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RESUMO

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E GENOTÍPICA DE ISOLADOS DE NEISSERIA 
MENINGITIDIS DE CASOS DE MENINGITE NO HOSPITAL COUTO MAIA, EM 
SALVADOR-BA. SORAIA MACHADO CORDEIRO. INTRODUÇÃO - Infecções por
Neisseria riieningitidis estão associadas a altos índices de morbi-mortalidade. Em 
Salvador, a incidência anual média da meningite meningocócica, no período de 
fevereiro de 1996 a janeiro de 1999 foi de 2,25/100000 hab., acometendo, 
principalmente, crianças menores de 02 anos (14,19/IOO.OOOhab.), uma taxa de 
letalidade geral de 7,9% e 4,7% de seqüelas neurológicas. Assim, se faz necessário 
a disponibilidade de um método simples, eficaz na caracterização molecular deste 
patógeno, para um melhor entendimento na distribuição e transmissão da doença. 
OBJETIVOS - Este trabalho, teve como objetivos, descrever a distribuição fenotípica 
e genotípica da Neisseria meningitidis isolada de casos de meningite de Salvador- 
BA e validar a utilização do método da NgREP-PCR em estudos de vigilância 
epidemiológica. METODOLOGIA - A população do estudo foi formada por pacientes 
do Hospital Couto Maia, Salvador-BA, que tiveram cultura de liquor positiva para 
Neisseria meningitidis. Para a caracterização fenotípica, as amostras foram 
submetidas a testes de aglutinação, na determinação dos sorogrupos (A, B, C, Wi35 
e Y) e  testes de dot-blot, utilizando anticorpos monoclonais, na determinação dos 18 
sorotipos e 18 sorosubtipos e a caracterização genotípica foi realizada pela Reação 
da Polimerase em Cadeia - NgREP-PCR. RESULTADOS - Durante o período do 
estudo foram identificados no HCM, 272 casos de meningite meningocócica. dos 
quais, 258 tiveram isolados analisados. A distribuição dos sorogrupos, identificou o 
predomínio de sorogrupo B, em 79,8% (206 de 258) dos isolados, seguido do 
sorogrupo C, em 18,6% (48 de 258), do sorogrupo Wias, em 1,2% (3 de 258) e do 
sorogrupo Y em 0,4% (1 de 258), nenhum caso sorogrupo A foi identificado. A 
distribuição dos sorotipos e sorosubtipos demonstrou a predomínio 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 análise visual, os 
isolados foram caracterizados e agrupados em 34 padrões correlacionados, sendo 
que, 16 desses padrões, abrangeram 91,7% do total das amostras. CONCLUSÕES - 
Através da análise pelo software GelCompar II versão 4.1, cada padrão 
correlacionado registrou um índice de similaridade, entre suas amostras, superior a 
80%. Além disso, o método do NgREP-PCR foi capaz de identificar padrões que se 
correlacionaram perfeitamente à sorosubtipagem e principalmente, de identificar o 
clone dominante encontrado na população estudada. Assim, o NgREP-PCR pode 
ser utilizado como ferramenta em estudos de vigilância epidemiológica.

Palavras-chaves; Meningite meningocócica, Fenotipos, Genotipos, Biologia 
Molecular, Bahia.
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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 Neisseria 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 N eisseria 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. NgREP-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.



1.1 Neisseria meningitidis

A doença meningocócica já é conhecida desde o início do século XIX e foi 

primeiramente descrita por Vieusseux, em Genebra, em 1805, acometendo, 

principalmente, crianças e jovens, sendo registrada 33 mortes (Vieusseaux, 1805). O 

isolamento em cultura foi em 1887, por Anton Weichseibaum, quando foram 

descritas as características bioquímicas da bactéria (Weichseibaum, 1887).

A espécie Neisseria meningitidis está classificada na família Neisseriaceae e 

caracteriza-se por ser um diplococo Gram -  negativo, aerobio, imóvel e não 

esporulado (Figura 1), com as paredes adjacentes achatadas, dando uma aparência 

cordiforme, quando observado através da coloração de Gram, possui tamanho entre 

0,6-0,8 |im, requer condições ideais de crescimento, temperatura entre 35-37°C, 

umidade aproximadamente de 50%, atmosfera de 3 a 10% de C0 2 .em meio de agar 

chocolate (Volk e cols., 1996). Similar a outras bactérias Gram - negativas, 

apresenta-se envolvido por uma membrana externa composta por lipídios, proteínas 

e lipopolissacarídeos, renomeados lipo - oligossacarídeos, pois são compostos de 

cadeias de açúcar relativamente curtas (Jennings e cols., 1999; van Deuren e cols.,

2000) (Figura. 2).

1 INTRODUÇÃO

Figura 1. Neissería meningitidis (seta) no líquido cérebro espinhal (coloração de Gram, 1000X). Os 
organismos sâo visíveis como diplococos gram-negativos intracelulares (Rosenstein, 2001).



A sequência completa do genoma da Neisseria meningitidis sorogrupo B cepa 

MC58 (Tettelin e cols., 2000), mostrou que o genoma se compõe de 2,2 mega pares 

de bases, com uma média de G+C em torno de 51,5%. O genoma contém quatro 

códons de iniciação que dirigem a síntese de RNA ribossomal (rRNA) e 59 RNAs 

transportadores (tRNA) com especificidade para todos os 20 aminoácidos. Contém 

2158 ORF's (Fase aberta de leitura), destas 53,7%, as funções dos genes já são 

conhecidas. Um fator requerido no comportamento comensal e ação patogênica do 

meningococo é sua capacidade para obter ou sintetizar nutrientes essenciais para 

sobrevivência (Web www.sciencemag.org/feature/data/1046515.SHL). As análises 

do genoma mostram que a glicose e maltose são os únicos açúcares utilizados para 

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

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

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


o  meningococo é isolado da mucosa nasofaringeana como agente não 

patogênico de portadores assintomáticos (Arreaza e cois., 2000). A colonização 

meningocócica pode persistir por várias semanas até meses acometendo 

aproximadamente 10% de indivíduos sadios (Cartwright e cols., 1987; Caugant e 

cols., 1988). A sua transmissão, usualmente, acontece por contato direto com a 

secreção respiratória contaminada ou aerossóis, uma vez que o meningococo não 

sobrevive por longo período fora do seu único hospedeiro, o homem.

Meningococos podem, ocasionalmente, invadir e disseminar-se da nasofaringe 

para causar meningococemia, meningite, artrite e, mais raramente, conjuntivite 

purulenta, sinusite, endocardite e pneumonia primária. Pelo menos, quatro 

condições foram descritas, como necessárias, para o desenvolvimento da doença 

meningocócica: exposição a cepas patogênicas, colonização da mucosa naso- 

orofaringeana, invasão através da mucosa e sobrevivência do meningococo na 

corrente sangüínea, 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 cápsula polissacarídica que tem a 

função de proteção contra fagocitose e bacteriólise mediadas pelo complemento, 

durante o processo de invasão, sendo um dos principais fatores de virulência. O 

meningococo possui outra estrutura de superfície, os pUi, filamentos compostos de 

subunidades protélcas repetitivas, conhecidas como pilinas (Virjl, 1998; Dalrymple & 

Mattick, 1987). Estas estruturas são responsáveis pela adesão do meningococo à 

célula hospedeira, desta forma, são Importantes na patogenicidade da bactéria, no 

tropismo pelo epitélio da nasofaringe humana e no efeito citopático. A variação

1.2 Patogenicidade



antigênica de proteínas do pilus é importante para sua função, pois o polimorfismo 

gerado, facilita a colonização de indivíduos em diferentes condições e no escape do 

mecanismo de defesa do sistema imune (Nassif e cols., 1994).

Estudos sugerem que os lipooligossacarídeos são importantes na ativação do 

complemento na doença meningocócica sistêmica (Fijen e cols., 1999; Vogel e cols.,

1997). A ativação do complemento é essencial na proteção humana, durante a 

invasão pelo meningococo. O defeito em pelo menos um dos fatores do 

complemento entre C5 e C9 no hospedeiro, está associado com o aumento de risco 

de infecções meningocócicas recorrentes. Alteração na properdina aumenta o risco 

de meningococcemia fulminante e morte. No processo de ativação do complemento, 

anafilotóxinas formadas, atuam como potentes mediadores inflamatorios que 

promovem coagulação (Brandtzaeg e cols., 1989; Fijen e cols., 1999).

Figura 3. Colonização da N. meningitidis na mucosa nasofaringeana (Adaptado de Virji, 1998). A N. 
meningitidis entra na nasofaringe e adere às células não ciliadas do epitélio, em parte, através da 
ligação dos pili e de proteínas de opacidade. Os organismos aderidos são englobados pelas células, 
entram em vacúolos fagocíticos e podem transpor a células.



o  desenvolvimento de métodos de tipagem, tem dado maior significado às 

análises epidemiológicas da doença meningocócica, como na possibilidade de 

identificar a ocorrência de surtos em populações susceptíveis pela presença de 

cepas virulentas, como, também, no melhor entendimento dos determinantes que 

acarretam os surtos causados por essas cepas. A tipagem também auxilia na 

taxonomía de bactérias, uma vez que estas são caracterizadas pelos distintos 

fenótipos Identificados.

A caracterização fenotípíca da N, meningitidis, teve início logo após o 

isolamento e identificação da espécie, no final de sécuío XIX, quando os 

microbiologistas começaram a caracterizar e classificar várias cepas, através de 

testes de aglutinação sorológica (Dopter,1909; Dopter & Pauron, 1914). Com o 

início da 2® Guerra Mundial, intensificaram-se os esforços para a classificação do 

meningococo, pois os números de casos fatais e a incidência de doenças 

meningocócicas se tornaram altas, especialmente, entre os recrutas militares, nas 

primeiras semanas, no alojamento. As populações fechadas representam uma 

condição ótima para a disseminação de cepas virulentas. Na época em questão o 

único tratanrjento disponível era com anti-soros. Daí a importância da preparação de 

antisoros mais efetivo possível (Murray, 1964; Peltola,1983).

Em 1915, Gordon e Murray classificaram casos isolados de liquor nos 

seguintes tipos; I, II, III e IV e observaram que o tipo I foi mais virulento que o tipo II e 

que os tipos I e  III eram muito similares, quase idênticos (Gordon & Murray,1915). 

Esta classificação foi adotada nos Estados Unidos e depois completannente validada 

por laboratónos durante anos. Com a identificação de outros sorogrupos a N, 

meningitidis foi re-classificada em função da especificidade imunológica dos

1.3 Fenotipagem



polissacarídeos capsulares, os meningococos podem ser classificados em 13 

diferentes sorogrupos: A, B, C, D, H, I, K, L, X, Y, Z, 29E e Wi35- Os sorogrupos A,

B, C, Wi35 e Y destacam-se por serem as mais freqüentes causas de doença 

invasiva (Vedros, 1987). A purificação da cápsula polissacarídica permitiu determinar 

que sua composição química é basicamente de homopolimeros ou heteropolímeros 

de repetidas unidades de monossacarideos, dissacarídeos ou trissacarideos 

(Rosenstein e cois., 2001) e deste modo foi determinada sua composição química 

(Volk e cois., 1996) (Quadro 1). Existem inúmeras técnicas que são utilizadas na 

detecção dos sorogrupos. A mais empregada atualmente é a soroaglutinação, pela 

reação do antígeno capsular e  anticorpo policlonal específico (Vedros, 1987; Aakre e 

cois., 1998). Outras técnicas são a da co-aglutinação que emprega anticorpos 

monoclonais (mAbs) em técnica de enzima-imunoensaio (Rosenqvist e  cois., 1990); 

a de ensaio d o t -  blotting (Rosenqvist e cois., 1990); o teste de látex potencializado 

por ultra-sonografia (Gray e cois., 1999), pelo teste específico siaD  ou ctrA PCR 

através dos quais são identificados os sorogrupos B, C, W135 e Y, o gene siaD é  

requerido para síntese do ácido polisiálico capsular e o gene ctrA codifica proteína 

de membrana externa responsável pela exportação do polissacarídeo capsular (Gray 

e cois., 1999; Porritt e  cois., 2000, Tettelin e cois., 2000) e o PCR Multiplex que 

corresponde ao siaD que identifica os sorogrupos B, C ,W135 e Y e o orf2, o  gene 

orf2 é  requerido para a síntese da cápsula do sorogrupo A, desta forma, identifica o 

sorogrupo A (Taha, 2000).



Quadro 1. Composição química da cápsula polissacarídica dos principais sorogrupos de Neisseria 
meningitidis (Volk e cols., 1996).

Sorogrupo
A
B
C

Wi35
Y

Cápsula polissacarídica
N- aceti) O- acetil manosamina fosfato 

a-2,8, ácido N-acetilneuramínico 
a-2,9, ácido N-acetilneuramínico 

D-galactose e ácido-acetilneuramínico 
D-glicose e ácido N-acetilneuraminico

Os sorogrupos são subdivididos em sorotipos e sorosubtipos, de acordo as 

diferenças imunológicas das principais proteínas da membrana externa (Vedros, 

1987). Os sorotipos são designados com base nas diferenças imunológicas das 

proteínas de membrana externa ciasse 2 e classe 3, Porina B (PorB), e os 

sorosubtipos são nomeados com base na especificidade imunológica da proteína de 

membrana externa de classe 1, Porina A (PorA). A nomenclatura de sorogrupo e 

sorotipo foi recomendada no subcomitê Família Neisseriaceae do Comitê 

Internacional em Nomenclatura Bacteriana, em 1948, onde ficou determinado que os 

sorogrupos seriam representados por letras maiúsculas e que, o sorotipo, por 

numerais arábicos (Branham, 1953; 1958). Por exemplo, a designação 

B:4,7:P1.19,15, significa que a bactéria pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4,7 e 

sorosubtípo P1.19,15. As nomenclaturas designadas como Nt e nt significam que as 

proteínas de sorotipo e sorosubtipo não puderam ser identificadas pela técnica.

Atualmente existe uma variedade de técnicas empregando anticorpos 

monoclonais para identificação de sorotipos e sorosubtipos, como: soroaglutinação 

(Zollinger e cols., 1987), dot-blotting (Wedege e cols., 1993), radioimunoensaio 

(Zollinger e  cols.. 1978), ELISA (Crowe e cols., 1989) e aglutinação em látex 

(Wedege e cols., 1990). Até o momento foram identificados e classificados através 

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



cols., 1998a e 1998b). A busca pela padronização dos mAbs (anticorpos 

monoclonais) tem permitido identificar novos tipos, como os mAbs que foram usados 

para identificar novos sorotipos, 7 e  10 e novo sorosubtipo PI .22a (Sacchi e cols., 

2001). No entanto, o atual sistema utilizado na Identificação dos sorotipos e 

sorosubtipos, ainda não é satisfatório, porque freqüentemente uma proporção dos 

isolados permanece não sorotipados, pela falta de anticorpos monoclonais que 

possam identificar toda a diversidade de epítopos de sorotipo e sorosubtipos (Sacchi 

e cols., 1998). Embora a fração seja pequena e até agora não inclui, na maioria das 

vezes, as cepas responsáveis por surtos. Nos EUA 15% dos isolados pertencentes 

ao sorogrupo B permanecem não 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 não tipados (Sacchi e  cols., 2001).

Devido a essas observações, o esquema para tipagem baseado na aplicação 

da seqüência direta do gene da proteína Por A, tem sido proposto como alternativa 

para a sorotipagem (Suker e cols,, 1994; Feavers, 1996; Sacchi, 1998). McGuines e 

cols. em 1990 analisando seqüências de aminoácidos de três proteínas de classe 1 

de diferentes sorosubtipos, observaram que existia uma região bem conservada, 

com alto grau de homología estrutural e duas regiões de alta variabilidade, as 

chamadas região variável 1 (VR1) e região variável 2 (VR2) na Por A (McGuines e 

cols., 1990). As regiões hiper-variáveis de Por A, VR1 e VR2 correspondem a 

regiões das alças I 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 situações epidemiológicas uma vez que ao serem expressas na 

superfície levam a pressão negativa da resposta imune. Derrick e cols., observaram 

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



envolvimento na geração de subtipos, como se demostrou em Isolados do Canadá, 

pertencentes ao tipo 2a:P1.5,2 (Derrick e  cois., 1999). As seqüências desses 

isolados se diferenciavam por numerosas substituições simples de base de regiões 

fora e dentro das regiões variáveis. Esses achados apontam que em adição com 

mutações, - variabilidade genética no PorA podem ocorrer por mecanismo de 

recombinação em regiões hiper-variáveis. Outros mecanismos identificados que 

geram variabilidade são duplicação de códon e duplicação de códons triplo em 

regiões hiper-variáveis, deleção de quatro códons inserção de IS1301 e mutação na 

região do promotor do gene de Por A, resultando na perda total de expressão 

(Derrick e cols., 1999). Todos essas mecanismos podem resultar em subtipos de 

importância epidemiológica pela possibilidade de estarem relacionados a surtos, 

podendo ser caracterizados pelo sequenciamento das regiões variáveis de Por A. 

Devido a esta limitação da sorotipagem e sorosubtipagem, o sequenciamento da Por 

A pode ser utilizado como método em testes de tipagem.

Figura 4. Topologia da proteína de Classel do sorotipo P1.5a,10d baseado no modelo de van der 
Ley e cols., 1991, indicando os dez sítios de substituição, fora da VR1; Os círculos indicam sítios de 
mutações que levam a mudança de aminoácido e os quadrados expressam sítios com mutações 
silenciosas. As alças expostos na superfície da célula estão numerados em romano de 1 a 8. As duas 
regiões variáveis estão indicadas em negrito. (Adaptado de Jeifs e cols., 2000).
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Multilocus enzim e eletrophoresis  tem sido extensamente usado em estudos 

de biologia populacional e filogenético, tanto em eucariontes quanto em procariontes 

e tem demonstrado ser útil diferenciando população genética de bactérias, 

especialmente, na caracterização do agente da doença meningocócica (Caugant,

1998). A técnica identifica variações alélicas em genes constitucionais pela migração 

eletroforética diferenciada em gel de agarose dos produtos destes genes (enzimas). 

Todas as bactérias isoladas podem ser caracterizadas pelo padrão dos aletos nos 

/oc/estudados. Pelo menos 15 loci são analisados como padrão para se obter uma 

discriminação adequada entre cepas de N. meningitidis (Selander e cols., 1986; 

Caugant, 1998).

O padrão alélico gerado determina um tipo eletroforético (ET) utilizando 

aproximadamente 15 enzimas, este tipo eletroforético corresponde ao genótipo do 

organismo (Selander e cois., 1986). O meningococo tem maior diversidade genética 

em comparação com outras bactérias. No entanto, apesar desta diversidade 

genética, uma proporção pequena, em torno de dez ETs, da N.meningitidis tem sido 

isolada repetidamente e têm sido causas de surtos por décadas e em várias partes 

do mundo, como o ET-5 (Caugant, 1998).

Existe micro-heterogenicidade genética entre cada complexo de ETs, como o 

ET-5, que são freqüentemente identificados como causa de surtos. Esses Ets, que 

comumente são associados à doença meningocócica, 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 clonáis, também chamados de subgrupos.

1.4 Classificação pelo MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis)



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

mas que apresentam correlação filogenética (Caugant, 1998).

1.5 Epidemiología

As infecções por N. meningitidis são associadas a altas taxas de morbidade e 

mortalidade por todo o mundo, ocorrendo de forma endêmica, epidêmica e 

hiperendêmica. A incidência anual média da doença meningocócica, durante os 

últimos 30 anos, variou de 1 a 3 por 100.000 habitantes, na maioria dos países 

industrializados, e de 10 a 25 por 100.000 habitantes em alguns países do terceiro 

mundo (Achtman, 1995; Caugant, 1998). Desde 1970, a incidência anual devido ao 

sorogrupo B tem aumentado, ficando em torno de 5 a10/100.000 hab., em países da 

Europa, nas Américas e Sul da África (Caugant, 1986). O coeficiente de mortalidade 

da doença meningocócica, no Brasil, de 1988 a 1992 foi de 0,6/100.000 hab. no 

período, a taxa de letalidade foi de 18,3% a 21,5% no período (Ministério da Saúde- 

FUNASA, 1999) e no ano de 2000 foi registrada uma incidência anual de 2,06 /

100.000 hab no país (Ministério da Saúde-FUNASA, 2001).

Diferente das epidemias do sorogrupo A, que se caracterizam por elevado 

número de casos, muitas vezes como pandemias, primeiramente na África, a 

transmissão de doença meningocócica causada por isolados do sorogrupo B e C 

levam apenas a um aumento moderado da incidência, mas por outro lado podem 

durar várias décadas como hiperendemias (Lystad & Aasen, 1991; Griffiss e 

cols.,1987). Uma região hiper-endêmica é  caracterizada por níveis elevados de 

incidência persistindo por longo período de tempo (Olyhoek e cols., 1987). Nestas 

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

coletividade ou região o número de casos observados excede o número esperado
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um determinado período de tempo, como aconteceu em São Paulo e Rio de Janeiro 

nas décadas de 70 e 80 (Ministério da Saúde-FUNASA, 2001).

Em regiões geográficas distintas no mundo, a distribuição da doença 

meningocócíca e os sorogrupos isolados, variam de uma região para outra região. 

Nos Estados Unidos, a incidência anual média da doença meningocócica no período 

de 1992 a 1996 foi de 1/100.000 hab., com predomínio dos sorogrupos B, C e 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 

incidência anual variou de 4-8/100.000 hab. entre 1988 e 1998, com predomínio dos 

sorogrupos B e  C (Smith e cols., 1999). Já  nos países do oeste e centro do 

continente Africano, a incidência anual média tem sido de 27/100.000 hab., com 

predomínio do sorogrupo A, que tem sido o principal sorogrupo identificado nas 

epidemias ocorridas em todo o mundo (Miller e cols., 1999). Em 1996 a 

Organização Mundial de Saúde relatou 153.000 casos de meningite, com mais de 

16.000 mortes, na região do Subsaara, conhecida como "cinturão de meningite" 

(Tikhomirov e cols., 1997). Esta região que se entende do leste da Etiópia até o 

oeste do Senegal, representa uma ameaça recorrente à saúde pública, nos últimos 

cem anos, pela alta incidência da doença meningocócíca do sorogrupo A (Schwartz 

e cols., 1989). Em 2000, um surto internacional devido ao sorogrupo W135 ocorreu, 

associado aos peregrinos Hajj, que retornavam de Meca, Arábia Saudita (Popovic e 

cols., 2 0 0 0 ),

No Brasil, ocorreram várias epidemias seqüências, devido aos sorogrupos A, 

B e C, na primeira metade da década de 70. As taxas de incidência anual dos 

sorogrupos A e C atingiram 170/100.000 hab. A partir de 1976, a ocorrência voltou a 

valores endêmicos. A década de 80 observou-se uma baixa incidência da doença.
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com o predomínio do meníngococo sorogrupo B. A partir de 1986, foi observado um 

aumento na incidência de casos, com vários surtos epidêmicos identificados em 

diversas regiões do país, provocados pela introdução do sorogrupo B, 

especificamente, pela cepa cubana 4,7:P1.19,15 (Sacchi e  cols., 1992; Ministério da 

Saúde-FUNASA, 2001). Apesar do predomínio do sorogrupo B, a década de 90 foi 

caracterizada por uma diminuição proporcional da presença daquele sorogrupo e 

aumento progressivo do sorogrupo C (Ministério da Saúde-FUNASA, 2001).

A cidade de Salvador apresentou este mesmo perfil epidemiológico. Em 1973 

a incidência anual das meningites meningocócicas foi de 4 / 100.000 hab. Nesta 

mesma década a incidência anual atingiu o índice de 39 / 100.000 hab., em 1975, 

associado principalmente ao sorogrupo C (Bryan e cois., 1990). Uma segunda 

epidemia ocorreu em 1978, devido ao sorogrupo A, atingindo uma incidência de 

aproximadamente 18 / 100.000 hab. A partir de 1978, a incidência da doença 

meningocócica atingiu o índice de 3,8 / 100.000 hab em 1982, com predomínio do 

sorogrupo B, seguido do sorogrupo C (Bryan e cols., 1990). No momento, o 

sorogrupo B é responsável por mais de 70% dos casos que ocorrem em micro 

surtos. Ainda, não há registros de epidemias, mas, está ocorrendo a transmissão de 

cepas hiperendêmicas, principalmente, dos sorogrupos B e C (Boletim 

Epidemiológico/Sesab-SUS, dez., 1999). Em 2000, a incidência, na Bahia, foi de 

1,26 /100.000 hab. (Ministério da Saúde-FUNASA, 2001).

Em todo o mundo epidemias e hiperendemias da doença, são associadas à 

disseminação de um número limitado de clones virulentos, identificados pelo MLEE, 

na população susceptível. Alguns estudos demonstraram que subgrupos e clones 

foram identificados em regiões específicas e que através da análise genotípica 

desses microrganismos foi observado que, cada epidemia ou hiperendemia foi

13



14

associada à propagação de um único clone (Wang e cois., 1992; Caugant, 1998) 

sendo os complexos clonáis ET-5, ET-37, Grupo A4, Linhagem III, e Subgrupo I, III 

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

Quadro 2. Características sorológicas e fontes geográficas dos complexos clonáis (ETs) pelo MLEE, 
responsáveis por epidemias de doenças meningocócicas no mundo (Adaptado Caugant, 1998).

Complexo Cíonaf Designação de cepa Sorogrupo
Principais

Soro-Sorosubtipos Fonte geográfica

Subgrupo 1 A 4,21:P1.10 Global

Subgrupo III África 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 (<5%) 4:P1.12

4:P1.3

15:P12,13a

Global

Chile 15:P1.3

Cuba 4,7;P1.19,15

Holanda 2b:P1.2 Américas, Europa e

Grupo A4
Brasil

B . C 2b:P1.10

2b:P1.3

África do Sul

Europa, Nova Zelândia e

Linhagem III Holanda B 4:P1.4 Américas

Complexo ET-37 C, Wi35

2a:P1.5,2

2a;P1.5,10

2a:P1.5

2a;P1.15

ArábiaSaudita *Peregrino 
Hajj

EUA, Canadá 

Austrália, Inglaterra 

Brasil



Análises dos genotipos identificados pelo multilocus enzimático, em urna 

coleção 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, não ocorra tão logo a cepa seja introduzida na população, devido à 

baixa transmissão do clone (Caugant, 1998). A partir da década de 70 isolados 

pertencentes ao complexo ET-5 foi identificado em diversas partes do mundo sendo 

responsável por surtos em diversas regiões geográficas. A distribuição geográfica e 

temporal dos isolados, pertencentes ao complexo ET-5, é demonstrada na figura 

abaixo (Figura 5).
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Complexo ET-5

Figura 5. Distribuição geográfica de surtos causados por clones do complexo ET-5. As datas 
indicadas referem-se ao período da primeira identificação em cada região (Caugant, 1998).



O complexo ET-5 é formado por vários Ets, que descrevem o padrão típico 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 é constituido por bactérias com genótipos idênticos 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 período, na Espanha, uma alta incidência de doenças 

do sorogrupo B foi observada, onde clones do complexo ET-5, também foram 

identificados como responsáveis pela epidemia. Com o predomínio de sorotipo e 

sorosubtipo, 4:P1.19,15, com poucos isolados pertencentes ao sorotipo dominante 

na Noruega, indicando a mudança 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 Flórida-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 

padrão 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 responsável por surtos que 

começaram em 1985, na cidade de Iquique, Chile, que depois se disseminou por 

todo o país, 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, 

têm sido registrados, em Washington e Oregon*EUA. Swartiey e  cols. demonstraram 

que a troca da cápsula ocorreu por conversão do gene que codifica a polimerase 

capsular, in vivo. Presumivelmente, a co~colonização do sorogrupo B e C, na 

nasofaringe humana e a troca genética de genes responsáveis pela biossíntese da 

cápsula por transformação e permuta alélica, são eventos responsáveis pela 

mudança da cápsula (Swartiey e cols., 1997). Esse mecanismo pode explicar a 

existência de cepas com múltiplos sorogrupos (Quadro 2), durante epidemias ou por 

períodos prolongados, mas com o mesmo padrão de sorotipos e sorosubtipos. 

Mesmo assim o mecanismo de pressão evolucionária, presumivelmente associada 

com resposta imune na população que selecionou ET-5 pertencente ao sorogrupo C, 

não é  conhecido.

Os primeiros isolados identificados como ET-5, foram Introduzidos no Brasil, 

em 1979, embora só fossem associados a aumento da incidência da doença, 

especialmente, em São Paulo, depois de 1985, por causa de epidemias. Entre 1980 

-1986, a incidência anual média, na Grande São Paulo, foi em torno de 1,0- 

2,0/100.000 hab.; após a introdução da “cepa cubana” 4,7:P1.19,15, pertencente ao 

complexo ET-5, a incidência foi se elevando até atingir o índice 5/100.000hab., em 

1990 (Sacchi e cols.,1992).
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O complexo ET-37, representa um grupo de clones associado a epidemias, 

nos últimos 40 anos, em todo o mundo. O primeiro surto do clone ET-37 foi 

documentado ñas forças armadas americana, em 1960 (Wang e cois., 1993; 

Brundage-e cois.,1987). Os sorogrupos B, C, W135 e Y, estão relacionados neste 

complexo, presumivelmente, pela troca de cápsula, devido á recombinação gênica e 

são caracterizados pelos sorotipo 2a e sorosubtipos, P l.5 ,2  ou P1.5 (Caugant e 

cois., 1987; Craven, 1978).

Este complexo foi responsável por um surto, no Brasil, em 1976, devido ao 

sorogrupo C (Caugant e cois., 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 países da 

África, na década de 80, também pertenciam ao complexo ET-37 (Wang e cois., 

1993). Na Africa, freqüentemente, foram encontrados isolados pertencentes aos 

sorogrupos Y ou W135 (Guibourdenche e cols., 1996).

Entretanto, o impacto na doença desse complexo, está diminuindo por razões 

ainda nâo entendidas. Na última década, 10 a 20% das doenças meningocócicas, 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 doença meningocócica nos EUA, 

França, Inglaterra e Arábia Saudita, todas associados a peregrinos Hajj, cujos 

isolados bacterianos do complexo ET-37 pertenciam ao sorogrupo W135 sorotipo e 

sorosubtipo, 2a;P1.5,2 (Popovic e  coís., 2000; C lause cols., 2001).
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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 identificação do grupo A4, foi feita na Holanda, em 1961 (Caugant e cols., 

1990) e em 1970, foi causa comum de doença nos EUA, Canadá, Reino Unido, 

Islândia e muito outros países europeus e também foi responsável por epidemias do 

sorogrupo B, em 1979 na Cidade do Cabo, África do SuL (Caugant e cols., 1990;

1987).

Nos últimos anos, clones do grupo A4 têm sido associados ao aumento de 

incidência de doenças do sorogrupo C, em crianças no Brasil, em particular, na 

grande São Paulo, no período 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 período, cepas epidêmicas de N. meningitidis 

C:2b:P1.3 também foram responsáveis por epidemias em Curitiba, onde a incidência 

média anterior a este período era de 1 ,6/1 0 0 .0 0 0  hab., atingindo o índice de 

10,45/100.000 hab. em 1990 (Sacchi e cols., 1994).

Linhagem III

Um novo complexo denominado Linhagem III (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 frequência em outros países da Europa. Entretanto, no 

começo dos anos 90, na Nova Zelândia, ocorreu uma epidemia associada à 

introdução de cepas B;4:P1.4, pertencentes a Linhagem III (Carion e cols., 1997).

19

Grupo A4



Cepas desse grupo foram recentemente encontradas no Chile, demonstrando que 

este clone, também, é encontrado no continente Americano (Caugant, 1998). 

Subgrupos I e III

O sorogrupo A pode ser dividido em nove complexos ou subgrupos, destes os 

subgrupos-1 e III, foram responsáveis por três pandemias, nos últimos 30 anos 

(Wang e cols., 1993). Os isolados de subgrupo I, pertencem ao sorotipo e 

sorosubtipo 4,21:P1.10 e do subgrupo III pertencem ao sorotipo e  sorosubtipo 

4,21;P1.20,9. O subgrupo I foi, primeiramente, descrito no Reino Unido, em 1941 

(Achtman, 1995), mas epidemias do sorogrupo A ocorreram em vários países, 

durante a Segunda Guerra Mundial. Sendo identificado, em 1960 no Norte da África 

e em países do “cinturão de meningite meningocócica africano”. Em 1970, propagou- 

se para o continente americano, onde causou surto da doença, no Brasil, EUA e 

Canadá (Olyíioek e cols., 1987; Peltola, 1991; SacchI e cols., 1992). No mesmo 

período, também foi encontrado na Europa e na África, em epidemias na Nigéria e 

Ruanda, aparecendo estando na África do Sul em 1968 (Olyhoek e cols., 1987). 

Também surtos na Nova Zelândia e Austrália ocorreram entre 1980 e  1990 (Wang e 

cols., 1992).

Clones do subgrupo III, especialmente, o clone III-1, foram responsáveis por 

duas pandemias, ambas iniciadas na China, há 15 anos (Olyhoek e cols., 1987). Em 

1974-1975, uma epidemia causada por isolados do sorogrupo C, em São Paulo, foi 

repentinamente substituída por uma epidemia mais grave, causada pelo sorogrupo 

A, que estava associada ao clone líl-1, no entanto, poucos casos foram analisados 

pelo MLEE (Olyhoek e cols., 1987). Provavelmente essa cepa foi responsável por 

surtos em Salvador devido ao sorogrupo A. Muitas epidemias ocorreram ao longo 

das últimas décadas, tendo como responsável, o clone III-1, em 1990, na China,
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(Olyhoek e cols., 1987) e em 1987, durante peregrinação Hajj, para Meca (Moore e 

cols.,1989). A introdução de cepas do subgrupo III no continente Africano depois da 

peregrinação Hajj, em 1987, levou ao aparecimento de epidemias e surtos fora do 

tradicional cinturão de meningite (Caugant, 1998).

1.6 Vacinas contra a doença meningocócica

O alto índice da doença, em crianças, a sua rápida disseminação e a alta taxa 

de morbidade e mortalidade, indicam para a necessidade de pesquisas de vacinas 

contra a N. meningitidis (Pollard e Levin, 2000), sendo a distribuição de sorogrupos a 

base para a realização dos programas de vacinação. Uma vacina será eficaz, 

quando for imunogênica e capaz de produzir uma proteção duradoura, 

principalmente, na população alvo que tem mais risco de adquirir doença 

meningocócica, crianças até os quatro anos de idade (Requejo, 1997).

A vacina monovalente A, vem sendo utilizada em países africanos, durante 

as últimas décadas, mostrando eficácia em situações de epidemia (Erwa e cols., 

1973; Wahdan e cols., 1973; Wang e cols., 1984). No entanto, estudos demonstram 

que cinco anos após a vacinação, os títulos de anticorpos retornam aos valores 

iniciais, principalmente, em crianças que tinham menos de quatro anos de idade na 

época da vacinação. A eficácia de 87% registrada após o primeiro ano de vacinação 

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 anticórpica ao polissacáride é T -independente e 

conseqüentemente não induz à memória imunológica nessas crianças, devido á 

imaturidade do sistema imune (Peltola, 1983). Por exemplo, a imunização realizada 

em São Paulo, durante a epidemia de 1971-74 apresentou fraca imunogenicidade
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nesta faixa etária, mas, foi suficiente para diminuir o risco da doença, na faixa de 24 

a 36 meses (Taunay e cols., 1975; 1978). Estudos indicam uma efetividade entre 52 - 

60%, em crianças menores de 2 anos de idade, que foram acompaniiadas até dois 

anos após a vacinação (Rosenstein e cols., 1999).

Experiências têm 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 epidêmicos de 

1977 a 1980, na província de Bauchi, Nigéria, mais de 2,5 milhões de crianças de 3 

a 15 anos de idade foram vacinadas com A e C, onde ocorreu um decréscimo 

significativo do número de casos da doença na região indicando que a vacinação em 

massa pode oferecer uma melhor expectativa na contenção de epidemias de 

meningite meningocócica (Mohammed & Zaruba, 1981). Em São Paulo entre 1972- 

1974 ocorreu uma epidemia devido aos sorogrupos A e C com um índice de 179 

casos por 100.000 hab. Neste período 95% da população foi vacinada com a vacina 

bivalente A e C. (Gotschiich e cois., 1978). A partir de 1980, o índice da doença 

meningocócica ficou em torno de 1,0 a 1,4 casos por 100.000 hab (Sacchi e  cols., 

1992). Investigações sobre a eficácia desta vacina foram realizadas, e  foi observado 

que apesar de está relacionada à diminuição do núnnero dos casos após a sua 

aplicação, a idade tem sido um fator crucial para a soro-conversão e persistência 

dos níveis dos anticorpos, onde a soro-conversão contra o sorogrupo A foi 

observada nos menores de três meses de vida, no entanto, uma resposta 

significante contra o sorogrupo C (Lepow/ e cols., 1986). Em um estudo realizado na 

África, a eficácia da vacina durante os dois anos após a vacinação foi estimada em 

78% (Greenwood e cols., 1986) e  cinco anos após a vacinação os níveis de 

anticorpos retornaram a valores pré-imunizaçâo (Ceesay e cols., 1992).
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Em 1982, a vacina polissacarídica tetravalente, que confere proteção contra 

os sorogrugos A, C, Y e W135. foi introduzida nos EDA. Extensas experiências com 

esta vacina, têm demonstrado segurança e os efeitos adversos são geralmente 

moderados (Lepow e cois., 1986). No entanto, vacinação de rotina, na infância, com 

a vacina tetravalente, não é recomendada, uma vez que é relativamente ineficaz ñas 

crianças < de 2 anos, sendo pobremente imunogênica (Lepow e cois., 1986) e o 

risco em maiores de dois anos não é alto, não podendo ser beneficiadas pela 

proteção. Além disso, os polissacarídeos da vacina induzem uma resposta imune de 

células B, T-Independente, não conferindo uma resposta imune adequada nesta 

faixa etária (WHO, 1998). Por esses motivos, a vacina tetravalente tem sido utilizada 

primariamente no controle de epidemias onde tem um aumento significante no risco 

nas populações maiores de dois anos ou em outras situações de risco, como na 

imunização de recrutas militares (WHO, 1998).

Assim, como a vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b, 

polissacarídeos de meningococos A, C, Y, W135 têm sido, quimicamente, conjugados 

com proteínas carreadoras. Essas vacinas conjugadas induzem à resposta de 

células B, T-dependente, resultando em uma resposta imune adequada que produz 

anticorpos anti-capsulares e também induz o aparecimento de memória imunológica 

dessas respostas, elevando os títulos de anticorpos nas doses subsequentes 

(Lepow e cols., 1999).

A utilização de vacinas conjugadas tem sido avaliada e estudos têm 

demonstrado que a utilização destas vacinas poderá reduzir de forma significativa a 

incidência da doença meningocócica. Um estudo realizado nos Estados Unidos para 

avaliar estratégias para 0 uso de vacinas conjugadas mostrou que a adição de 

sorogrupo Y na vacina conjugada contra sorogrupo C, usada na vacinação infantil.
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poderá resultar na redução da incidência em torno de 48% das doenças 

nneningocócicas no pais (Lingappa e cols., 2001). Na Inglaterra foi realizada uma 

análise da eficácia da vacina conjugada contra o sorogrupo C, 11 meses após a sua 

introdução, e ficou demonstrada uma eficácia de 97% nos adolescentes e 92% nas 

crianças, -confirmando a superioridade da vacina conjugada sobre a vacina 

polissacarídica, as quais são ineficazes em crianças jovens (Ramsay e cols., 2001).

O sorogrupo B possui a cápsula polissacarídica fracamente imunogênica em 

humanos (Griffiss e cols., 1991), isto é atribuído a uma tolerância devido à sua 

semelhança com oligômeros a -(2 ^ 8 ) do ácido siálico ou ácido a-(2->8) N-acetil- 

neuramínico, presentes também nos glicopeptídeos humanos (Brisson e cols., 

1992). Desta forma, as estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra o 

sorogrupo B, tem como alvo, principalmente, os antígenos não-capsulares, como por 

exemplo, as proteínas da membrana externa (Frasch, 1989). Um aumento de 

anticorpos contra proteínas de membrana, que embora isoladamente não tenham 

poder bactericida, pode agir sinergicamente com os anticorpos antí-polissacarfdicos 

pré-^xistentes, para elevar a atividade bactericida contra o meningococo B (Frasch 

e cols., 1976; Zollinger e cols., 1978; 1987). Entretanto, a considerável diversidade 

antigênica das proteínas da membrana externa, bem como a variação temporal e 

geográfica, podem limitar a utilidade da vacina (Tondella e cols., 2000).

Na década passada, vacinas contra sorogrupo B, com diferentes 

composições de epítopos de Por A foram desenvolvidas, baseando-se na 

prevalência dos sorosubtipos, em diferentes áreas geográficas (Peeters e cols., 

1996; Perkins e cols., 1998). Desta forma, a identificação da distribuição de 

sorosubtipos em uma região, se faz necessária para o desenvolvimento de vacinas 

apropriadas a cada situação 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 Saúde Pública em Oslo, Noruega (cepa 

norueguesa utilizada, 44/76, B:15:P1.7,16), baseada em proteínas de membrana 

externa Classe 2; Sacchi e  cois., demonstraram que em 10 estados brasileiros 

ocorre a prevalência de apenas três 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 50jig de OMP e 50^g de 

polissacarídeo sorogrupo C por dose, preparada a partir da cepa CU385, B:4:P1.15, 

tipo predominante em Cuba e no Brasil, resultou numa proteção eficaz de 83% 

quando experimentada em cubanos de 10 a16 anos de idade (Sierra e cols., 1994). 

Quando a vacina cubana foi aplicada em São Paulo no período de 1989-1990, numa 

população de 2,4 milhões de crianças de 3 meses a 6 anos de idade, a vacina 

cubana BC mostrou uma eficácia de 74% em crianças com mais de 4 anos de idade, 

porém a proteção não foi satisfatória para crianças com menos de 4 anos de idade, 

nas quais a eficácia ficou em torno de 37% (Milagres & Melles, 1993; Milagres e 

cols., 1994). A vacina norueguesa que é composta por 25|ig de OMP, preparada a 

partir da cepa 44/76, B;15:P1.7,16, apresentou uma eficácia em torno de 57,2%, em 

um estudo realizado em crianças em idade escolar na Noruega em 1991 (Bjune e 

cols., 1991).

Apesar de que muitos esforços estejam sendo direcionados para a laboração 

de uma vacina adequada, tendo como base a distribuição dos sorotipos, já se sabe 

que os anticorpos monoclonais utilizados na sorosubtipagem, não são capazes de 

diferenciar todas as sequências variantes de Por A, o que pode explicar a perda da
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reatividade do anticorpos anti-meningocócicos para algumas variantes de Por A 

(Pizza e cols-, 2001).

Após o sequenciamento completo do genoma da cepa MC58, que pertence 

ao sorogrupo B, estudos têm sido desenvolvidos a fim de possibilitar a identificação 

de novas-proteínas de superfície que não mostram variabilidade na seqüência de 

DNA e aminoácidos entre cepas de N. meningitidis, que poderão ser usadas em 

vacinas efetivas, inclusive que sejam capazes de induzir imunidade contra outras 

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

1.7 GENOTIPAGEM E EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

O processo de tipagem é importante epidemiológicamente, por ajudar a 

identificação dos surtos de infecção (Woods e cols., 1996), rotas de transmissão de 

patógenos (Daubek e cols., 2000), possíveis fontes da infecção (Kidd e cols., 2001), 

reconhecer, particularmente, cepas virulentas (Johson e cols., 2000), monitorar 

programas de vacinação (Wedege e  cols., 1998), para demonstrar associação entre 

os casos ou entre casos e portadores durante um surto como também para 

monitorar mudanças epidemiológicas da doença ( Roseinstein e cols., 1999; Olive & 

Bean, 1999; Yakubu e cois., 1999). Métodos de tipagem molecular são necessários, 

não somente para a epidemiología e investigações genéticas de populações, mas 

também, para estudos relacionados ao desenvolvimento e aplicação de vacinas 

(Maiden e cols., 1998).

Vários métodos de tipagem molecular para N. meningitidis, que caracterizam 

isolados e que permitem descriminar níveis abaixo de espécie, são capazes de 

caracterizar toda e qualquer cepa, A técnica considerada o padrão-ouro para a 

tipagem de Neisseria meningitidis, é  o MLEE (multilocus enzym e electrophoresis) 

que determina o genotipo pela identificação de alelos de loci que codificam enzimas
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constitutivas tipo "house-keeping". Alelos são identificados pela analise da variação 

de mobilidade eletroforética. O MLEE em geral identifica macro-varlações na 

população bacteriana, sendo apropriado para estudo epidemiológico global de 

períodos relativamente longos, sendo a mais apropriada técnica para a Identificação 

de linhagens hipervirulentas (Weis & Lind, 1998; Maiden e cois., 1998). No entanto, 

é uma técnica extremamente laboriosa, requer um tempo extenso para sua 

execução e o maior problema é a dificuldade de reproduzir resultados de uma 

mesma cepa entre laboratorios (Enright e Spratt, 1999). Como alternativa para o 

MLEE, foi desenvolvida a técnica do MLST {multilocus seq u en ce  typing) que 

consiste no sequenclamento di reto de fragmentos internos de seis genes 

constitutivos, correspondentes as enzimas do MLEE. As vantagens do MLST são 

que uma maior discriminação entre populações de cepas pode ser detectada, o 

método é reproduzível entre laboratorios e os resultados podem ser facilmente 

comparados entre laboratorios, através de um banco de dados via Internet, 

possibilitando o monitoramento de cepas relacionadas a endemias ou epidemias de 

meníngites meningocócicas. O MLST está sendo mais utilizado e tem sido 

considerada uma opção 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 não são disponíveis na 

maior parte do mundo atingido pelas doenças meningocócicas.

Um outro grupo de métodos de tipagem possui a característica de detectar 

micro-variações no genoma, o que é necessário para distinguir cepas circulando 

dentro de uma região geográfica. Neste grupo, a técnica mais utilizada é o PFGE 

(pulsed-field g e l electrophoresis), através do qual o DNA bacteriano é digerido por 

enzimas de restrição que cortam sítios raros distribuídos no genoma e, em seguida,
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OS fragmentos sào separados por eletroforese em campo pulsátil, gerando padrões 

de bandas polimórficos específicos para determinada cepa, O método é altamente 

reprodutível sendo um dos de melhor poder discriminatório e que já foi utilizado em 

diversos estudos de epidemiologia molecular (Bygraves & Maiden, 1992; Raymond e 

cols., 1997). No entanto, as limitações dos métodos são: o alto custo de enzimas e 

de outros reagentes, laboríosidade e de longo tempo de execução (5 a 7 dias), que 

reduzem a capacidade dos laboratórios em analisar grande número de amostras 

(Olive & Bean, 1999).

Outros métodos também podem ser utilizados na caracterização do 

meningococo, no entanto, são aplicados com menor freqüência como: análises de 

endonuclease de restrição, 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 padrões dos fragmentos de D NA, cepa específica, obtidos de 

amplificações entre elementos repetitivos presente no genoma bacteriano.

Este método baseia-se nos resultados encontrados por Correia e cols., 

(1986) quando Identificaram a seqüência repetitiva em N. gon orrhoeae e  N. 

meningitidis. Os sítios de inserção dessas regiões repetitiva sào polimórficos entre 

cepas distintas, gerando um padrão de bandas também pollmórfico. Esta técnica 

também pertence ao grupo de métodos que detecta micro-variações do genoma 

(Correia e cols., 1986; Versalovic e cols., 1991). O Rep-PCR (Reação de polimerase 

em cadeia de regiões palindrõmlcas extragênicas 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.,  ̂995),Streptococcus pneum oniae  (Ko e  cols.,2000).

Para a N. meningitidis, este o método recebe a designação de NgREP-PCR 

(Woods e cols., 1996). A técnica é relativamente de fácil execução e aplicável a um 

grande ou-pequeno número de amostras (Olive& Bean, 1999). Através deste 

método, são amplificados múltiplos fragmentos que diferem de um isolado, para o 

outro, conforme sua proximidade clonal e filogenética. Métodos de tipagem 

baseados em Rep-PCR têm boa sensibilidade, especificidade é de execução rápida, 

que 0  torna atrativo, na rotina de vigilância locai e  investigações epidemiológicas 

(Versalovic & Lupski, 1995). No entanto, alguns trabalhos afirmam que o seu poder 

discriminatório é menor que o do MLEE e PFGE (Yakubu e cols., 1999). Podendo 

discriminar polimorfismos entre capas (taxonomia) mas não funciona nas situações 

epidemiológicas.
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A natureza epidêmica dos surtos de doenças meningocócicas, mais os dados 

de letalidade, demonstram a importância de estudos epidemiológicos desse 

patógeno, entre os quaís, aqueles retacionados à sua caracterização molecular.

Varias estratégias têm sido utilizadas para tipagem da N. meningitidis: 

multilocus enzym e electrophoresis  (Selander,1986J, multilocus seq u en ce  typing 

(Maiden e cols., 1998; Feavers e cols., 1999), pulsed-field g el 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 execução longo e execução 

extremamente laboriosa.

Diante das características de hiperendemia de doença meningocócica, no 

nosso estado e da importância de se caracterizar o patógeno, para identificar o 

modo de transmissão das cepas hipervirulentas, bem como na possibilidade de se 

utilizar a informação, na aplicação de medidas de prevenção, a disponibilidade de 

um método simples e  eficaz de tipagem molecular poderá ser utilizado como 

ferramenta indispensável, em um estudo de investigação de epidemiología molecular 

e na definição de políticas de saúde pública. O NgREP-PCR pode discriminar cepas 

como já descrito em estudos anteriores(Versalovic & Lupski, 1995; Woods e cols., 

1996) e foi utilizado neste trabalho, como ferramenta, na identificação e 

caracterização de isolados de meningite meningocócica, para determinar as cepas 

relacionadas, clonalmente, e  para validar a aplicação desse método na vigilância 

epidemiológica, em Salvador-BA.

2 J ustificativa
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Desta forma a caracterização molecular da N. meningitidis é de fundamental 

importância para os programas de vigilância epidemiológica, no controle da doença 

a nível de saúde pública, inclusive para a elaboração de vacinas específicas.



3.1 Geral

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

meningítes de Salvador-BA.

3.2 Específicos

3.2.1 Identificar as características clínicas e epidemiológicas da meningite 

meningocócica na população estudada;

3.2.2 Caracterizar a distribuição 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 investigações epidemiológicas, do 

método de tipagem baseado na amplificação por PCR das regiões 

extragênicas entre elementos repetitivos (NgREP-PCR);

3.2.4 Aplicar esse método de tipagem molecular na vigilância epidemiológica 

para identificar as cepas relacionadas clonalmente que contribuem na 

transmissão da doença meningocócica, em Salvador-BA.
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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 Ma ia, centro de referência para 

doenças infecciosas em Salvador, Bahia, responsável por mais de 95% da 

notificação, na cidade de Salvador

4.2 P e r ío d o  d o  e s t u d o

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

4.3 C r it é r io s  de  in c l u s ã o

Pacientes de ambos os sexos e de todas as idades, atendidos no pronto 

atendimento do HCM, com suspeita de meningite e com uma cultura positiva de 

liquor por N. meningitidis. O caso era considerado suspeito, quando o paciente, no 

pronto atendimento, apresentava os padrões dos sinais e sintomas como: febre, 

cefaléia intensa, vômitos, alteração do sensorio, dados vitais alterados, convulsões, 

manifestações cutâneas com púrpura, principalmente, se fossem acompanhadas de 

rigidez na nuca e em casos de crianças menores de oito meses, se apresentassem 

abaulamento de fontanela.

4.4 Is o l a m e n t o  d a s  a m o s t r a s

O isolamento de meningococos foi realizado no laboratório do Hospital Couto 

Maia, a partir do liquor, usando-se placas de agar chocolate, preparado com base 

Trypiticase Soy Ágar (D\FCO 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 CO2), por um período de 24 a 72 horas. Após
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O crescimento bacteriano era feita a identificação de diplococos Gram negativos na 

coloração de Gram e aglutinação anti-soro específico para N. meningitidis, 

sorogrupos A, B e C (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA). Após o 

isolamento do meningococo, a placa de cultura era enviada ao CPqGM-FIOCRUZ, 

para continuidade do estudo experimental.

4 .5  ESTOCAGEM BACTERIANA

Após novo repique em placa de agar chocolate, a amostra era incubada a 

35° C, em estufa com ambiente de 5 % de C02, por um período de 24 horas. Após 

o crescimento era realizada a coloração de Gram para confirmação da ausencia de 

contaminação e então a amostra era estocada a -70°C sob a forma de suspensão, 

em solução contendo 10% de glicerol (DIFCO) e 90% de BHI - Broth Infusion Heart 

(DIFCO).

4 .6  Id e n t if ic a ç ã o  d o s  s o r o g r u p o s

O método de sorogrupagem (Vedros, 1987), foi realizado de acordo as 

instruções do fabricante (Difeo), baseando-se na aglutinação macroscópica soro- 

específica de anti-soros produzidos em coelho contra os diversos antígenos 

capsulares (A, B, C, Y, Wiss)- Reagindo em paralelo a amostra, foram utilizadas as 

amostras ATCC 13090 pertencente ao sorogrupo B e ATCC 13102 pertencente ao 

sorogrupo C, como controles positivos e negativos; e salina para identificar reações 

falso-positivas por causa de auto-aglutinação (DIFCO Laboratories, Detroit, 

Michigan, USA).
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As amostras foram enviadas para a Seção de Bacteriologia do Instituto 

Adolfo Lutz (IAL) em São Paulo, centro de Referência Nacional para Meningite, onde 

foi realizada a sorosubtípagem. A tipagem foi realizada pela técnica de dot-blot, 

utilizanda 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 concordância dos resultados.
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4.7 Identificação dos Sorotipos e Sorosubtipos

Quadro 3. Anticorpos monoclonais utilizados na determinação dos sorotipos e sorosubtipos (SACCHI, 
et ai .1998a; SACCHI etal., 1998b),

Anticorpos Monoclonais: Sorotipo Anticorpos Monoclonais; Sorosubtipo

1 10 P1.1 P1.12

2a 11 P1.2 Pl.Sa

2b 14 P 13 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 P1.9 P I.22

9 22 P1.10 P I.22-1

4.8 G e n o t ip a g e m  p o r  REP-PCR

4.8.1 Primer

As seqüências repetitivas, REP, com 26 pares de bases, foram originalmente 

identificadas no DNA genômico em N. gonorrhoeae e, subseqüentemente, em 

N.meningitidis por Correia e cols., 1986. Os primers utilizados no presente estudo,



com 14 pares de bases, foram modificados por Versalovic e cois. (1991) a fim de 

identificar regiões extragênicas repetitivas designadas Ng-Rep, conforme abaixo:

NgREP-PCR1R - 5' ACA AAA ACC GGT AC 3'

NgREP 2 - 5 '  GTT AAT TCA CTA TA 3'

4.8.2 Cepas

Foram utilizadas as amostras de N.meningitidis isoladas de pacientes com 

meningite meningocócica, conservadas em freezer -70°C no LPBM do CPqGM- 

FIOCRUZ. Para a padronização da técnica e para validar a aplicabilidade como 

método de tipagem molecular, foram utilizadas como controles geográficos e 

temporais, cepas de outras cidades brasileiras da coleção de isolados fornecidos 

pelo IAL, São Paulo e pelo INCQS/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, de outros países, 

fornecidas pela Universidade da Califórnia, Berke!ey/EUA, do CDC, Atlanta/ EUA, e 

as amostras padrões ATCC13077 (A:4,21;nt), ATCC13090 (B:NT:nt) e ATCC13102 

(C:NT;P1.5), NCCLS, EUA (Quadro 4).
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Quadro 4. Relação das amostras utilizadas na validação da NgREP-PCR.
Amostra Ano de Isolamento Fornecedor Origem geográfica Sorotlpo:sorosubtipo MLEE

R-124 1990 iNCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro. Brasil B:4.7;P1.7,1 -

R-04 1989 INCQS/FIOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil B;4,7:P1,19,15 -

R-121 1990 INCQS/FtOCRUZ,RJ Rio de Janeiro, Brasil W135;19,10:P1.16 -

R-1563 1992 INCQS/FIOCRUZ.RJ Rio de Janeiro, Brasil 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 Itália C:2a:P1.5,2 -

1232 1971 UCB.EUA Hawai B;9:P1.2 -

1032 1970 UCB.EUA EUA B:NT:P1.9 -
N.1244 2000 lAL, SP São Paulo, Brasil C:2b:P1.3 -
N.1242 2000 lAL, SP São Paulo, Brasil C:2b;P1.3 -
N.412 2000 lAL, SP Rio Grande do Sul, Brasil B:4,7:P1.7,1 -

N.1141 2000 lAL, SP Brasília, BrasH B;4,7;P1.3 -

N.1185 2000 lAL, SP São Paulo, Brasil B:4,7:P1.3 -
N.248 2000 lAL. SP Recife, Brasil B;4,7;P1.19,15 -
N.150 1988 lAL.SP Sao Paulo. Brasil B:4,7:P1.19,15 ET-5

N.348 1988 lAL.SP Sâo Paulo. Brasil B;4,7:P1.19,15 ET-5

N.49 1988 lAL.SP Sâo 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 Califórnia, EUA B:4.7:P1.7.16 ET-5

M262 1993 CDC.Atlanta7EUA Califórnia, EUA B15;P1.7 ET-5

M522 1992 CDC.Atlanta7EUA Noruega B:15:P1.7.16 ET-5

4.8.3 Extração de DNA

O método de extração de DNA foi uma modificação do protocolo de 

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

consecutivos em ágar chocolate a 35®C, por 24 horas, em atmosfera de 5% de C02 

e em seguida, foi preparada uma suspensão bacteriana com alça bacteriológica de 

0,001 mm, de platina em 1,0 mL de salina tamponada (PBS, pH 7,4), com turvação



equivalente à escala 1,0 de McFarland (aproximadamente urna alça cheia). Esta 

suspensão foi centrifugada por 2 minutos x 13.500 rpm, a 4°C. A massa bacteriana 

foi ressuspendida em 1G0|aL de Tris HCI lOmM, pH 8,0 e incubada em banho 

fervente por 15 minutos. Após centrifugação por 10 minutos x 13500 rpm, o 

sobrenadante foi diluido na proporção de 1:10; 1:100; 1:1000 em Tris HCL lOmM, 

pH 8.0, durante a padronização e utilizado imediatamente ou conservado a >20°C, 

em futuras reações.

4.8.4 NgREP-PCR

A mistura reagente foi preparada em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, 

contendo para cada reação: Tampão 10x (KCI 500mM, MgCI2 20mM, Tris - HCI 

lOOmM); 2U Taq DNA polimerase recombinante (Gibco BRL, Nova York, BUA); 

200^iM de cada nucleotídeo, dNTPs (Gibco BRL); 1,0|iM de cada primer NgREP IR  

e NgREP 2; 2mM de MgCI2 lOOmM (Sigma); dimetil-sulfóxido 100% (Sigma) e água 

ultra-pura (Gibco BRL).

Em tubos tipo eppendorfs de 0,2 mL foi adicionado 5 î L de amostra e 

adicionado 45̂ xL da mistura reagente e a amplificação foi feita em termociclador tipo 

Perkin Elmer 2400, seguindo as seguintes incubações: 95°C, por 7 minutos (pré- 

desnaturação); 35 ciclos de 90°C, por 30 segundos (Desnaturação), 38°C, por 1 

minuto (Hibridização) e 65®C, por 8 minutos (Elongação); finalizando com 65°C, por 

16 minutos.

4.8.5 Eletroforese

Os produtos da PCR foram visualizados contra luz ultravioleta após 

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 etídio (lOmg/mL). Em cada gel foi utilizado um
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marcador externo de peso molecular 250pb DNA Ladder (Gibco BRL), aplicado em 

três posições por ge!, ñas laterais e centro do gel. As imagens foram digitalizadas 

pelo sistema de captura de imagem Eagle Eye II (Stratagene) e arquivadas como 

imagens.

4.8.6 Padronização da NgREP-PCR 

Concentração de DNA

Durante a padronização da NgREP-PCR, foram avaliadas as condições de 

extração do DNA, tendo sido estabelecido a melhor condição para realização do 

PCR de fácil execução e para obter a concentração de DNA mais adequada a ser 

utilizada. Para a padronização, 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 

reação da PCR foi realizada em duplicata com o extrato bruto de DNA de cada 

isolado, com diluições de 1/10 e 1/100 de cada amostra e água como controle 

negativo para demonstrar a não contaminação da reação.

Conforme demonstrado na figura 6, através da análise das duplicatas, pode- 

se observar que houve boa reprodutibilidade intra-experimento. Pode-se observar, 

que na diluição de 1/10, o isolado GNC01 apresentou cinco bandas, contra dez, na 

diluição de 1/100. Já o isolado M610, apresentou sete bandas na primeira diluição, 

contra 11, na diluição de 1/100. Desta forma, a diluição de 1/10 foi escolhida, por 

apresentar bandas resolutas e com uma intensidade adequada, para facilitar a 

interpretação visual dos padrões, na eletroforese do gel (Figura 6).

A partir de então, os extratos de DNA de GNC01 e M610, foram utilizados 

como controles de qualidade, em todos os experimentos seguintes. Quando os 

padrões destas amostras não reproduziram corretamente, ou seja, quando os 

padrões desses isolados não correspondiam aos determinados na padronização, o
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experimento foi repetido.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de amostras controle em duplicata e em diferentes 
diluições. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 e 3 correspondem 
ao extrato bruto de DNA do isolado GNC01; 4 e 5 ao extrato bruto do isolado M610; 6 e 7 o DNA na 
diluição de 1:10 do isolado GNC 01; 8 e 9 a diluição de 1:10 do isolado M610; 10 e 11 a diluição de 
1:100 do isolado GNC01; 12 e 13 a diluição de 1:100 do isolado M 610 e; 14 o controle negativo da 
reação.

Reprodutibilidade

Outra etapa da padronização foi a avaliação 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 segurança em estudos de epidemiología molecular.

Para a demonstração da boa reprodutibilidade da NgREP-PCR, foram 

realizados três experimentos consecutivos com quatro amostras (GNC01; M610; 

GNC18; GNC124), para observar a repetição dos padrões nos experimentos 

realizados (Figura 7). Nesta avaliação, os isolados examinados apresentaram o 

mesmo padrão de bandas nos três experimentos sendo que o GNC01 apresentou 

cinco bandas, o M610, sete bandas, o GNC18, seis bandas e o 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).

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, 
3 e 4; 5, 6 e 7; 8, 9 e 10; 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 três experimentos 
diferentes.

4.8.7 Análise dos produtos amplificados e determinação dos padrões genéticos

Foram realizados dois tipos de análises dos produtos amplificados para 

estratificar cepas em termos de relação genética entre si, detectados pelos padrões 

de bandas na eletroforese. Uma análise visual, tendo por base a posição e o 

tamanho das bandas em relação ao marcador de peso molecular e uma análise pelo 

software GelCompar II versão 4.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) da Applied 

Biosystems (ABI) baseado na posição e número de bandas.

Através da análise visual, o padrão foi definido como idéntico quando 

possuíam o mesmo número e posição de bandas, como isolados relacionados os 

que possuíssem trés bandas ou menos de diferença e como isolado não relacionado 

os que possuíssem mais de trés bandas de diferença dos outros isolados 

identificados durante a vigilância. Os isolados relacionados foram identificadas por 

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

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



entre si e os isolados idênticos, dentro deste padrão, foram identificados por letra e 

por um número (Ex. Padrão A1), ou seja, no padrão A1, estão os isolados idênticos 

que possuíam o mesmo número e posição de bandas dentro do padrão A.

A outra analise foi feita através do software GelCompar II versão 4.1 (Applied 

Maths, Kortrijk, Bélgica) da Applied Biosystems (ABI), os padrões da NgREP-PCR 

foram comparados pelo método de agrupamento UPGMA {unweighted pair group 

method with arithmetic avarages), utilizando o coeficiente de Dice, segundo as 

instruções do fabricante. Esses parâmetros se aplicam em estudos que analisam as 

posições e os tamanhos das bandas a serem comparadas. A posição de tolerância 

de 1,5 % foi aplicada durante as comparações dos padrões (Shi e cols., 1996; 

Gillespie e cols., 2000 Lindstedt e cols., 2000) sendo determinada a partir da análise 

de igualdade entre os marcadores de pares de bases entre os experimentos. E 

significa dizer, até 1,5% de diferença entre duas bandas, eles são consideradas 

idênticas. A partir deste índice o programa também determina o índice de 

similaridade entre os padrões identificados.

Os padrões identificados foram, também, correlacionados com os resultados 

de fenotipagem (sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos) e com os padrões obtidos 

das cepas de referência pertencentes ao complexo ET-5.

4.9 Da d o s  e p id e m io l ó g ic o s

Foram coletados dados epidemiológicos dos pacientes internados através de 

questionário e revisão de prontuários. As entrevistas foram realizadas estudantes de 

iniciação científica da Faculdade de Medicina para obter informações sobre idade, 

sexo, uso prévio de antibiótico, endereço e outros (Anexo I).
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4.10 A s p e c t o s  ÉTICOS

Pacientes que preencheram os critérios de inclusão foram selecionados para 

o estudo e foram solicitados assinatura do termo de consentimento pós-informado e 

para a entrevista ao paciente e/ou o responsável, sob orientação e aprovação do 

Comitê de Ética do HCM e do CPqQM/FIOCRUZ (Anexo II e MI).

4.11 A n á l is e s  DE DADOS

O desenho deste estudo é descritivo e envolveu a coleta consecutiva de todos 

os isolados de casos de meningite meningocócica atendidos no HCM entre o 

período 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 prevalência e as características da 

amostra foram obtidos através do programa Analisys desse sistema. O cálculo de 

incidência foi realizado baseado em informações obtidas no Censo IBGE realizado 

em 1996.
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Durante o período do estudo, de fevereiro de 1996 a janeiro de 1999, foram 

identificados no Hospital Couto Maia, Salvador-BA, 272 casos de meningite 

meningocócica (Gráfico 1). Sendo, 56,2% provenientes de Salvador e 43,8% de 

outros municípios da Bahia, tendo em vista que este hospital é referência para 

doenças infecciosas do Estado. De dez-96 a fev-97, a meningite meningocócica 

demonstrou-se como uma doença endêmica com varíações. Teve períodos 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 ocorrída em 

Salvador, quando foram registrados 34 casos sendo que 69,9% desses casos 

concentravam-se nos distritos sanitarios de São CaetanoA/aléría, Ferroviárío e 

Liberdade.
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5 Resultados

5.1 Características clínicas e epidemiológicas de meningite meningocócica

Gráfico 1. Distribuição dos casos de meningite meningocócica, no período de fev/96 a jan/99 (N=272) 
identificados no Hospital Couto Maia-Salvador/BA.



Baseado nos 56,2% (149 de 272) de casos que são moradores de Salvador, a 

incidência anual média foi de 2,25 casos por 100.000 hab. conforme censo (IBGE, 

1996) (Gráfico 2). A faixa etária com maior incidência anual, foi entre menores de 

dois anos de idade, onde foi registrada uma incidência anual média de 14,19 por

100.000 hab (Gráfico 3). A distribuição por sexo demonstrou que 56,8% dos 

pacientes pertencem ao sexo masculino e 43,2% pertencem ao sexo feminino, 

registrando uma incidência nos homens de 2,73 casos por 100.000 hab. e nas 

mulheres de 1,82 casos por 100.000 hab.
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Gráfico 2. Distribuição anual de meningite meningocócica, em Salvador - BA identificada no HCM, nos 
anos de 1996 a 1999. Incidência anual média foi de 2,25 por 100.000 hab.

Gráfico 3. Distribuição dos casos de meningite meningocócica, por faixa etária, identificados no HCM, 
no período de 1996 a 1999, em Salvador-BA.



Os principais sinais e sintomas relatados na admissão do paciente, no pronto 

atendimento, foram: febre (98,1%), náusea e vômito (80,4%), cefaléia (71,9%), 

rigidez de nuca (39,5%) e convulsões (13,8%). Durante o internamento foi observado 

que 11,9% dos pacientes tiveram convulsões e 7,6% tiveram sinais neurológicos 

focais alterados com complicações e que, 7,2% dos pacientes necessitaram de 

atendimento em UTI, com uma duração média de três dias. A taxa de letalidade da 

doença foi de 7,9%, com um total de 21 mortes no total de 272 internações. A 

duração mediana de internamento foi de 1-40 dias. O índice de seqüelas foi de 

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

5.2 C a r a c te r ís t ic a s  fe n o t Ip ic a s  d o s  is o la d o s  de N. m eningitid is

Dos 272 pacientes com cultura de iíquor 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 contaminação ou perda nos 

repiques das culturas. A análise de distribuição dos sorogrupos demonstrou um 

predomínio do sorogrupo B, em 79,8% (206 de 258) das amostras, seguido do 

sorogrupo C em 18,6% (48 de 258), do sorogrupo W135 em 1,2% (3 de 258) e do 

sorogrupo Y em 0,4% (1 de 258). Nenhum isolado pertencia ao sorogrupo A (Gráfico 

4).
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Mês de identificação

Gráfico 4. Distribuição dos casos (n=272) por sorogrupo de N, meningitidis, de Isolados identificados 
no HCM no período 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 

¡solados que não foram identificados pela bateria de anticorpos monoclonais, e em 

24,8% (64 de 258) outros correspondentes a 40 outras combinações de sorotipos e 

sorosubtipos, incluindo os parcialmente não tipáveis. 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).



HO

Tabela 1. Frequência dos sorotipos e sorosubtipos dos isolados de N.meningitidis identificados no 
HCM, no período de fevereiro/96 a janeiro/99.

Sorotipo e sorosubtipo Frequência 

n {%)

% Sorogrupo B % Sorogrupo C

4,7:P1.19,15 

4,7:P1.7,1 

2a;P1.2 

NT.nt 

4,7:P1.3 

Outros* 

Não típadas

163 (63,2) 

11 (4,3)

9 (3,5)

6 (2,3) 

5(1.9) 

64 (24,8) 

14(5,3)

93.3 

100
0
0

100
59.4

6,7

0
100
100
0

34,4

Total 272(100) 79,8 18,6

* Foram identificados um total de 40 outras combinações de sorotipos e sorosubtipos, incluindo os 
parcialmente nâo tipáveis nestas 64 amostras.

O sorotipo e sorosubtipo 4,7:P 1.19,15 ocorreu em praticamente todo o 

período 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, 

responsáveis por 4,7% e 1,5% dos casos pertencentes a outros sorotipos e 

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

5.3 C a r a c t e r iz a ç ã o  g e n o t íp ic a

5.3.1 Avaliação do método

Discriminação dos sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos

Após a padronização do método onde ficaram determinados quais seriam as 

condições ideais para a execução da técnica, foi realizada a validação do método, 

para que possa ser utilizado como ferramenta de tipagem molecular, através da 

determinação do seu poder discriminatório.

A primeira análise realizada foi para constatar se o método diferenciava 

amostras que possuíssem diferentes fenótipos. Para tanto foram selecionadas 

amostras padrões de ATCC e isolados do estudo pertencentes a diferentes 

sorogrupos, sorotipos e sorosubtipos. Através da análise da Figura 8, pode-se 

observar que o NgREP-PCR discriminou isolados pertencentes a sorogrupos 

distintos, inclusive, as amostras padrões ATCC13077, 13102 e 13090 que



pertencem aos sorogrupos A, C e B, respectivamente, como também isolados 

pertencentes ao mesmo sorogrupo, como entre os isolados do sorogrupo B, C e 

W 135. No entanto, pudemos observar que alguns isolados ainda apresentaram 

padrão de bandas idêntico, mesmo pertencendo a sorogrupos distintos, como entre 

os isolados do sorogrupo B e C e entre os sorogrupos Wisse C.

A partir da análise dos sorotipos e sorosubtipos a que esses isolados 

pertenciam, foi observado que os isolados que possuíam diferentes sorogrupos com 

mesmo padrão 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 padrão 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 presença de isolados com sorosubtipos distintos, mas 

que apresentaram padrão de bandas idêntico, como o GNC22 (B;4,7:P1.19,15) e 

GNC32 (B:4,7:P1.7,1).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Í5  16 17

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis para 
demonstrar 0 poder discriminatório do método, frente a diferentes sorogrupos, sorotipos e 
sorosubtipos. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a GNC01- 
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 G NC70-C:4,7;P1.19,15; 12 a GNC150-C:2b:P1.5,10; 13 a GNC270- 
C:2a:P1.5; 14 a GNC184-Wi35:2a:P1.5,2; 15 a GNC91-Wi35:19,10:P1.16; 16 a GNC88-Y:17,10:P1.5; 
17 ao controle negativo.
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Foram realizados experimentos com isolados originados de diferentes cidades 

brasileiras fornecidos pelo Instituto Adolfo Lutz, Centro de Referência Nacional para 

Meningite, do INCQS, Rio de Janeiro e de outros países da coleção de meningococo 

da Universidade da Califórnia, Berkeley/EUA, com a finalidade de permitir a 

associação de nossas cepas com as de distintas regiões geográficas, através do 

método aplicado neste estudo. Alguns isolados apresentaram padrões singulares, 

quando comparados aos da nossa população, como por exemplo, o padrão do 

isolado da Nigéria 1322 (B:4,7:P1.7,16). Porém, também, foram encontrados 

isolados com padrão de bandas idêntico aos obtidos no experimento anterior, 

sobretudo, aqueles com mesmos sorotipos e/ou sorosubtipos. Como exemplo, os 

isolados dos estados de São 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) possuíam 

padrão semelhante, como também, alguns isolados de outros países como, EUA, 

2052 (B:NT:P1.5,2) e Itália, 879 (C:2a:P1.5,2) e Coréia, 559 (B:4,7:P1.7,1) (Figura 

9).

Discriminação de isolados originados de diferentes regiões geográficas

1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis 
originados de diferentes regiões geográficas. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases 
Ladder 250pb; 2 a GNC01; 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 (Itália): 10 a 1032 (EUA): 11a  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.



Do total de 258 ¡solados de N. meningitidis armazenados no LPBM/CPqGM, 

218 (84,5%) foram tipados pelo NgREP-PCR. Os outros 40 ¡solados foram excluídos 

por pertencerem ao t¡po 4,7:P1.19,15, uma vez que nas 123 amostras anaüsadas 

apresentaram padrão ¡dént¡co.

A anáNse v¡sual foi realizada pela comparação dos números e posições das 

bandas, onde foram consideradas com pertencentes a um mesmo padrão as 

amostras que possuíram até três bandas de diferença e amostras idênticas, clones 

do padrão, as que possuíram o mesmo número e posição de bandas (Tabela 2). A 

análise visual constatou que o NgREP-PCR permitiu a identificação de 34 padrões 

distintos baseados no n° e posição de bandas (Tabela 2). Do total de padrões, 16 

abrangeram 91,7% (200/218) do total das amostras e apresentaram clones 

múltiplos. Dezoito foram constituídos por clones singulares. Entre os clones, o Al foi 

o principal identificado, presente em 72,4% (158/218) dos padrões (Figura 10).
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5.4 Validação da NgREP-PCR para uso em vigilância epidemiológica

Padrões A l BI C l El F1 G1 LI M l Q1

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da NgREP-PCR de isolados de N. meningitidis representando os 
diferentes padrões obtidos das amostras do Hospital Couto Maia no período de de Fev/96 a Jan/99. As colunas 
1, 12 e 21 correspondem ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a GNC01; 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 GNC02 C;2a:P1.5; 16 a GNC184 Wi35:2a: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.



O padrão A associou-se, principalmente, às amostras pertencentes aos tipos

B.4,7:P1.19,15, C:4,7;P1.19,15 e B:47:P1.7,1, onde, 97,5% (158/162) dos clones 

apresentaram um deste sorotipos e sorosubtipos que estão correlacionados ao 

complexo ET-5, cepa cubana. O padrão A também representou outros sorotipos e 

sorosubtipos que parecem ser variantes do tipo 4,7:P I. 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 semelhanças no sorotipo ou 

sorosubtipo e por possuírem o mesmo padrão no NgREP-PCR.

Através da NgREP-PCR foi possível, também, o agrupamento de amostras 

com outros sorotipos e sorosubtipos correlacionados, sendo estes sorosubtipos 

associados a outros grupos de clones hipervirulentos (Tabela 2). O padrão B foi 

associado às amostras pertencentes ao sorotipo C:2b:- -, sorotipo que está 

associado ao Grupo A4. Jà o padrão C, foi correlacionado ao tipo B:4,7:P1.3, 

presente em amostras pertencentes à Linhagem III. De uma forma geral, os padrões 

E e G foram associados aos tipos C:2a:- sorosubtipo que está associado ao 

Complexo ET’-37 (Quadro 2 e Tabela 2). Para confirmação da associação entre os 

padrões da NgREP-PCR e padrões do MLEE será necessário a realização da 

reação em isolados de referência pertencentes a complexos hipervirulentos ainda 

não disponíveis no laboratório.

Os padrões de bandas obtidos pelo NgREP-PCR analisados pelo Geícompar 

foram comparados pelo método de agrupamento UPGMA (unweighted pair group 

method with arithmetic avarages), utilizando o coeficiente de Dice, seguindo as 

instruções do fabricante. A tolerância na posição adotada para comparação dos 

padrões foi de 1,5 % (Figura 11). A Figura 11 demonstra a correlação entre os 

padrões analisados pelo programa e em paralelo os padrões obtidos pela análise 

visual. As análises visual e automatizada pelo programa Gel Compar, apresentaram
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boa coincidência de padrões, entretanto, as amostras designadas pela análise visual 

como E3 e B3, não foram classificadas pelo Gel Compar como pertencentes aos 

seus respectivos padrões. Além disso, o isolado GNC43 pertencente ao clone A1 

pela análise visual, não foi classificado como idêntico no Gel Compar, quando 

visualmente ele pertencia a este padrão (Figura 11).
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Figura 11. Dendograma resumido com 73 de 218 isolados analisados, representando todos os 
diferentes padrões 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) nâo 
representados nesta figura, pertencem ao padrão A1.
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Tabela 2. Distribuição de 218 isolados nos padrões identificados pelo critério de bandas idênticas de 
pacientes com meningite no Hospital Couto Maia- Salvador/BA, no período e Fev/96 a Jan/99.

Padrão N°. de bandas N° isolados Sorogrupos, sorotipos e * Índice de similaridade

PCR diferentes da 

referência
(N=218) sorosubtipos envolvidos entre cepas no padrão 

correlacionado

162

-
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

B:NT:P1.5,2

B:14:P1.7,1

B:4,10;nt

B;4,7:P1.15

C:4,7;nt

85,5-88,9%

B 12

B1 - 07 C:2b;P1.5

C:2b:nt

B2 2 04 C:2b;P1.3 81,3-85,2%

B3 2 01 C:2b:P1.5,10

C;2b:P1.10

C 06

C1 - 03 B;4,7:P1.3
C2 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:P1.5,2 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 Wi35:2a:P1.5,2

C:2a:P1.5

C:NT:P1.5,2

86,4%

Outros +3 18 - -

simplesmente, clone corresponde aos isolados idênticos
* índice de similaridade entre os padrões correlacionados, determinado pela análise realizada pelo programa 
UPGMA.



Como descrito Tabela 1, 63,2% dos casos de meningite meningocócica, na 

Bahia, foram atribuídos a isolados do tipo 4,7:P1.19,15. Este tipo está relacionado à 

cepa cubana, já descrito na literatura como pertencente ao complexo clonal ET-5. 

Desta forma, tivemos como objetivo, comparar os padrões de bandas obtidos nos 

isolados do estudo classificados como 4,7:P1.19,15, com os padrões de isolados 

identificados previamente, como sendo pertencentes ao complexo ET-5, pelo MLEE, 

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

Atlanta/EUA.
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Correlação do clone predominante com cepas pertencentes ao complexo ET-5

Complexo ET-5

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 padrão A1. Coluna 1 corresponde ao marcador de pares de bases Ladder 250pb; 2 a 
GNC01; 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 padrão, com 

quatro bandas idênticas entre si, como também o principal padrão identificado na 

população estudada, que corresponde aos isolados do tipo 4,7:P1.19,15, neste 

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



No presente estudo, foram identificados 272 casos de meningite 

meningocócica, no Hospital Couto Maia, no período de três anos. Os casos foram 

oriundos tanto de Salvador, como de cidades do interior, visto que o Hospital Couto 

Maia é referência para doenças infecciosas,no Estado da Bahia e atende cerca de 

90% dos casos da doença em todo o estado (Cunha, 1996). A incidência da 

meningite meningocócica na cidade de Salvador-BA, foi de 2,25/100.000 hab. 

Estratificando-se a incidência pela faixa etária, poderemos observar que este índice 

médio é mais elevado entre as crianças menores de dois anos, onde foi registrada 

uma incidência média de 14,19/100.000 hab. Este achado é de extrema relevância 

para os órgãos de saúde pública, por se tratar de um grupo, onde as vacinas contra 

o meningococo, existentes até o momento, não conferem efeito protetor elevado.

A incidência da doença meningocócica no ano de 2000 para todo o Estado da 

Bahia foi de 1,26/100.000 hab., índice similar ao de outros estados brasileiros, tais 

como, Mato Grosso, Rio Grande Sul e Minas Gerais, com taxas de incidência de

1,24, 1,06 e 1,09/100.000 hab., respectivamente. As maiores incidências nacionais, 

neste mesmo ano, foram em Sergipe, São Paulo e Santa Catarina com índices de 

4,08, 3,10 e 3,04/100.000 hab., respectivamente (Ministério da Saúde-FUNASA, 

2001). Apesar de possuir característica endêmica em todo o país, a doença 

meningocócica pode atingir índices mais elevados em algumas regiões, devido, 

possivelmente, à ocorrência de microepidemias causadas por surtos esporádicos, 

como a que ocorreu na Grande São Paulo, entre os anos de 1997-1998, onde a 

incidência atingiu 6,8/100.000 hab., devido a ocorrência de surtos de doença pelo 

sorogrupo B (Sacchi e cois., 2001). Em nosso estudo, o pico da incidência ocorreu 

em 1998, quando a incidência atingiu 2,76/100.000 hab. (Gráfico 2), devido a uma
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micro-epidemia ocorrida em Salvador no segundo semestre do referido ano. Essas 

observações reforçam a importância do estudo epidemiológico da meningite 

meningocócica, o que possibilita o bom entendimento da distribuição da doença, 

favorecendo a implantação de medidas de controle efetivas para a população, a 

partir do momento que se conhece melhor o patógeno a ela relacionado.

Como apresentado anteriormente, além das variações da incidência da 

doença meningocócica, a avaliação da diversidade do meningococo é crucial para o 

bom entendimento da meningite meningocócica. Para a realização do estudo da 

meningite meningocócica a distribuição dos sorogrupos foi crucial para o bom 

entendimento da doença.

O presente trabalho mostrou que, na população estudada, ocorreu o 

predomínio do sorogrupo B (80,2%), seguido do sorogrupo C (18,3%) e casos 

esporádicos de W 135 (1,1%) e Y (0,4%). Outras regiões do Brasil, tais como região 

Sul e Sudeste, apresentem um perfil senrjelhante. 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 período entre 1989-1992, o sorogrupo B representava 85% dos casos da 

doença nneningocócica, seguido peio sorogrupo C, com 13% do número de casos. 

No Rio de Janeiro, entre 1993-1995, observou-se que o sorogrupo B diminuiu sua 

freqüência para 59%, enquanto que o sorogrupo C elevou-se para 40%, período em 

que ocorreu um pico epidêmico, com mais de 10 casos/100.000 hab. (Barroso, 

1998). Nos EUA, a distribuição entre os anos de 1996-1998 foi de; B (27%), C (36%) 

e Y (29%), com um gradual aumento do sorogrupo Y (Lingappa e cois., 2001). Na 

Nigéria, como em outros países africanos, ocorre o predomínio do sorogrupo A 

(85%) (Campagne e cols., 2000).
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O reconhecimento destes sorogrupos, permite a predição de cobertura de 

urna vacina candidata a figurar em campanhas de vacinação. Neste sentido, 

estratégias têm sido desenvolvidas para um adequado controle da meningite 

meningocócica como exemplo, o desenvolvimento de vacinas, tendo como base as 

características antigênicas dos pollssacarídeos capsulares dos sorogrupos A, C, 

W i35 e Y, com uso no controle de surtos e epidemias da doença (Peltola e cols., 

1983; Sacchi e cols., 1992, 2001, Lepow e cols., 1999). Estas vacinas, apesar de 

terem sido testadas com boa eficácia em adultos, não obtiveram mesmo êxito em 

crianças, principalmente, nas menores de dois anos de idade, além do que, não 

protegem contra o sorogrupo B, predominante no Estado da Bahia.

Devido ao fato dos polissacarídeos capsulares do sorogrupo B serem 

considerados pobremente imunogênicos, outros antígenos capsulares e proteínas de 

membrana externa têm sido estudados como potenciais antígenos vacinais (Sierra e 

cols., 1994; Pizza e cols., 2000). Desde a última década vacinas multivalentes 

contendo epítopos de Por A, alguns dos principais peptídeos de membrana externa 

do meningococo, têm 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 contínuo monitoramento da distribuição dos sorosubtipos circulantes em 

uma determinada região, se faz necessária para avaliar a composição da vacina dos 

sorosubtipos predominantes e para predizer sua cobertura (Sacchi e cols., 2001).

Os sorotipos e sorosubtipos da A/, meningintidis predominantes na população 

estudada, foram o4,7;P1.19,15 (63,2%), seguido do tipo 4,7:P I.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 padrões correspondem a 91% dos isolados, no Rio de Janeiro, 83% e São 

Paulo, 80%. Apenas os estados de Paraná com 58%, Santa Catarina com 40%, e 

Rio Grande do Sul com 14%, não possuíam estes tipos, predominando sobre os 

demais (Sacchi e cols., 2001). Estes resultados indicam, que uma vacina 

multivalente preparada com os tipos de PorA PI. 19,15, P I.7-1,1 e P I.7,16 e que 

incluísse outras variantes menos freqüentes, poderia dar excelente cobertura 

nacional. Entretanto, a eficácia seria, com certeza, de difícil predição, uma vez que 

muitos outros fatores, ainda não bem compreendidos afetam o nível da proteção 

(Sacchi e cols., 2001).

Tondella e colaboradores, 2000 analisaram o possível uso de uma vacina 

multivalente composta por epítopos dos sorosubtipos predominante nos EUA e 

constataram que, para atingir uma cobertura de 80% seria necessário o uso de uma 

vacina com 20 diferentes sorosubtipos (Cartwright e cols., 1999; Peeters e cols., 

1996; Tondella e cols., 2000). Conseqüentemente pode-se concluir que, o uso de 

uma vacina multivalente seria viável, para uma limitada região geográfica, o que 

ocorre também com a vacina sorogrupo específico e, mais importante, ainda, é que 

parâmetros técnicos e logísticos, poderiam limitar um maior número 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 proteção eficaz de 83% quando 

experimentada em cubanos de 10 a 16 anos de idade (Sierra e cols., 1994). Quando 

aplicada em São Paulo, no período de 1989-1990, numa população de 2,4 milhões 

de crianças de 3 meses a 6 anos de idade, a vacina cubana BC mostrou uma 

eficácia de 74% em crianças com mais de 4 anos de idade, porém a proteção não foi
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satisfatória para crianças com menos de 4 anos de idade, onde foi registrada 

eficácia em torno de 37% (Milagres & Melles, 1993; Milagres e cois., 1994).

Embora a sorotipagem seja largamente empregada para identificar epítopos 

candidatos á vacína contra o meningococo B, estudos têm mostrado, que apesar de 

serem capazes de estimular a resposta humoral bactericida no soro, como, também, 

promover proteção contra o desenvolvimento da doença meningocócica em ensaios 

clínicos, a definição de anticorpos anti-meningococo por sorosubtipagem são 

capazes de diferenciar entre prototipos, mas não as suas seqüências variantes. Uma 

alternativa é a típagem de regiões variáveis de Por A, que permitem a identificação 

de regiões peptídicas inteiras, onde o epítopo de sorosubtipagem é localizado, assim 

a completa identificação e discriminação entre as variantes podem ser obtidas. Estas 

discriminações adicionais, que a tipagem de regiões variáveis provê, poderiam 

explicar a perda da reatividade de anticorpos anti-meningococo para algumas 

variantes da família de Por A (Sacchi e cols., 1998; 2001; Pizza e cols., 2001).

A partir das informações obtidas pelo sequenciamento completo do genoma 

da cepa MC58 (TetteÜn e cols., 2000), pertencente ao sorogrupo B, outros 

candidatos potenciais para o desenvolvimento de vacinas têm sido investigados. 

Pizza e cols. identificaram sete proteínas que na presença de polissacarídeos 

capsulares da bactéria, são fortemente capazes de induzir imunidade contra a 

maioria das cepas do meningococo B e, possivelmente, contra outras cepas 

patogênicas de A/, meningitidis (Pizza e cols., 2001). Estas proteínas estão 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 doença menlngocócica sorogrupo C, pertencentes ao complexo ET-5, 

foram identificados nos estados de Oregon e Washington, EUA (Frasch e cols., 

1989). Swartiey e cols. (1997) identificaram novos isolados de meningococo em uma 

epidemia no Noroeste do Pacífico, que apresentaram marcadores genéticos 

similares, mas expressavam polissacarideos capsulares diferentes, o que indicava 

que clones podem trocar o tipo da cápsula. Tendo sido demonstrado que a 

substituição de cápsula entre os sorogrupos B e C é resultante da recombinaçâo 

alélica de um gene correspondente à enzima denominada poliaciltransferase. 

Presumivelmente, a co - colonização de cepas dos sorogrupos B e C e a 

recombinaçâo gênica dos genes que sintetizam a cápsula, seja por transformação, 

seja por troca alélica, são eventos responsáveis pela troca de cápsula o que 

representa uma estratégia geral, pela qual o meningococo e outras bactérias 

capsulares, tende a causar surtos epidêmicos, escapando da imunidade induzida 

pela vacina ou adquirida naturalmente pela comunidade (Swartiey e cols., 1997).

A sorotipagem e sorosubtipagem têm contribuído com informações úteis para 

a vigilância epidemiológica e no monitoramento de campanhas de vacinação, No 

entanto, requer constante monitoramento dos reagentes do painel de anticorpos 

para incluir novos tipos, sem falar na viabilidade da execução de testes que utilizam 

anticorpos monoclonais, que se limita a laboratórios de referência, devido ao alto 

custo e laboriosidade. Outro ponto, também importante, é de que muitos isolados 

permanecem ainda não tipáveis. Outra limitação do método é que algumas vezes 

diferenças na sorosubtipagem pode refletir mutações genéticas que não 

representam relevância epidemiológica (Yakubu e cols., 1999).
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Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, inúmeros métodos de 

tipagem molecular foram desenvolvidos, como alternativa para estudos de 

epidemiología molecular. Um desses métodos foi o REP-PCR (Versalvic & Lupski, 

1995), que consiste na amplificação de regiões palindrômicas, curtas, repetitivas, 

que estão presentes em dominios extragénicos dos cromossomos de procariontes. 

Está técnica foi adaptada para a caracterização de N.meningitidis e fot denominada 

NgREP-PCR.

No presente estudo, o método da NgREP-PCR permitiu a identificação de 34 

padrões distintos de N. meningitidis, sendo que, 16 desses padrões corresponderam 

a 91,7% (200/218) do total das amostras analisadas. Os sorotipos e sorosubtipos 

relacionados a estes padrões predominantes (Tabela 2), estão correlacionados aos 

tipos descritos nos clones hipervirulentos, designados na literatura pelo MLEE como: 

complexo Et-5, Grupo A4, Linhagem III, Complexo Et-37 (Caugant, 1998). Quando 

foram analisadas as amostras de outros estados brasileiros e de outros países, 

pode-se observar que padrões idênticos aos descritos no presente trabalho foram 

encontrados, e parecem também, estar correlacionados aos clones hipervirulentos 

classificados pelo MLEE. O método da NgREP-PCR, já utilizado em outros estudos, 

demonstrou comprovadamente ser eficaz em estudos de epidemiología 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 não diferenciação entre isolados pertencentes às 

essas linhagens hipervirulentas. Os demais padrões corresponderam a clones 

singulares com sorotipos e sorosubtipos não agrupáveis pelo NgREP-PCR. Este 

método também pode ser utilizado na confirmação da soro -sorosubtipagem.
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O método da NgREP-PCR, apresenta urna série de características que o 

torna urna técnica útil para tipagem, sendo eficaz quanto á discriminação entre 

isolados relacionados ou nao a um surto, possuindo grau discriminatório, 

possivelmente, comparável com o MLEE, que é considerado o padrão-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 

execução é fácil, necessitando apenas de uma boa padronização, 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 período de tempo (van Belkum & Meis, 1994) e tem 

demonstrado melhor poder discriminatório 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 são alvos no NgREP-PCR, , não têm 

uma função claramente definida. Alguns autores têm atribuído a estas regiões 

altamente conservadas, o papel na terminação da transcrição, enquanto outros 

admitiram que elas estabilizam o RNAm e organizam o domínio 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;P 1.19,15 (Figura 11), tipo predominante que corresponde a cepa cubana 

pertencente ao complexo ET-5, onde 98,3% (121/123) dos isolados pertenciam ao 

padrão A1, um pertencia ao padrão A2 e um ao padrão A3. Os demais sorotlpos e 

sorosubtipos pertencentes a este padrão, provavelmente, correspondem a variantes 

do4,7:P1.19,15, a limitação do método de sorosubtipagem é que pode refletir
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mutações genéticas que não representam relevância epidemiológica (Yakubu e 

cols., 1999).

Quando foram analisados os padrões dos isolados C:4,7:P1.19,15, que estão

associados à troca de cápsula, podemos observar que todos os padrões obtidos

foram idênticos aos de isolados B:4,7;P1.19,15, o que confirma a ocorrência da troca

de cápsula uma vez que os isolados possuem o mesmo genotipo pelo NgREP-PCR.

Desta forma fica evidenciado que, a combinação de várias estratégias de tipagem 

le v a  a  c a ra c te r iz a ç ã o  ó tim a  e m  u m  g ru p o  d e  m ic ro rg a n is m o s .

Os resultados de caracterização molecular e epidemiológica dos isolados de 

Neisseria meningitidis obtidos neste estudo poderão servir como subsídio para a 

caracterização de microvariabilidades entre as cepas hipervirulentas e identificar 

determinantes de patogenicidade associados à transmissão da doença 

meningocócica, além de fornecer informações valiosas para a definição de políticas 

de saúde pública.
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7 Conclusão

A incidência anual média de meningite meningocócica no HCM no período 

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 sâo 

semelhantes aos encontrados em outros estudos realizados no Brasil;

A taxa de ietalidade da meningite meningocócica foi de 7,9% e índice de 

seqüelas 4,7%, sendo a perda auditiva e a ataxia as mais freqüentes;

A caracterização fenotípica 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:PI. 19,15 (63,2%), que está 

presente na vacina cubana VA-MENGOC-BC; seguido do tipo 4,7:P I.7,1 

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

Foram identificados 4,3% (11/258) de isolados pertencentes ao fenotipo 

C:4,7:P1.19,15 que correspondem à troca de cápsula, o qual foi evidenciado 

pelo NgREP-PCR;

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

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

Os padrões de bandas identificados pelo NgREP-PCR tiveram alta 

correspondência com resultados de fenotipagem, uma vez que, os padrões 

identificados como idênticos ou relacionados, possuíam sorotipos e/ou 

sorosubtipos semelhantes;



O método de tipagem molecular NgREP-PCR fo¡ capaz de identificar todos os 

isolados do tipo 4,7P1.19,15 , que correspondem à cepa cubana pertencente 

ao complexo ET-5, através de um padrão único;

Os padrões identificados no presente estudo, sugerem que o NgREP-PCR 

seja capaz de diferenciar cepas hipervlrulentas, urna vez que os sorotipos e 

sorosubtipos desses padrões, estão correlacionados aos dos complexos 

clonáis, já descrito pelo MLEE. Desta forma o método poderá ser aplicado 

para vigilância e investigação epidemiológica, identificando as cepas 

hipervlrulentas.
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ESTUDO DE m e n in g it e  MENINGOCÓCICA

A N E X O  I - Q u e s t i o n á r i o  e p i d e m i o l ó g i c o

I. Identificação do Paciente;

A. Número de identificação do estudo

B. Número de identificação no HCM (registro ou PA)

C. Se pote foi de outro hospital, qual?______________

D. Data de admissão / /

E. Nome______________________________________________________________

II. Critérios de Inclusão e Identificação Microbiológica

1. Coloração de Gram é positiva para N. meningitidis \ |
2. Látex é positivo para N. meningitidis \ [
3. Cultura do liquor é positiva para N. meningitidis \ j
5. Hemocultura positiva para N. meningitidis (8= não fez) | |
6 . Sorotipo do HCMala (8=não fez) | |

iiia. Entrevista; (1=entrevistado ; 2=revlsão prontuário; 3=prontuãrio PA) |__j

lllb. Consentimento (1=s; 0=n; 9=ns; 8=nsa)______________________| \

IV. Dados Dennográficos
1. Idade (Se <1 ano, coloque 0) |__|__|
Se <2 anos, idade do paciente em meses: j__[__|

Se <1 mês, idade do paciente em dias: |__|__ ¡
2. Sexo (1=M, 0=F,9=ns): | _ |
3. Procedência (1=Salvador, O=lnterlor; 8=nsa; 9=ns):______________ | |
Rua;_______________________________________________________________________
Bairro:___________________________  Cidade:_________________________________
4. Escolaridade: 1 I 

(1=analfabeto; 2= prim, grau (1a - 4a series): 3= prim, grau (5a - 8a series); 4=2°. grau 
(incompleto); 5=2 . grau (completo); 6=universidade(íncompleta); 7=universidade comp)

V. Começo dos Sintomas ; (1=s,0=n;8=nsa;9=ns) Dias antes do IHCM
1. Quando começou a doença:
2. Febre: I I
3. Dor de cabeça: |__j
4. Convulsões: | |
5. Rigidez de nuca: | |
6. NáuseaWômIto: ] |

VI. Antecedentes médicos;
1. Doenças anteriores; 1)

2).

2. O paciente apresenta doença crônica (1=s,0=n;9=ns): |__j Evidência:
2.1. Alcoolismo: I I Evidência:



VII. Historia de Hospitalizações Anteriores:
1. Foi internado de O a 3 dias antes de iniciar sintomas de meningite? [__| Motivo:_____
2. a. Hospit. antes dessa doença, por mais de 24 h no último mês: |__1

Onde ? _________________  Dias? | _ | _ |
b. Hospit. nos últimos 2-3 meses {1=s, 0=n, 9=ns): ¡__|

Onde?___________________ D ia s ? l_ |_ |
c. Hospit. nos últimos 4-6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns): |__|

O nde?____________________ D ia s ? |_ i_ l
d. Hospit. nos últimos 6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns): |__|

Onde?__________________  D ia s ? i_ |_ |

VIII. História Epidemiológica do Paciente:
1. Paciente trabalha mais do que 20 horas/semana: |__| Ocupação___________
2. Paciente vai para escola: (0= n, 1=s, 9=ns): |__|
2.1. Se sim, Q ual___________________________ Bairro:_________________________________
3. Paciente vai para creche: (0=n, 1=s, 9=ns): |__|
3.1. Se sim, qual_____________________________Bairro:_________________________________
4. Horas fora de casa por día? (1= <8 horas; 2 = 8-12 horas; 3 = 13-15 horas; 4 - >16 horas; 9= ns):
5. Paciente fuma: |__|
6. Conhece outro paciente com infecção meningocócica: |__|
6.1. Se sim, quem :______________________________Quando teve meningite:______________

IX. Informação sobre Contactantes:
1. Quantas pessoas moraram na casa por > 4 sem nos últimos 6 meses: |__]__|
2. Quantos cômodos tem a casa |__ 1__|
3. Morador da casa fuma |__ j
4. História de viagem no último mês {0=N, 1=3, 9=NS, 8=NSA) Paciente Contactante

1. Viagem para fora da cidade da residência |__ | |__j
2. Se mora Interior, viagem a Salvador |__ | j__j
3. Viagem para fora do Estado |__ ¡ j__j

X. Apresentação Clinica na Admissão:
1. Se Criança < 2 anos; qual o comprimento |__|__|,1__ ¡ Percentil |__|__ \
2. Dados Vitais;
TAS = TAD = | _ | _ | _ |  TAM = | _ | _ |
3. Lesões de pele: (1=s, 0=n, 9=ns) j__|
4. Tipo:{ 1=púrpura/equimose {> 5 mm); 2=petéquia (< 5mm); 9=ns; 8=sem lesâo} |__|
5. Sinais neurológicos focais (1=s;0=n;9=ns): |__|
5.1. Se sim, qual:_______________________________
6. Consciente na admissão? (adultos) |__|
6.1. Sensório do paciente: (adultos) j__|

1=Alerta , orientado e capaz de obedecer comandos: 5= Irresponsive;
2= Alerta, não bem orientado ou capaz de obedecer comandos: 8= Não se aplica;
3= Letárgico mas acordado; 9= Não sabe;
4= Acordado apenas à estimulação dolorosa vigorosa;

7. Se criança <2 anos sensório do paciente: |__| (1=alerta/irritável; 2= sonolento/letárgico; 3=
comatoso; =nsa; 9=ns)

XI. Informação Laboratorial na Admissão:
1. Em que dia de hospitalização o Hemograma foi feito |__|
2. Contagem de leucócitos (em milhares): |__|__|,|__|__|
3. Leucograma diferencial: PMNs: |__|__|% Bastões: |__|__| %
4. Eritrograma: Hb: | _ L |  Ht: 1 _ |_ |  % Plaq: j_ |_ |_ | .0 0 0
5. Dados do Liquor: (0=n;1=s;9=ns;8=nsa)
5.1. Prejudicada:
5.2. Leucócitos:
5.3. Predominância de PMN(>75%):
5.4. Glicose (mg/dl):
5.5. Proteína (mg/dl):



XII. T  ratamento;
1. Esquema inicial incluiu (1=s, 0=n):

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

2. Para os casos que não começou com o Rocefim, foi incluída depois |__ |
3. Foi tratada com esteroide IV (1=s, 0=n, 9=n):|__| quantos dias; [__ |__ | dias

que dia começou: |__ |__| DIH

XIV. Evolução Clínica: Alta final
1. Data da-alta: / /
2. Tipo de alta (1=curado; 2=transferido; 3 = outro diagnóstico; 4= óbito): |__|
3. Dias internados no HCM: 1__|__ |
4 .Dias internados na UTI do HCM: |__ |__ |
5.Convulsões durante o internamento (1=s;0=n;9=ns;8=nsa): j__ |
6. Evoluiu com sinais neurológicos focais {1=s, 0=n, 9=ns): j__¡
6.1. Se sim, Q u a l__________________________________________________________
7. Déficit neurológico na alta: |__¡

(0= não tem; 1= perda auditiva; 2=deficit motor; 3 = alt. nervos cranianos: 4 = ataxia ; 5= alteração 
estado mental)



A N E X O  II - T e r m o  d e  c o n s e n t i m e n t o

HMpilal Coate Maii/Secretaria da Stóde do Ealail» da Babia 
CeeseetleeelD vara iBvesdgaçloClüÉca: PUgiM 1 

Títnio do Projete: Estado de MoiiqgíteBacleriaiia no Hoqiiüal Couto Moia.
FacMe:.— ...........  Na na Fewfito; . ----------

lirtreJuigi
A» iafonnaofies que se atgpem deacrevem o estado e aea pBpéí como particqiBiite. O enUcvistador 

wrm̂ t̂mámrá fodK Que vocÉ tíveT sofa» BSle qoettiOQftrio OD sobre o estada Por fi(rar, ouça oom
■tençioeiifioheaíleeiii peigumar sobre a iafefmaçgo que está sendo fiwnecida.

Vooe esiá sendo oonvidado a paiticJ |» i de vm estado qoe estamos realipanido no H o ip ita l Couto Kfaia 

sobv m cningtc A  mcaiiBgür é m u  *nfl««Mçan qoe oooirc no céicbn», é  v a m  doença grave que

aoomeK pria cip alMiente crianças, asas pode oconcrem qna^ugidadc.

O objetivo do nosso estndo é ooabeoer m aú as bactérias que caosam meningite, eshiduido como das sio  

transm itidBi; quais s io  os a tores que fiRcm oom que algmnas pessoas apresentem nm qusdro maís graw  que 

ontras; pocqoe algumas crianças parecem ter no saî goe uma defesa (anticoipos) oomra a bactéria e como das 

adqu iiinm  este defiesa . Obtendo estas iafbrmaçfies teremos ooodiçOes , no firtm o, de im plantar medidas pata 

d im inu ir o núne io  de pessoas c«n  meningile.
Voc^ está sendo coavidado(a) a p a itic ip ff pocqtie você lem meningice bacteriana confirmada por exames 

ou porque oom certeza você nSo tem csia doença Todo estndo dem ifioo deste lipo  pcedss comparar pessoas que 

tem a doença com peasostt que nflo ten^ s6 assim, sirixiemos o que érealmele importante para a doença e o qoeé 

qxnas coiacidtocia.

gpoccdimciito:
Se você votnntariar.ienle decidir paitici|)aT desie estudo apte te r lido esie fom m Urio de consentimento, o 

investigador Ibe M  perguntas sobre o local <ndevoo¿ non i, sua oa ipsçao (ttdbalho) c sua hidánia médica e le r i 

seu p ram n irio  m ídico pm ii obler o« re s à to À  de seus exames no hospital.

SMIo:
As perguntas feiOs durame a entreviste ou as infònnaçOcs do seu prontuário médKO ou dos seus exames 

serflo confidenciais eq»nas você eo iovcstipK io rtedk) acesso te la s . Você n fo  aeiá identificado (a) cm qaalquer 

re la tá fioou pobiicaçfio reanhante deste estudo.

Su» pn itidpB çIo neste estudo é vcriuntária. Você pode se recusar a p a it ic ^  . Você n lo  pndsa 

responder A qnalqmcr pogm ta  durante a catievista. Sua lecusa em participar no estudo ou em parte do mesmc^ 

n lo  aftCMá seu cuidado ftm uo de oealunHi Ibnna. non  pv^udicará soas relaçAes como H oq jita l Coulo M sia ao



Tftuk» do Pntieto: 
Vukmí€î _____

Hcopital Co«to Miia/Secre(arU dt Saòde dt Eitwlo da Babii 
CmwwrtmciilB p«ra lowittpiçio Ohkc FAgídâ2 

Estido de Mrainghe Bacteriana no Hospital CoQío Mala. 
________ _̂______ .-«N®. na PiMqriM: _

praeme ou no fiituFO. Uma cáfaa deste fommUno Ibe será dada e você pode ficar con eU. Você oflo será 
teapoâ tvdpofoeiümmadeqiaa relacionada a este estudo.

Se vooê tiver qualquer perganla ftatma sotet ssa pai1ictpaç9o neste cátodo você pode contatar a Dra. 

Cibek Domado pelo Idefoae: (071) 312-0084. Ono vooC tenha alguma parama ao que se rafeie a v<oo6 como 

indMdno pesqaisado, por &vor entre eai contato com Dr. Edilson Sacramento, Presidente da ComissSo de étka 

do HoQãtal Cooto Maia, pelo eelefòne (071) 312-0084. Tanto Dim. Cibde quanto Dr. EdUsoo podem ainda ser 

contatados no Hovítal Couto Maia cqjo endenço ¿ Rna SBo Fiincisco, t/n. Monte Scnat, no. 40, CEP 40.425- 
001, Salvador, BsUa.

Em OMvie entendi cate facatnlirio de consentimento Miî ha«d̂ daafi>ramresDOO(fcdas.Eu

Aasinatma do paciente X3Ma

impressSo datilosoúpica do paciente

Hora

Assinatma do paá ou mie on gnanUo let»l Data Hbn

Impnssio dMüoaoúpíca do pai ou mie ou cuardifio lespt
J

Assinatura da lesteninnha Data Hon

Assinauua do Envestícador Data Hora



A N E X O  III - P a r e c e r  d o  C o m i t é  d e  E t i c a

Castro de Fwqnba* GoBçmk» Moaic 
Rut Wildanw Pfeldto, 121. CEP: 40293-001 
TU: (07J) JÍ68785 Fax: (071) 356 4292 
E-maÜ: ihgriíK̂ QgrvtrtlxpqgouSocniziir 
Salvador - Babia <• Brasil

PARECER N*»0038

Protocolo: 0038

Projeto de Pesquisa: "EpÍdefnk>logÍa Molecular das MeníngHes Bacterianas
em Salvador/Bahia**.

Pesquisador Responsável: Or Albe/t Ko

Instftuiçio ou Dspartemento: CPqGM

Considerações: Foram atendidas e esclarecidas todas as pendências 
refécentes aos aspectos éticos do Piojeto 
"Epidemiología Moiecular das MeningHes 
 ̂Baeterianas em Salvador/Bahia".

Diants do exposto, o ComKÓ de Ética em Pesquisas do Centro de Pesquisas 
Gonçalo Monlz da Fundação Oswakio Cruz (CEP-CPqGM/FlOCRUZ), 
conforme atribuições conferidas pela CONEP/CNG/MS (Carta DO&32/D4/97), 
com base na Resokiçfio 196/96, jutga favorável o projeto supracitado.

Dr. itafc) A. SherioSc 
Coordenador do CEP*CPqGM/FÍOCRLIZ



CONSELHO REGIONAL DE MADICINA DO ESTADO DA BAHIA 
COMISSÃO DE ÉTICA MÉDICA DO HOSPITAL COUTO MAU

Salvador 08 de novembro de 1998 
Cf. N®

Prezado Dr. Mitennayer

A Comissão de ética Médica do Hospital couto Maia após analisar o 
Projeto de Pesquisa intitulado; **£pÍdeiniolõgía molecular da& Meninotes 
Bacterianas em Salvador**. Achou -  o de alta relevância e, por não ferir 
nenhum capitulo áo Códígp de Ética Médica, Declaração de Helsinque e a 
Declaração Universal do Direitos do Homem aprova o referído projeto para 
sua realização no Hospital Couto Masa.

A Comissão de Ética Médica do Hospital Couto Masa esta a 
disposição da referida equipe do projeto para qualquer oríentaç£o e 
esclarecimento.

Everaldo Benedito da Süva costa

noi-Sr.
Or. Mitennayer Galvio do# Reis 
NefU
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