; 2=deficit motor; 3 = alt. nervos cranianos; 4 = ataxia ; 5= alteragéo

estado mental)



ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO

Hospital Coute Mais/Secretaria da Saade do Estade da Bahia
Consentimentn para Investigario Clinica: Péigina 1
Titalo do Projets: Estudo de Meningite Bacterians no Hospital Couto Maia.
Paclente:. .No. na Pesquise: ———e—

introducho:

As informacSes que se segnem descrevem o cstudo e scu papel como participante. O entrevistador
responderh todas a8 perguntas que voc tiver sobre esie questiondrio ou sobre o estudo. Por fivor, ouca com
atenclio ¢ nlio hesite em  perguntar sobre a informacSo que et sendo fornecida.

Obictive do Estude:

Voct esth sendo contvidado a participar de um estudo que cstamos realizando no Hospitat Couto Maia
sobwe meningite becteriana. A meningite ¢ uma inflamaclo que ocorre no oérebro, ¢ uma doenga grave que

O objetivo do nosso estudo ¢ conhecer mais as bactérias que causam meningite, estudando come elas slio
transmitides; quais sio os Gstores que fazem com que mlgomas pessoas apresentem um quadro mais grave que
outras; porque algumas criancas parecem ter no sangue uma defesa (anticorpos) contra 8 bectéria e como clas
adquiriram cste defesa . Oteendo estas informaches teremos condicdes , no futwro, de implantar medidas para
diminuir 0 numero de pessoas COm Meningite.

Voot estd sendo convidado(s) & participar porgue voct tem meningite bacteriana confirmada por exames
ou porque com certeza vocd nfio tem esta doenca. Todo estudo cientifico deste tipo preciss comiparar pessoss que
iem a doencs com peesoas que o tem;, 55 assim, saberemos o que é reatmete importante para 8 doenca € 0 que é

Procedimento:

Se vock voluntarisraente decidir participar deste estudo apds ter lido este formuidrio de consentimento, ©
investigador lhe fard perguntas sobre o local onde voc mora, sua ocnpacio (trabalho) ¢ sua histéria médica ¢ lerd
seu peontutrio médico para cbéer os resultadde de seus exames no hospital.

Sigilo:

As perguntas feitas durame a entrevista ou as informagies do seu prontudcio médico ou dos Seus £XaMeEs
serlo confidenciais e apenas vood ¢ o investigador tenlo acesso a elas. Voct nbo serd identificado (a) cm qualquer
relatdrio ou publicagio resultante deste estudo.

Participaclio voluntfria:

&awmmem Voot pode se recusar & participar . Voot nfio precisa
responder a qualquer pergunta durante a entrevista. Sua recusa em participar no estudo ou em parie do mesmo,
mMmmmaMMMWMMWWMMm



Hospital Cowto Maia/Secretaria dz Ssiide de Estado da Babia
Consentiments para Iovestigagho Clinica: Pégina 2
Titule do Prejete: Estado de Meningiw Bacteriana no Hospita) Couto Maia.
Paciente; : —No.naPesquisa: .

presente ou no futuro. Uma obpia deste formuldrio jhe serd dads ¢ vocé pode ficar com ela. Vool ndio serd
responsivel por nenhuma despess relacionads a este estudo. :
Com guem contatar N

Se vock tiver qualquer pergunta fotura sobre sua participacio neste cstudo voc pode contatar 8 Dra.
Cibele Dourado pelo ieicfone: (071) 312-0084. Caso voot tenha slguma pergunta no que se refere a vook como
individuo pesquisado, por favor entre em contsto com Dr. Edilson Sacramento, Presidentz da Comisstio de Etica
do Hospital Couto Maia, pelo telefone (071) 312-0084. Tamto Dra. Cibele quanto Dr. Edilson podem sinda ser
contatados no Hospital Couto Maia cujo endereco ¢ Rua Slo Francisco, s/a, Monte Serrat, no. 40, CEP 40.425-
001, Salvador, Bahia.

Assinatura do pacieate Data Hora




ANEXO Il - PARECER DO COMITE DE ETICA

Ministério da Sadide Caatro de Pesquisas Gousalo Monix
Fundsglio Oswaldo Cruz Rus Waldemar Fulcko, 121, CEP: 40295-001
Tel: (071) 356 8785 Fax: (071) 356 4292
m E-mall: WIW
Salvador - Behia - Brasil
. ,
PARECER N° 0038
Protocolo: 0038

Projeto de Pesquisa: "Epidemiologia Molecular das Meningites Bacterianas
em Salvador/Bahia”.

Pesquisador Responsével: Dr. Albert Ko
Instituigiio ou Departamento: CPqQGM

Consideracdes: Foram atendidas e esclareckias todas as pendéncias
refepentes @os aspectos éticos do  Projeto
"Epidemiologia Molecular - das Meningites
~ Bacterianas em Salvador/Bahia”.

. Diante do exposto, 0 Com#a de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongcalo Moniz da Fundagio Oswaldo Cruz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ),
conforme atribulgdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97),
com base na Resoluglio 196/96, julga favorével o projeto supracitado.

Coordenador do CEP-CPqGM/FIOCRUZ
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CONSELHO REGIONAL DE MADICINA DO ESTADO DA BAHIA
COMISSAO DE ETICA MEDICA DO HOSPITAL COUTO MAIA

Salvador 08 de novembro de 1998
Of N°

Prezado Dr. Mitermayer

A Comissfio de Etica Médica do Hospital couto Maia ap6s analisar o
Projeto de Pesquisa intitulado; “Epidemiologia moiecular das Meningites
Bacterianas em Salvador”. Achou — o de alta relevincia e, por ndo ferir
nenhum capitulo do Cédigo de Etica Médica, Declaragdio de Helsinque e a
DeclaragZo Universal do Direitos do Homem aprova o referido projeto para
sua realizag¢éio no Hospital Couto Maia.

A Comissfio de Etica Médica do Hospital Couto Maia esta a
disposic#o da referida equipe do projeto para qualquer orientacfio e
esclarecimento,

Everaldo Beneditd da Silva costa

Im"* Sr.
Dr. Mitermayer Galvio dos Reis
Nesta
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