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j
Atualmente a Neisseria meningitidis é a principal causa de meningite 

bacteriana em todo o mundo. Este estudo teve como objetivo consolidar os dados 

clínicos, epidemiológicos e microbiológicos da meningite meningocócica em 

Salvador, Brasil num período de onze anos, decorrente de um sistema de vigilánica 

hospitalar. Entre fevereiro de 1996 e dezembro de 2006, foram identificados os 

casos de meningite meningocócica comprovados por cultura positiva no Hospital 

Couto Maia, Salvador, BA. Dados demográficos e clínicos foram obtidos através de 

entrevista e revisão de prontuário. Anti-soro e anticorpos monoclonais foram usados 

para determinar os sorogrupos e sorotipos:sorosubtipos, respectivamente. Durante 

este período, dois métodos simples para genotipagem da Neisseria meningitidis 

foram utilizados, um baseado na amplificação de elementos repetitivos por PCR 

(NgRep-PCR) e um outro baseado em RFLP (polimorfismo dos fragmentos de 

restrição) o MLRFT (tipagem de fragmentos de restrição de multilocus). Foram 

identificados 648 casos de meningite meningocócica, com uma taxa de letalidade de

11,3%. A incidência anual média entre 324 casos residentes em Salvador foi de 1,20 

casos/100.000 habitantes. A incidência foi maior em crianças menores de 4 anos de 

idade (9,77 casos/100.000 habitantes). Dos 575 isolados com resultados de 

sorogrupo, 79,3%, 18,1%, 1,7% e 0,9% foram classificados como B, C, W135 e Y, 

respectivamente. Um único sorotipo:sorosubtipo (4,7:P1.19,15) foi responsável por 

62,7% de todos os casos. As análises utilizando os métodos de NgRep-PCR e 

MLRFT demonstraram padrões genotípicos com alta reprodutibilidade, eficiência e 

conveniência, permitindo identificar os clones hipervirulentos, tais como os do 

complexo ET-5 encontrados em nosso estudo. Estes métodos foram comparáveis 

com o “padrão ouro” (MLST- tipagem por sequenciamento de multilocus), 

demonstrando algumas vantagens: execução rápida, simples, de baixo custo e de 

fácil aplicação em laboratórios de países em desenvolvimento. Em conclusão, um 

serviço de vigilância continuado é necessário para caracterizarmos cepas e para 

definir estratégias futuras no controle e prevenção da meningite meningocócica.

RESUMO



Nowadays Neisseria meningitidis is the main cause of bacterial meningitis 

worldwide. This study aims to compile the clinical, epidemiological, and 

microbiological features of meningococcal meningitis in Salvador, Brazil, in eleven- 

years of hospital-based surveillance. Between February 1996 and December 2006,
j

hospital-based surveillance identified cases of culture positive meningococcal 

meningitis in the Couto Maia Hospital, Salvador, BA. Demographic and clinical data 

were collected through interview and medical chart review. Antiserum and 

monoclonal antibodies were used to determine the isolates’ serogroup and 

serotype:serosubtype, respectively. During this period we used two simplified 

methods for subtyping Neisseria meningitidis, a PCR amplification of repetitive 

elements (Rep-PCR) and a multilocus restriction fragment typing (MLRFT). 

Surveillance identified a total of 648 cases of meningococcal meningitis with a case 

fatality rate of 11.3%. Mean annual incidence for the 324 cases with residence in 

Salvador was 1.20 cases per 100,000 population. Infants younger than 4 years-old 

presented the highest incidence (9.77 cases per 100,000 population). Of the 575 

serogrouped isolates, 79.3%, 18.1%, 1.7% and 0.9% belong to serogroup B, C, 

W135 and Y, respectively. A single serotype;serosubtype (4,7:P1.19,15) accounted 

for 62.7% of all cases. Both Rep-PCR and MLRFT showed patterns with high 

reproductibility, accuracy and convenience, being able to identify hypervirulent clones 

such as ET-5 complex. These methods were comparable with the gold standard 

MLST, but with certain advantages: rapid, simple, inexpensive, and readily 

applicable in laboratories of the developing countries to track meningococcal disease 

where it is occurring. In conclusion, continued surveillance is necessary to 

characterize strains and to define future prevention and control strategies.

ABSTRACT



1.1. N eisseria meningitidis

A doença meningocócica foi primeiro descrita por Vieusseux em 1805, depois 

de uma epidemia ocorrida em Genebra, Suiça (VIEUSSEAUX, 1805), entretanto só 

após 1887 Anton Weichseibaum observou a bactéria no líquido cefalorraquidiano e 

nomeou o microrganismo de Diplococcus intracellularis (WEICHSELBAUIVI, 1887). 

Meningococos são diplococos Gram - negativos, aeróbios, imóveis e não 

esporulados, com as paredes adjacentes achatadas, dando uma aparência 

cordiforme, quando observado através da coloração de Gram. Possuem tamanho 

entre 0,6-0,8[jm e requerem condições especiais para o crescimento, incluindo 

temperatura entre 35-37°C, umidade aproximada de 50%, atmosfera de 3 a 10% de 

CO2, em meio de agar chocolate (VOLK et al., 1996). Similar a outras bactérias 

Gram - negativas, apresentam envolvidos por uma membrana externa composta por 

lipídios, proteínas e lipo-oligossacarídeos (JENNINGS et al.,1999; van DELIREN et 

al., 2000).

Em função da especificidade imunológica dos polissacarídeos capsulares, os 

meningococos podem ser classificados em 13 diferentes sorogrupos: A, B, C, D, H,

I, K, L, X, Y, Z, 29E e W135. Os sorogrupos A, B, C, W135 e Y destacam-se por 

serem os mais freqüentes causadores de doença invasiva (VEDROS, 1987). Os 

sorogrupos são subdivididos em sorotipos e sorosubtipos, de acordo com 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 classe 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 de Nomenclatura Bacteriana, em 1948, quando ficou determinado que 

os sorogrupos seriam representados por letras maiúsculas, e que os sorotipos
j

seriam representados 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 sorosubtipo PI. 19,15. As nomenclaturas designadas

1. INTRODUÇÃO
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como Nt e nt significam que as proteínas de sorotipo e sorosubtipo não puderam ser 

identificadas pela técnica.
O microrganismo pode ser encontrado em aproximadamente 10-25% de 

individuos saudáveis sob a forma de portadores assintomáticos, sendo o liomem o 

seu único hospedeiro (W\HO, 2003).

Por razões que são desconhecidas, o meningococo pode invadir a mucosa 

faringeana e na ausência da atividade bactericida no soro, disseminar na corrente 

sangüínea, causando septicemia. A N. meningitidis pode também atravessar a 

barreira hematoencefálica e infectar o líquido cefalorraquidiano causando meningite. 

A doença meningocócica sistêmica afeta principalmente crianças jovens e 

adolescentes, muitas vezes levando a desfechos fatais. Além das epidemias, 

estima-se que anualmente ocorram, aproximadamerjte 500.000 casos de doença 

meningocócica no mundo (WHO, 2003).

1.2. E pidemiología  da  M eningite M en in g o có cica

Entre os cinco sorogrupos (A, B, C, Y e W135) responsáveis por cerca de 90% 

das infecções causadas pela N. meningitidis, os sorogrupos A, B, e C são 

responsáveis pela maioria dos casos de doença meningocócica em todo o mundo. 

Os sorogrupos A e C predominam, sobretudo na Ásia e África, especialmente em 

países que formam o “cinturão africano da meningite meningocócica” (Senegal, 

Gâmbia, Guine Bissau, Guine, Burkina Faso, Mauritânia, Mali, Cote d'Ivoire, Niger, 

Nigéria, Benin, Cameron, Chad, República Central Africana, Sudão, Etiópia, Eritrea, 

Uganda e Quênia), e os sorogrupos B e C na Europa e nas Américas (CAUGANT et 

al, 1986; NORHEIM et al., 2006). Nos últimos anos, registro de casos envolvendo o 

sorogrupo Y foi observado em Israel (GROTTO et al.,1996), Suécia (MEMISH & 

ALRAJHI, 2002) e nos Estados Unidos (BILUKHA, 2005). Recentemente, o 

sorogrupo W135 foi associado a surtos entre peregrinos de Hajj, bem como a uma 

grande epidemia em Burkina Faso durante os anos de 2002 e 2003 (LINGAPPA et 

al., 2003; WILDER-SMITH et al., 2003). Excepcionalmente, pequenos surtos 

causados pelo sorogrupo X foram reportados na Nigéria e em Gana entre os anos 

de 1990 e 2000 (DJIBO ET AL., 2003; GAGNEUX et al., 2002). No ano de 2006 a 

incidência de casos associados ao sorogrupo X em Niamey, Gana, foi de 27,5 casos 

por 100.000 habitantes (BOISIER et al., 2007).
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Diferente das epidemias causadas por amostras do sorogrupo A, a transmissão 

da doença meningocócica causada por isolados do sorogrupo B e C leva apenas a 

um aumento moderado da incidência, mas por outro lado pode durar várias décadas 

como endemias (GRIFFISS et al.,1987; LYSTAD & AASEN, 1991). Nestas regiões, 

epidemias ainda podem ocorrer, sendo caracterizadas quando, em uma coletividade 

ou região, o número de casos observados excede o número esperado em um 

determinado período de tempo, como aconteceu em São Paulo, Rio de Janeiro e em 

outros estados brasileiros nas décadas de 70 e 80 (BRASIL, 2001).

No Brasil, na década de 80 observou-se uma baixa incidência da doença, com o 

predomínio do meningococo sorogrupo B. A partir de 1986, foi observado um 

aumento na incidência de casos, com vários surtos identificados em diversas regiões 

do país, provocados pela introdução do sorogrupo B, especificamente, pela cepa 

cubana 4,7:P1.19,15 (BRASIL, 2001; SACCHI et ai., 1992;) e pelo sorogrupo C 

(LEMOS et al., 2007; PURICELLI et al., 2004; SAO PAULO, 2007). No ano de 1996, 

0 Ministério da Saúde registrou a maior incidência par^ a doença meningocócica nos 

últimos 10 anos. Após este período tem-se observado uma queda na incidência em 

todo o país (BRASIL, 2005) (Figura 1). Entre os anos de 1990 a 2001 foram 

notificados 68.332 casos de doença meningocócica no país, e uma incidência anual 

média estimada entre 1 a 3 casos/100.000 habitantes (BRASIL, 2005).

A distribuição de sorogrupos referentes aos isolados caracterizados no período 

de 1990 a 2001 no Brasil foi a seguinte: 67% dos isolados pertenciam ao sorogrupo

B, em torno de 30% sorogrupo C e 2% sorogrupo W135 (LEMOS et al., 2006). 

Apesar do predomínio do sorogrupo B no país, tem sido observado uma tendência 

para o aumento progressivo no número de casos relacionados ao sorogrupo C no 

Brasil nos últimos anos, principalmente na região Sudeste (BRASIL, 2005).
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Figura 1. Distribuição da incidência da doença meningocócica no Brasil entre o período de 1980 
e 2004 (SVS/MS, 2005).

Em 1973, o perfil epidemiológico da doença meningocócica na cidade de 

Salvador foi similar ao do país, com uma incidência anual de 4/100.000 hab. Nesta 

mesma década a incidência anual foi de 39 / 100.000 hab., em 1975, associado 

principalmente ao sorogrupo C (BRYAN et al., 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 diminuiu para 3,8/100.000 hab em 1982, com predomínio do 

sorogrupo B, seguido do sorogrupo C (BRYAN et al., 1990). No Brasil, nos últimos 

anos os sorogrupos predominantes têm diferido no espaço e no tempo. Por 

exemplo, nas regiões norte e nordeste, o meningococo sorogrupo B contribuiu com 

mais de 80% dos isolados no período entre 1990 e 2001. No sul, entre 1990 e 1996, 

centro-oeste, entre 1990 e 1993, e no sudoeste (44% em 1995), a distribuição dos 

sorogrupos foi diferente devido à emergência das cepas sorogrupo C, as quais 

contribuíram com aproximadamente 50% de todos os isolados (LEMOS et al., 2006).

Em todo o mundo, a doença meningocócica está associada à disseminação 

de um número limitado de clones que aumenta a incidência e a gravidade da doença 

denominados clones hipervirulentos (CAUGANT, 1998). Tais clones hipervirulentos 

foram classificadas pelos métodos de eletroforese de enzimas codificadas por 

multilocus, l\/ILEE, em complexo ET-5, ET-37, Grupo A4, Linhagem III, e Subgrupo I, 

lll-1e IV-1) (Wang et al., 1992; Caugant, 1998), e pela tipagem por sequenciamento 

de multilocus (MLST), em complexos ST11, ST32, ST8, ST41/44, ST1, ST5 e ST4 

(MAIDEN et al., 1998). O complexo ET-5 foi identificado como clone prevalente em
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surtos da doença meningocócica em muitos países incluindo Noruega, Bélgica, e 

Reino Unido (CAUGANT et al, 1986) e em Cuba, Chile e Brasil (CRUZ et al., 1990, 

SACCHI et al., 1992). O Subgrupo III-1 foi identificado como causa de epidemia na 

China, Nepal, Arábia Saudita e Chad, em 1980 (MOORE et al., 1989, ZHU et al., 

2001). Um único clone do sorogupo W135 do complexo ET-37 disseminou-se entre 

peregrinos a Hajj em 2000, que ao retornarem para seus países de origem, o 

transmitiram aos seus familiares (MAYER et al., 2002).

1.3. V a cin as  c o n t r a  a  d o e n ç a  m en in g o có cica

A única estratégia de longa eficácia na prevenção e controle da infecção
J!

meningocócica é a vacinação. Estudos clínicos têm demonstrado que a resposta 

antigénica da vacina polissacarídica não é satisfatória em crianças menores de dois 

anos, por isso não é Indicada sua introdução na rotina de vacinação e sim em casos 

de surtos ou na rotina de individuos com risco de aquisição da doença (BILUKHA, 

2005; REINGOLD et al., 1985). No entanto, conjugando o polissacarídeo a uma 

proteína a vacina induz à resposta imunológica tipo T-dependente, induzindo 

resposta inclusive nas crianças menores. A vacina antimeningocócica 

polissacarídica capsular conjugada a uma proteína foi primeiro licenciada no Reino 

Unido em 1999, contra o sorogrupo C e demonstrou ser altamente eficaz (MAIDEN 

& STUART, 2002; RAMSEY et al., 2003). Outro exemplo é a vacina polissacáridica 

contra meningococo tipo A, C, W135 e Y conjugada com a proteína toxóide diftérica 

(MCV-4; Menactra [Sanofi Pasteur]) que foi licenciada nos Estados Unidos, em 

2005, para uso em pessoas entre 11-55 anos de idade (BILUKHA et al., 2005). 

Existem estudos para outras vacinas conjugadas que demonstraram uma sólida 

imunogenicidade nas crianças menores de dois anos (CHIPPAUX, et al. 2004; 

MACLENNAN etal., 2001).

O grande desafio no momento é o desenvolvimento de uma vacina não 

polissacarídica de longa eficácia contra o meningococo B, uma vez que, este possui 

a cápsula polissacarídica fracamente imunogênica em humanos (GRIFFISS et 

al.,1987), 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 et al., 1992). Desta forma, as estratégias 

para o desenvolvimento de vacinas contra o sorogrupo B, tem como alvo.



16

principalmente, os antígenos nao-capsulares, como por exemplo, antígenos das 

vesículas da membrana externa, OMVs (FRASCH, 1989).

Vacinas OMV contra sorogrupo B têm sido usadas com sucesso no controle 

de surtos; embora, seu sucesso seja limitado a surtos clonáis, porque a 

Imunogenicidade das vacinas OMV é dirigida primariamente a PorA (porina A) que é 

altamente variável entre cepas pertencentes ao sorogrupo B (MILAGRES et 

al.,1994; 0 ’HALLAHAN et al., 2005; SIERRA et al„ 1991).

Duas vacinas contra o meningococo sorogrupo B foram desenvolvidas e 

usadas com sucesso no final dos anos 80 e início dos anos 90, em resposta a surto 

da doença meningocócica na Noruega e Cuba. A primeira vacina, a VA-MENGOC- 

BC, foi produzida pelo Instituto Finlay em Havana, Cuba (cepa cubana utilizada, 

CU385 B:4:P1.15) e a segunda foi produzida no Instituto Nacional de Saúde Pública 

em Oslo, Noruega (cepa norueguesa utilizada, 44/75, B:15:P1.7,16), baseada em 

proteínas de membrana externa Classe 2. Estudos de eficácia destas vacinas foram 

conduzidos durante epidemias que ocorreram na Noruega, Cuba, Brasil e Chile. As 

vacinas mostraram ser imunogênicas entre adultos e crianças maiores de 2 anos de 

idade (70-80% de eficácia por ano) (MILAGRES et al.,1994; SIERRA et al., 1994). 

Em 2001, a Nova Zelândia em colaboração com a Noruega desenvolveu, testou e 

produziu uma vacina contendo OMVs com PorA e PorB (porina B), bem como 

lipopolissacarídeo de uma cepa da Nova Zelândia e em 2004, esta vacina recebeu 

uma licença provisória para seu uso em crianças naquele país (0 ’HALLAHAN et al., 

2005).

A partir da análise de sequenciamento do genoma completo da cepa MC58, 

que pertence ao sorogrupo B, e baseado no conceito que antígenos de superfície 

são mais sujeitos ao reconhecimento por anticorpos e, portanto, são mais úteis 

como candidatos para vacina, o genoma foi pesquisado completamente utilizando-se 

ferramentas de bioinformática com o objetivo de selecionar áreas abertas de leitura 

(ORF) que codificassem para tais proteínas. Muitos desses antígenos vêm sendo 

testados no preparo de vacinas efetivas, inclusive vacinas que sejam capazes de 

induzir imunidade contra outras cepas patogênicas do meningococo (FERRARI et 

al., 2006; MASIGNANI et al., 2003; PIZZA et al., 2000; REGÜEJO, 1997; SERRUTO 

et al., 2003). Este processo foi denominado “vacinologia reversa” (RAPPUOLI, 

2001). Estes alvos antigênicos têm sido avaliados como candidatos a uma vacina
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universal e se efetivo, será muito importante como intervenção contra a doença em 

situações epidemiológicas como a do Brasil (GIULIANI et al., 2006).

1.4. E pidemiología  MOLECULAR

Análises de ¡solados através de técnicas de biologia molecular são de
j

extrema importância para estudos de epidemiología, pois ajudam na identificação de 

surtos de doenças infecciosas (WOODS et al., 1996), na caracterização de rotas de 

transmissão do patógeno (DOMBEK et al., 2000), na identificação de possíveis 

fontes da infecção (KIDD et al., 2001), no reconhecimento particularmente de cepas 

hipervirulentas (JOHNSON et al., 2000), no monitoramento de programas de 

vacinação (WEDEGE et al., 1998), na demonstração da associação entre os casos 

ou entre casos e portadores durante um surto, como também no monitoramento das 

mudanças epidemiológicas da doença (OLIVE & BEAN, 1999; ROSEINSTEIN et al., 

1999; YAKUBU etal., 1999).
Muitos métodos de tipagem molecular para a caracterização da N. 

meningitidis têm sido utilizados ñas investigações epidemiológicas em adição a 

fenotipagem. Desde o inicio de 1980, variações da MLEE (eletroforese de enzima 

multilocus) têm sido utilizadas para subdividr o meningococo em distintos tipos 

eletroforéticos (ETs) (SELANDER et al., 1986). Está técnica é ainda considerada o 

padrão-ouro para a tipagem de Neisseria meningitidis e tem sido usada por muito 

tempo como uma das técnicas de análise mais efetivas para determinar tendências 

na epidemiología do meningococo e para identificar os principais clones com 

potencial epidémico (MAIDEN et al., 1998; SELANDER et al., 1986; WEIS & LIND, 

1996). No entanto, é uma técnica extremamente laboriosa, requer um tempo extenso 

para sua execução e o maíor problema é a dificuldade de reproduzir resultados de 

uma mesma cepa entre laboratórios (ENRIGHT & SPRATT, 1999). Como alternativa 

para o MLEE, foi desenvolvida a técnica do MLST (tipagem por sequenciamento de 

multilocus) que consiste no sequenciamento direto de fragmentos internos de sete 

genes constitutivos (MAIDEN et al.,1998). Este método é baseado nos fundamentos 

do MLEE e foi estabelecido em 1998 por Maiden et al. O MLST provê resultados que 

são únicos, distingue mais alelos por locus que o MLEE e permitindo um maior nivel 

discriminatório entre isolados (ENRIGHT & SPRATT, 1999; FEAVERS et al., 1999). 

Além disto, permitiu a construção de um grande banco de dados que armazena
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informações de milhares de seqüências de genes constitutivos de cepas de N. 

meningitidis, como também de outras espécies bacterianas; o banco de dados do 

MLST está disponível gratuitamente através do site http://pubmlst.org, possibilitando 

o monitoramento de cepas relacionadas a endemias ou epidemias de meningites 

meningocócicas (JOLLEY et al., 2004). Porém, esta é uma técnica que requer uma 

infra-estrutura de alto custo em equipamentos e reagentes que não estão 

disponíveis na maioria dos países atingidos pelas doenças meningocócicas.

Existe um outro grupo de métodos de tipagem bacteriana que também possui 

a característica de detectar mícro-variações no genoma, necessário para distinguir 

cepas circulantes dentro de uma região geográfica. Neste grupo, a técnica mais 

utilizada é o PFGE (eletroforese em campo pulsado) (BYGRAVES & MAIDEN, 1992; 

RAYMOND et al., 1997), o RFLP (polimorfismo dos fragmentos de restrição), 

(BJORVATN et al., 1992), a ribotipagem (STULL et al., 1988) e outros métodos 

baseados em PCR (reação da polimerase em cadeia), como o Rep-PCR (PCR de 

seqüências repetitivas) (KO et al., 2000; LOOVEREN et al., 1998) e o MLRFT 

(tipagem de fragmentos de restrição de multilocus) (DIEP et al., 2003).

Para a N. meningitidis o Rep-PCR recebe a designação de NgRep-PCR 

(WOODS et al., 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 e especificidade, e são de execução 

rápida, que os torna atrativos, na rotina de vigilância local 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 

et al., 1999), podendo discriminar polimorfismos entre cepas (taxonomía), mas não 

funciona nas situações epidemiológicas.

O MLRFT apresenta-se como método alternativo de tipagem ao MLST, onde 

os produtos de PCR correspondentes aos fragmentos que deveriam ser 

seqüenciados pelo MLST são cortados com enzimas de restrição e o polimorfismo 

gerado determina um padrão alélico específico. Este método possui duas das 

importantes características do MLST: o método é altamente discriminatório e possuí 

uma excelente reprodutibilidade. Sendo uma alternativa conveniente ao MLST e 

PFGE porque requer apenas equipamentos básicos em um laboratório de biologia

http://pubmlst.org
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molecular, sendo relativamente simples, barato, de fácil execução e análise (DIEP et 

al., 2003).
A caracterização molecular e epidemiológica de isolados de Neisseria 

meningitidis serve como subsidio para a discriminação de microvariabilidades entre 

as cepas hipervirulentas e identifica determinantes de patogenicidade associados á 

transmissão da doença meningocócica, além de fornecer informações valiosas para 

a definição de políticas de saúde pública.
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A Neisseria meningitidis tornou-se a principal causa de meningite bacteriana em 

crianças e adultos jovens em todo o mundo após a redução acentuada na incidência
j

de infecções pelo IHaemophilus influenzae tipo b conseguida como resultado do uso 

de vacinas conjugadas (RIBEIRO et al., 2003; ROSEINSTEIN et al., 2001). Taxas 

epidêmicas de doença meningocócica variam de 1 a 5 / 100.000 em muitos países 

desenvolvidos e de 10 a 25 / 100.000 em alguns países em desenvolvimento (WHO, 

2003). Esta diferença na incidência reflete as diferenças das propriedades 

patogênicas das cepas prevalentes de N. meningitidis, as diferenças 

socioeconómicas e condições ambientais, No Brasil, durante os últimos 10 anos, 

mais de 4500 casos de doença meningocócica foram reportados anualmente, com 

uma letalidade em torno de 15-20% (DE FILIPPIS et al., 2004; BRASIL, 2005).

A natureza epidêmica dos casos da doença meningocócica, mais os dados de 

letalidade, demonstram a importância dos estudos dê epidemiología molecular nos 

programas de vigilância epidemiológica, através dos quais são fornecidas 

informações valiosas para a definição de políticas de saúde pública.

2. J ustificativa

3. Hipóteses

• A meningite meningocócica em Salvador ocorre sob a forma de uma endemia 

com predomínio de um clone bacteriano mais virulento, acompanhado por 

casos esporádicos de outros clones.

j
• Os métodos moleculares de tipagem baseado na amplificação por PCR das 

regiões extragênicas entre elementos repetitivos (NgRep-PCR) e na análise 

de fragmentos de restrição de multilocus (MLRFT) produzem resultados 

comparáveis com os de fenotipagem e demonstram algumas vantagens, 

como: execução rápida, simples, de baixo custo e de fácil aplicação em 

laboratórios de países em desenvolvimento.
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4.1. G e r a l

Determinar as características epidemiológicas da meningite meningocócica 

em Salvador-BA e descrever a distribuição genotípica da Neisseria meningitidis 

identificadas durante a vigilância.

4.2. E s pec ífico s

-  Identificar as características clínicas e epidemiológicas dos casos de 

meningite meningocócica e realizar fenotipagem dos isolados de Neissería 

meningitidis em onze anos de vigilancia hospitalar ativa em Salvador, Bahia;

-  Utilizar os métodos moleculares de tipagem baseado na amplificação por 

PCR das regiões extragênicas entre elementos repetitivos (NgRep-PCR) e na
j

análise de fragmentos de restrição de multilocus (MLRFT) como ferramentas 

para a investigação epidemiológica;

-  Identificar e monitorar a ocorrência de cepas hipervirulentas de Neissería 

meningitidis identificadas durante a vigilância epidemiológica.

4. O bjetivos
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Summary This study aimed to describe the clinical, epidemiological and microbiological fea­
tures of meningococcal meningitis in Salvador, Brazil. Between February 1996 and January 
2001, a hospital-based surveillance prospectively Identified cases of culture-positive meningo­
coccal meningitis. Demographic and clinical data were collected through interview and medical 
chart review. Antisera and monoclonal antibodies were used to determine the serogroup and 
serotype:serosubtype of the isolates, respectively. Surveillance identified a total of 408 cases of 
meningococcal meningitis, with a case fatality rate of 8% (32/397). The mean annual incidence 
for the 304 culture-positive cases residing In metropolitan Salvador was 1.71 cases per 100000 
population. Infants <1 year old presented the highest incidence (14.7 cases per 100000 popula­
tion). Of the 377 serogrouped Isolates, 82%, 16%, 2% and 0.3% were serogroups B, C, W135 and 
Y, respectively. A single serotype:serosubtype (4,7;P1.19,15) accounted for 64% of all cases. 
Continued surveillance is necessary to characterise strains and to define future prevention and 
control strategies. '
® 2007 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd. All rights 
reserved.

1. Introduction

* Corresponding author. Tel.: +55 71 3176 2302; 
fax: +55 71 3176 2281.

E-mail address: aik2001@med.cornell.edu (A.I. Ko).

Neisseria m eningitid is  is a common cause of disease world­
wide, responsible for significant morbidity and mortality in 
infants and young children (Bilukha and Rosenstein, 2005). 
Without appropriate antimicrobial treatment, most cases

0035-9203/S -  see front matter ® 2007 Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved. 
doi:10.1016/j.trstmh.2007.06.012
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of meningococcal meningitis are fatal (Flexner, 1913) and 
even with prompt intervention the case fatality rate (CFR) 
reaches 10% (Caugant, 1998). Among those who survive, per­
manent sequelae, including deafness, cognitive impairment 
and paralysis, are common (Edwards and Baker, 1981; Kirsch 
et al., 1996).

In 1999, the UK introduced a highly efficacious protein- 
conjugate vaccine against N. m eningitid is  serogroup C 
(Trotter e ta l., 2004). Six years later, a tetravalent conjugate 
meningococcal vaccine, including the capsular polysaccha­
rides of serogroups A, C, Y and W 135, was licensed for use 
among persons aged 11—55 years (Bilukha and Rosenstein,
2005). Despite these advances, an effective vaccine against 
serogroup B, a major cause of invasive meningococcal dis­
ease in many European countries and the Americas, is not 
currently available (Bjune et al., 1991; De Moraes et al., 
1992; Sierra et al., 1991; Tappero et al., 1999; Tsolia et 
al., 2006). Future prevention of serogroup B disease w ill 
rely both on outer membrane vesicle (OMV) vaccines being 
used for specific serosubtypes and new vaccines containing 
multiple other antigens.

In Brazil, serogroup B meningococcal disease has been 
endemic since the 1980s and is associated with the 
majority of meningococcal disease. Furthermore, specific 
serotype:serosubtype combinations of the ET-5 complex, 
including B:4,7:P1.19,15, have been identified as the pre­
dominant serogroup B strain both in epidemic and endemic 
situations (Sacchi et al., 1992, 2001).

Data on the epidemiology of meningococcal meningi­
tis from population-based surveillance are necessary to 
characterise better circulating strains and to guide deci­
sions regarding future prevention and control strategies for 
meningococcal meningitis. However, prior studies in Brazil 
were based on notification reports and on isolate collections. 
In the present study, we report the clinical, epidemiological 
and microbiological findings of a 5-year active hospital- 
based surveillance for meningococcal meningitis in Salvador, 
Brazil.

2. Materials and methods

2.1. Surveillance

From 1 February 1996 to 31 January 2001, active 
hospital-based surveillance for meningococcal meningitis 
was performed in Couto Maia Hospital, the state reference 
hospital for infectious diseases in Salvador, Brazil. Currently, 
metropolitan Salvador is the third largest urban area in 
Brazil, with a population of 2.6 million inhabitants (Brazilian 
Institute for Geography and Statistics, 2002). As part of 
the State Health Department protocol, all suspected cases 
of meningitis should be referred to this hospital, where 
diagnostic evaluation, including lumbar puncture and cere­
brospinal fluid (CSF) analysis, is performed at the emergency 
room. Notification of meningitis cases to state health offi­
cials is mandatory and the study hospital reports 98% of the 
cases among residents of metropolitan Salvador. After the 
initia l evaluation, patients with evidence of meningitis are 
admitted. Rarely, they are transferred to another facility.

During the surveillance period, project personnel 
reviewed the clinical laboratory results 5 days a week to

identify culture-confirmed cases of meningococcal menin­
gitis. All patients with clinical signs and symptoms of 
meningitis and CSF culture positive for N. m eningitidis were 
entered into the study according to the study protocol.

A standardised data entry form was administered for each 
case, which collected information on demographics, clinical 
history and laboratory findings during patient interviews and 
medical chart review. Physicians routinely performed neu­
rological examinations and assessment of sequelae during 
hospitalisation. Information on sequelae present at the time 
of hospital discharge was analysed.

2.2. Laboratory methods

Neisseria m eningitid is isolates from CSF cultures were 
incubated overnight at 37 C on chocolate agar in a CO2 
atmosphere. Coagglutination with specific antisera was 
used to identify the isolate serogroup (Difco Laboratories, 
Detroit, Ml, USA). Monoclonal antibodies were used to iden­
tify  isolate serotype and serosubtype, using the dot-blot 
method as described previously (Wedege et al., 1990).

2.3. Statistical analysis

Patients residing in the city of Salvador or in one of the 29 
municipalities located within 75 km of Salvador (aggregate 
population of 3.5 million) were included for incidence cal­
culations. The surveillance hospital is the only infectious 
disease reference centre within this metropolitan area. 
Incidence calculations were based on the 2000 Brazilian cen­
sus, provided by the Brazilian Institute for Geography and 
Statistics without adjusting for population growth (Brazilian 
Institute for Geography and Statistics, 2002).

Data were entered and managed by Epi Info version 6.04 
(CDC, Atlanta, GA, USA) and analysed with SAS for Win­
dows version 8.02 (SAS Institute, Cary, NC, USA) and Epi 
Info version 6.04. Ratios and 95% Cl were calculated by 
the Mid-P algorithm (Berry and Armitage, 1995). Statisti­
cal significance for comparison of proportions was assessed 
by test dr, when the expected cell value was <5, by 
Fisher’s exact test. Median values were compared by the 
Kruskal-Wallis method. Differences were considered statis­
tically significant when the two-tailed P-value was <0.05.

3. Results

During the 5-year study period of active hospital-based 
surveillance, 408 cases of meningococcal meningitis were 
identified. The monthly number of cases of meningococcal 
meningitis varied by season, with the highest proportion of 
cases observed during the months of increased rainfall in the 
fall and winter and the lowest proportion of cases occurring 
during the summer (Figure 1).

Epidemiological data were available for 397 (97%) of the 
cases. The CFR was 8% (32/397) and neurological sequelae 
occurred in 3% (11/365) of survivors at the time of hos­
pital discharge (Table 1). The CFR was significantly higher 
in cases presenting with petechiae (11% vs. 3%; P = 0.003) 
and In cases^with a hospital course including seizures (15% 
vs. 6%; P = 0 .0 4 ). Blood cultures were perform ed for 28% of 
the patients (112/397), of whom 31% (35/112) had positive



cultures for N. m eningitid is. Patients with positive blood 
culture results had a higher CFR (17% vs. 5%; P=0.06).

The mean annual incidence of meningococcal meningitis, 
based on the 304 culture-positive cases v^ho v^ere residents 
of metropolitan Salvador, was 1.71 cases per 100000 popu­
lation between February 1996 and January 2001 (Table 2). 
During the same period, the incidence of culture-positive 
Streptococcus pneum oniae  and Haem ophilus influenzae  
meningitis was 1.38 and 2.05 cases per 100000 population, 
respectively. Overall annual incidences of meningococcal 
meningitis were 2.00, 1.55, 2.23, 1.55 and 1.24 per 100000 
population in Years 1 through 5, respectively (x^ test for 
trend, P = 0.029). The age-specific incidence was highest 
in children <1 year of age (14.7/100000), peaking at age 
4 -5  months (29.4/100000) and declining with increasing age 
thereafter (Table 2).

Laboratory data were available for 377 (92%) of the 
cases. Serogroup B was the most frequent serogroup 
(309/377; 82%), followed by serogroup C (60/377; 16%), 
W135 (7/377; 2%) and Y (1/377; 0.3%) (Table 1). The most 
frequent serotyperserosubtype was 4,7:P1.19,15, followed 
by 4,7:P1.7,1, then 4,7:P1.3 and 2a:P1.2, which were iden­
tified in 63.7%, 3.7%, 2.7% and 2.4% of cases, respectively 
(Table 3).

The median age of patients with serogroups B, C and 
W135 disease was 7, 10 and 9 years, respectively. Patients 
with serogroup C disease were more likely to be >2 years 
of age compared with other serogroup infections (87% vs. 
73%; P = 0.03), whilst patients with serogroup B isolates were 
more likely to be <2 years old (27% vs. 15%; P=0.05).

4. Discussion

This study describes the clinical, epidemiological and micro­
biological features of meningococcal meningitis in Salvador,

Brazil. Active'iiospital-based surveillance was performed in 
metropolitan .Salvador and detected a mean annual inci­
dence of 1.71 cases of meningococcal meningitis per 100000 
population, with a CFR of 8.1%. These rates are com­
parable with those seen in the USA and Europe (Bilukha 
and Rosenstein, 2005; Rosenstein et al., 1999, 2001). As a 
caveat, rates of culture-positive meningococcal meningitis 
are likely to underestimate the true disease burden, which 
is expected to be higher than that encountered in developed 
countries, since case ascertainment may not have been com­
plete and use of antibiotics prior to hospitalisation may have 
interfered with the efficiency of culture isolation.

Our data support previous observations where the inci­
dence of meningococcal meningitis was higher in young 
children, peaking in infants 4 -5  months of age (Peltola, 
1983; Rosenstein et al., 1999). However, in the USA and 
Europe, an eleyated rate of meningococcal disease has been 
reported among teenagers and young adults (Cartwright 
et al., 2001; Rosenstein et al., 1999). In this situation, 
increased risk was associated with exposure to diverse 
strains of N. m eninsitid is  during college attendance, espe­
cially for students residing in dormitories (Cartwright et 
al., 2001; Rosenstein et al., 2001). In contrast, meningo­
coccal meningitis cases in Salvador were predominantly 
members of poor slum (fave la ) communities. A large pro­
portion of the population is presumably exposed early in 
life owing to high endemic transmission of meningococ­
cal strains in these densely populated communities. The 
lower attack rates observed among adolescents and adults 
in comparison with infants may relate to early acquisition 
of naturally acquired immunity in this high transmission 
setting.

Increased numbers of meningococcal cases tended to 
occur during the fa ll and winter months in Salvador, which 
is situated in the Southern Hemisphere tropics and has 
a mean daily relative humidity of 75-90%. The fall and
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Table 1 Characteristics of the Neisseria meninsitidis cases identified during active hospital-based surveillance in Salvador, 
Brazil, between February 1996 and January 2001

Characteristic Total no. of responses No. (%) of patients''

Demographic data
Male 397 223 (56)
Age 0-2 years 397 98 (25)
Median (range) age (years) 8 (0-66)

Clinical presentation M
Fever 325 319 (98)
Nausea or vomiting 325 268 (82)
Purpura or petechiae 342 141 (41)
Nuchal rigidity 326 134 (41)
Seizures 326 51 (16)
Neurological focal signs 281 13(5)

Hospital course
Seizures 373 41 (11)
ICU admission 377 53 (14)

Laboratory data 
CSF examination 

Median (range) leukocyte count (xlO^/ti.1) 393 10.0 (7.0-21.2)
Median (range) glucose level (mg/dl) 394 20 (0-220)
Median (range) protein level (mg/dl) 392 300 (0-800)

Positive blood culture 112 35 (31)

Serogroup
B 377 309 (82)
C y j i 60 (16)
W135 y n 7(2)
Y 377 1 (0.3)

Clinical outcome
Median (range) days of hospitalisation 383 11 (0-43)
Neurological sequelae on hospital discharge*’ 323 11 (3)
No. of deaths (case fatality rate (%)) 397 32 (8)

ICU: Intensive Care Unit; CSF: cerebrospinal fluid.
“ Data are No. (%) of patients, unless otherwise indicated.

Sequelae among 323 survivors v îth available information included ataxia (5), auditory deficit (3), motor deficit (2) and cognitive deficit 
(1).

winter seasons occur betv^een April and September and cor­
respond to the seasonal period of increased rainfall and 
cooler temperatures. However, variation in temperature is 
small throughout the year with mean temperatures ranging 
between 25 °C and 34 °C. In temperate zones in the North­
ern Hemisphere, seasonal increases in meningococcal cases 
occur during the winter and spring (Jackson and Wenger, 
1993). Seasonality may vary from place to place depend­
ing on other risk factors such as age and meningococcal 
phenotype (Jensen et al., 2003). The observed seasonal 
increase in cases in Salvador may relate to rainfall and, in 
turn, to increased household crowding during these periods, 
which facilitates transmission. However, evaluation of sea­
sonal patterns and the influence of climactic factors will 
require the use of appropriate analytical approaches such 
as time-series modelling.

Serogroup B meningococcus emerged in the 1990s to 
become the major cause of meningococcal meningitis in Sal­
vador. Eighty-two percent of cases were caused by serogroup 
B strains and 64% of all cases were caused by a single

serosubtype, PI. 19,15. These findings confirm results from 
passive surveillance performed throughout Brazil in 2001, 
in which 67% of cases were caused by serogroup B and 54% 
were caused by serosubtype B:4,7:P1.19,15 (Lemos et al.,
2006). The high predominance of a single serogroup and 
serosubtype and the moderately high incidence sustained 
throughout the study period are characteristic of extended 
outbreaks, as described in Latin America and other parts 
of the world following introduction and establishment of 
strains from.the ET-5 complex (Caugant, 1998; Caugant et 
al., 1987; Diermayer et al., 1999; Poolman et al., 1986; 
Sacchi et a ú  2001).

The overwhelming dominance of serogroup B disease 
shows that there is no indication for administration of a 
capsular vaccine against serogroups A and C in Salvador 
at this time. Continued follow-up in the same hospi­
tal revealed that to date serogroup B has remained the 
prominent serogroup in Salvador, Brazil (data not shown). 
However, the incidence of serogroup C has increased in most 
regions of Brazil since 2002, mainly in the southeastern area
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Table 2 Annual incidence of meningococcal meningitis and case fatality rates (CFR) by age group and year during active 
surveillance in Salvador, Brazil, between February 1996 and January 2001^

Age group 
(years)

No. of cases No. {%) of 
deaths (CFR)

Annual incidence*’

1996 1997 1998 1999 2000
Average incidence

<1 47 5(10.6) 20.3 15.6 9.4 14.1 14.1 14.7
1-2 35 2 (5.7) 3.9 5.4 10.1 2.3 5.4 5.4
3-4 30 1 (3.3) 8.7 0.8 6.3 5.5 2.4 4.7
5-9 55 5(9.1) 2.8 3.5 5.0 2.5 3.5 3.5
10-14 52 4 (7.7) 3.5 4.1 3.5 2.0 2.0 3.0
15-19 40 2 (5.0) 2.4 1.4 2.9 1.9 1.0 1.9
20-29 23 3 (13.0) 0.6 0.6 1.3 0.6 0.3 0.7
30-39 12 1 (8.3) 0.7 0.2 0.4 0.7 0.2 0.4
40-49 4 2 (50.0) 0.5 0.2 0.0 0.2 0.0 0.2
50-59 1 0(0) 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
>60 1 0(0) 0.0 0.0 0.4, 0.0 0.0 0.1

All ages 300 25 (8.3) 2.00 1.55 2.2^ 1.55 1.24 1.71
“ The table encompasses cases from the metropolitan region of Salvador (n = 304) less 4 cases whose ultimate outcome was unknown. 
 ̂Cases per 100000 inhabitants. In 1996, all incidence data were corrected to represent a 12-month period.

(SVS/MS, 2005). Thus, continued surveillance is necessary 
to detect possible changes in the meningococcal meningitis 
pattern.

Owing to the poor immunogenicity of the serogroup B 
capsular polysaccharide, attempts to develop a vaccine pro­
tecting against serogroup B disease have involved many 
bacterial components, including the proteins determining 
type and subtype specificity. An effective OMV-based vac­
cine against the dominant serosubtypes present in Brazil 
could prevent significant morbidity and mortality. The OMV 
vaccines can be 'tailor-made’ and current approaches to 
vaccine development have been based on preparations 
derived from strains such as B:4,7:P1.19,15, which are the 
most predominant invasive strains in high endemicity set­
tings. To address the potential usefulness of such vaccines, 
it  is important to monitor the circulating serogroup B phe­
notypes as defined by serotype: serosubtype patterns (Lind 
and Berthelsen, 2005).

A hexavalent OMV-based vaccine developed in The 
Netherlands against six common serosubtypes (PI. 19,15, 
P1.7,1, P1.7,4, P1.5,2, P I.5,10 and P1.12,13) appears to be 
safe and immunogenic in adults and older children (Pollard 
and Levin, 2000). This vaccine, which includes strains with 
serosubtypes that account for 70.6% of cases of meningo­
coccal meningitis in Salvador, would be a candidate for 
use in Salvador if  i t  proves efficacious. However, existing 
limitations of OMV-based meningococcal vaccines, includ­
ing lower efficacy in young children (Costa et al., 1996; 
De Moraes et al., 1992; Sierra et al., 1991; Tappero et al.,
1999), inability to induce immunological memory (Wedege 
et al., 1998) and failure to provide cross-protection against 
non-vaccine strains, may delay their use (Pollard and Levin,
2000). Alternatively, reverse vaccinology approaches have 
identified antigens that induce antibactericidal antibody 
responses against the spectrum of meningococcal serogroup 
B strains associated with invasive disease (Giuliani et al., 
2006; Masignani et al., 2003). These target antigens are 
being evaluated as candidates for a universal serogroup B 
subunit vaccine and, if  effective, w ill be an important inter­

vention against this disease in epidemiological situations 
such as encountered in Brazil.

In conclusion, this is the first active hospital-based 
surveillance study of meningococcal meningitis in Brazil 
since the 1970s. It confirms that the epidemiological 
features of meningococcal meningitis have changed dra­
matically over the past three decades in Brazil, with 
the disappearance of large-scale epidemics caused by 
serogroups A and C and the introduction and establishment 
of serogroup B strains of the ET-5 complex (Sacchi et al.,
2001). This study demonstrates that potentially important 
differences exist between the epidemiological features of 
meningococcal disease in Brazil and the developed world. 
Improved understanding of these differences and of the 
changing trends in the epidemiological features of this dis­
ease is essential to plan and implement strategies in order to 
prevent and reduce the high morbidity and mortality caused 
by N. m eningitidis. It is noteworthy that the active hospital-

Table 3 Serotype:serosubtype distribution of Neisseria 
meningitidis isolates identified during active surveillance in 
Salvador, Brazil, between February 1996 and January 2001

Serotype:serosubtype No. (%) of isolates (n = 377)

4,7:P1.19,15 240 (63.7)
4,7:P1.7,1 14(3.7)
4,7:P1.3 10(2.7)
2a:P1.2 9 (2.4)
2a:P1.5,2 6(1.6)
2b:P1.5 5(1.3)
4,10:P1.9 5(1.3)
4,7:nt 5(1.3)
7:P1.19,15 5(1.3)
Other® 64 (17.0)
Non-typeable' 14(3.7)
“ Other includes serotype:serosubtype strains isolated at a 
frequency of <1%.
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based surveillance became continuous and has provided 
valuable information regarding meningococcal meningitis 
today.
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5.1. A t u a liz a ç ã o  d o s  r e s u l t a d o s  d a  vigilância  r e f e r e n t e  a o  a r tig o I

5.1.1. Características clínicas e epidemiológicas da meningite meningocócica em

Salvador, Bahia nos dez anos de vigilância hospitalar ativa.

O sistema de vigilância hospitalar ativa para as meningites bacterianas foi 
implantado no Hospital Couto Maia, Salvador, BA desde 1996. Para uma melhor 

compreensão da situação atual da meningite meningocócica na nossa população 
apresentaremos uma atualização dos resultados obtidos nesses 11 anos de 
vigilância hospitalar. Tratando-se especificamente da meningite meningocócica, 
foram identificados no período entre fevereiro de 1996 a dezembro de 2006, 648 
casos comprovados por cultura positiva do liquor, sendo 324 casos de Salvador e 
302 de outros municípios da Bahia.

30

Neste período de 11 anos, a incidência anual média da meningite 
meningocócica na cidade de Salvador foi de 1,20 casos por 100.000 habitantes 
conforme censo (IBGE, 2000) e a taxa de letalidade de 11,3% (Figura 2). No ano de
1998 foi registrada uma incidência de 2,54 casos por 100.000 habitantes, a maior do 
período, seguida por uma tendência declinante nos anos subseqüentes (p < 10'̂ ). A 
incidência anual média, por sexo, foi de 1,45 caso por 100.000 habitantes do sexo 
masculino e 0,98 caso por 100.000 do sexo feminino. Entretanto, a tendência de 
redução não variou conforme o sexo (Figura 3).
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Figura 4. Distribuição anual do número de casos de meningite meningocócica identificados no HCM, 
Salvador - BA no período de 1996 a 2006, estratificados por faixa etária.

A faixa etária de 0-4 anos foi a que apresentou maior número de casos, com 

uma incidência anual média de 9,77 casos por 100.000 habitantes. Entretanto, a 

partir de 2002, a incidência apresenta um declínio nesta faixa etária (Figura 4 e 5).



32

Figura 5 . Distribuição dos casos de meningite meningocócica por faixa etária, identificados no HCM, 
Salvador-BA no período de 1996 a 2006.

5.1.2. Características fenotípicas das amostras de N. meningitidis

Dos 648 pacientes com cultura de liquor positiva, identificados no HCM, 

Salvador-BA, 88,7% (575/648) tiveram os isolados analisados pela sorogrupagem. A 

distribuição dos sorogrupos demonstrou um predominio do sorogrupo B, em 79,3% 

(456/575) das amostras, seguido do sorogrupo C em 18,1% (104/575), do sorogrupo 

W135 em 1,7% (10/575) e do sorogrupo Y em 0,9% (5/575). Nenhum isolado 

pertencia ao sorogrupo A (Figura 6).

A sorosubtipagem foi realizada no Instituto Adolfo Lutz, São Paulo em 82,4% 

(534/648) dos isolados e demonstrou o predomínio do sorotipo e sorosubtipo 

4,7;P1.19,15 em 62,7% (335/534) das amostras, seguido do tipo 4,7:P1.7,1 em 2,9% 

(16/534), do 4,7:P1.3 em 2,6% (14/534), do 2a:P1.2 em 2,1% (11/534) e em 29,7% 

(158/534) outros sorotipos:sorosubtipos, correspondentes a 60 outras combinações, 

incluindo os parcialmente tipáveis (Figura 7). Entre os 335 isolados do sorotipo e 

sorosubtipo 4,7;P1.19,15, 94,5% pertenciam ao sorogrupo B e somente 5,5% eram 

do sorogrupo C. A figura 8 apresenta as porcentagens anuais de casos do principal 

fenotipo identificado, o B:4,7.P1.19,15, onde se observa o predomínio deste tipo em 

todos os anos do estudo com exceção dos anos de 2005 e 2006 (Figura 8).
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6. A r t ig o  2 - M o le c u la r  c h a ra c te r iz a t io n  o f  N e is s e r ia  m e n in g it id is

IN SURVEILLANCE SETTINGS: USEFULNESS OF REPETITIVE EXTRAGENIC 

PALINDROMIC SEQUENCE BASED-PCR

Soraia M. Cordeiro, Kátia Salgado, Mitermayer G. Reis, Albert I. Ko, Joice N. Reis

O presente artigo trata-se de urn “brief communication” e encontra-se em fase 

final de preparação. Pretendemos enviar este artigo para publicação na revista 

Journal Clinical Microbiology.

35



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NEISSERIA MENINGITIDIS IN 

SURVEILLANCE SETTINGS: USEFULNESS OF REPETITIVE EXTRAGENIC 

PALINDROMIC SEQUENCE BASED-PCR

36

Soraia M. Cordeiro\ Kátia Salgado^, Mitermayer G. Reis\ Albert I. Ko '̂^ Joice N.

Reis^'^

^Gonçalo Moniz Research Center, FIOCRUZ/Brazilian Ministry of Health, Salvador- 

BA, Brazil; ^Couto Maia Hospital, SESAB, Salvador-BA, Brazil; ^Division of 

International Medicine and Infectious Diseases, Weill Medical College of Cornell 

University, New York, USA. and "^School of Pharmacy, UFBA, Salvador-BA, Brazil;

Reprints or correspondence;

Dr. Joice N . Reis

Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz,

Fundação Oswaldo Cruz/Ministério da Saúde

Rua Waldemar Falcão 121, Salvador, Bahia 40296-710, Brasil

(joice@ufba.br)

Key words: Neisseria meningitidis, genotype, polymerase chain reaction-

mailto:joice@ufba.br


37

ABSTRACT

Amplification of repetitive element (Rep) by PCR was tested for subtyping 

Neisseria meningitidis. Rep-PCR classified 227 clinical isolates into 34 distinct 

patterns showing high discrimination power. It was^ able to identify hypervirulent 

clones such as ET-5 complex and proved to be useful and reliable epidemiological 

tool in a surveillance system.
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ARTICLE BODY

Neisseria meningitidis remains one of the leading causes of bacterial 

meningitis and sepsis worldwide, causing both endemic and epidemic disease [1-4], 

Serogroups A, B and C, have historically been the main cause of most 

meningococcal disease [4], Since 1997, meningococcal serogroup B has been 

considered endemic in Brazil, although small outbreaks caused by serogroup C have 

been reported in some states [5, 6, 7].
M

Analyses of N. meningitidis isolates using molecular subtyping methods are 

useful for epidemiological studies. Among the subtyping techniques, pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence typing (MLST) currently are the 

most widely adopted epidemiological tools for cluster designation, disease outbreak 

investigation, and tracking the global spread of meningococcal clones [8, 9]. However 

they are labor intensive techniques and require expensive dedicated equipment [1,

10, 11]. Polymerase chain reaction (PCR)-based methods are cheaper, easier to 

perform, and provide faster results. In this work, we used the Rep-PCR method [12,

13, 14, 15] to characterize isolates of N. meningitidis (NgRep-PCR) from Salvador, 

Brazil, and confirm its value as molecular typing method for epidemiological 

surveillance.
Active surveillance for meningococcal meningitis was established at the state 

infectious disease hospital in Salvador, Brazil. As part of the State Health 

Department protocol, all suspected cases of meningitis should be referred to this 

hospital and more than 95% of the meningitis cases from the metropolitan region are 

reported from this site (Unpublished case notification records). Between March 1996 

and January 1999, the study team prospectively identified 278 consecutives cases of 

meningitis with cerebrospinal fluid cultures positive for N. meningitidis as determined 

by morphology on Gram staining of smears and latex agglutination tests [16]. 

Patients were enrolled into the study according to protocols approved by the 

Institutional Review Board Committees for Human l-nvestigation of the New York 

Presbyterian Hospital and Oswaldo Cruz Foundation/Brazilian Ministry of Health.

Of the total isolates, 94.6% (263/278) were tested by the slide agglutination 

method with polyclonal antiserum (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) 

revealed that 209 (79.4%) were serogroup B, 50 (19.1%) serogroup C, while 

serogroups W135 and Y accounted for 3 (1.1%) and 1 (0.4%), respectively. 

Serotyping and serosubtyping were determined by coaglutination method with
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monoclonal antibodies as described previously [17]. The serosubtype, 4,7:P1.19,15, 

accounted for 63.5% of the isolates, followed by the serosubtype 4,7:P1.7,1 (4.6%), 

2a:P1.2 (3.4%), 4,3:P1.3 (1.9%), and another 40 serosubtypes with lower 

frequencies. These infrequent serosubtypes together totalized the remaining 26.6% 

of the total Isolates.

Of the 263 N. meningitidis Isolates, 227 were available for NgRep-PCR 

analyses. In addition we Included 18 reference strains obtained from the Centers for 

Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA. For the purpose of NgRep-PCR 

strain typing of the Isolates, colonies from overnight cultures on chocolate agar were 

harvested, washed with PBS (pH 7.4), and reconstituted to make a suspension 

equivalent to a 1.0 McFarland turbidity standard in PBS(pH7.4). The suspension was 

boiled for 15 mln and centrifuged. A 50-|jL PCR reaction mixture was prepared; the 

reaction mixture contained 5 pL of the supernatant, 1 pM each primer NgREP 1R (5' 

ACA AAA ACC GGT AC 3') and NgREP2 (5'GTT AAT TCA CTA TA 3') [18], 200 pM 

each dNTP (Pharmacia, PIscataway, NJ), 10% dimethyl sulfoxide (Sigma, St. Louis), 

and 2 U of Taq polymerase (GIBCO Laboratories, Gaithersburg, MD) in its 

appropriate buffer. The mixture was heated to 94°C for 7 mln followed by 35 cycles 

each consisting of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 38°C for 1 mln, and 

extension at65°C for 8 mln. A final extension step was performed at 65°Cfor 16 min. 

During all experiments positive and negative controls were co-amplified with samples 

to test for contamination, reproducibility and stability of our ampllcons. Amplified 

products were subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis in standard Tris 

acetate-EDTA buffer at 80 V for 3 h.

Ethidlum bromide-stained gels were photographed under ultraviolet 

transillumination, and DNA banding patterns were analyzed visually. These Images 

were normalized with Gel Compar II software (Applied Maths, Kortrijk, Belgiun), 

according with densitometric curves and the accompanying hard-copy photograh. 

Similarity indexes and the dendrogram derived from Unweighted Pair Group Method 

with Arithmetic Mean (UPGMA) cluster analysis using Dice coefficient based on 1% 

optimization and position tolerance.

Among 227 isolates, the method yielded 34 distinct NgREP types. According 

to the number of bands, types with three or more bands of difference were classified
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into types (e.g., uppercase letter A, B, C...) and with less than 3 bands of difference 

were further subtyped (e.g. 1, 2, ...) and defined to be related. Seven related NgREP 

types (A, B, C, E, F, G and Q) accounted for 93.4% (212/227) of all isolates and 

fifteen types were ungrouped or single clones (Figure 1). Based on the analysis of 

the isolates and reference strains, NgRep-PCR was able to group isolates with 

correlated serotype and serosubtypes, and, particularly, to identify hipervirulent 

clones.

The representative NgREP type designated as A1 was the comnnonest type 

being identified in 73.1% (166/227) of the isolates. This NgREP type was mainly 

associated with types B;4,7:P1.19,15(n=130), C;4,7;P1.19,15(n=12) and 

B;4,7:P1.7,1(n=7), around 90% (149/166). When type A1 was compared with the 

reference strains by NgRep-PCR patterns, these clones were correlated with ET-5 

complex, sequence type (ST) 32. Pattern B was associated with isolates belonging to 

serotype C;2b;- - and group A4, ST - 8 , 9 and 10, while pattern C was correlated to 

type B:4,7;P1.3, and the hypervirulent lineage III group, ST-41 and 42. Patterns E 

and G were associated to type C:2a> - and to the ET-37 complex, ST-11 (Figure 2).

Seventeen isolates from this study were also analyzed by MLST as described 

previously [8]. Five NgREP type A1 serosubtype B:4,7;P1.19,15 were classified as 

ST 33 and four ST 34, three NgREP type C l serosubtype B;4,7;P1.3 was classified 

as ST 41 and five NgREP type B1 was classified as ST 8 . These STs correspond to 

the hypervirulent lineages described above and reinforce the usefulness of 

NgRepCR.

The epidemic nature of meningococcal outbreaks aligned to the lethality rate 

of this disease has justified molecular epidemiological studies of this pathogen [1-3]. 

Rapid and accurate subtyping of meningococcal isolates could facilitate public health 

decisions regarding institution of preventive measures or provide reassurance that no 

outbreak threat exists. The use of molecular typing methods is necessary because of 

the limitation of phenotyping methods to characterize bacterial specimens, and useful 

for its speed and power of discrimination [18, 19].

PCR based method has already been applied in other works and 

demonstrated excellent utility in molecular epidemiologic studies [20 , 2 1 , 22]. 

Particularly, NgRep-PCR was able to generate" types correlated to those
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hypervirulent clones classified by MLST and to identify very precisely serotypes and 

serosubtypes, especially type 4,7:P1.19,15, which was the most important clone 

identified in the study [22], This type is the well know “Cuban strain”, which belongs 

to the ET-5 complex. NgRep-PCR proved to be a valuable tool for characterizing 

isolates of N. meningitidis in surveillance settings. Its application may help efforts to 

control the disease at the public health level and to evaluate strains for vaccine 

development.

In the absence o f a PFGE and a sequence facility, necessary for MLST, 

NgRep-PCR may serve as a rapid screening method to classify a large number of 

isolates into clusters. This method is simpler than MLST and can be performed in any 

molecular biology laboratory. This procedure can be used to create a database 

electrophoresis patterns of the N. meningitides isolates from a given institution or 

community. Such a database may provide a rapid reference source to identify, for 

instance outbreaks strains. Hence, this simplified strain typing method has clinical as 

well as epidemiologic applications.
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Sample Serobutyping Visual Number
NgREP type of isolates

GNC176 B:NT:P1.19.15 V 1

GNC14 B:4,7:P1.19 P 1

GNC128 B:4,7:P1. C l 3

GNC69 B:4,7:P1. C2 2

GNC231 C:NT;P1.5, G2 1

GNC270 C;2a:P1.5 G1 5

GNC170 C:4,7;P1.22-1,14 M 1

GNC18 C:2a:P1-2 E4 2

GNC217 B:4,10:P1,9 0 1

GNC108 C:2b;P1.10 B3 1

GNC73 C:2a;P1.2 E3 1

GNC90 C:2b:P1-3 B2 4

GNC46 C:2b:P1,5 B1 7

GNC88 Y:17,10:P1,5 H 1

GNC91 W 135:19,10:P1.16 S 1

GNC44 C:4,21:nt U 1

GNC186 C;17.7;P1.7,13 L 1

GNC54 C:2a:P1.5,2 E l 6

GNC79 B:7:nt Q2 1

GNC135 B:4,7:P1.19,15 A3 2

GNC75 C;2a:P1,2 E2 1

GNC111 B;4,7;P1,19,15 A1 166

GNC30 C:4,7:n A2 2

GNC154 B;14:P1,12 J 1

GNC13 B:4,10:P1.1 Q1 1

GNC212 B:15:P1.2 X 1

GNC19 B;4,7;P1.3 C3 1

GNC130 B:4,7;P1.14 N 1

GNC61 B:17,7:n T 1

GNC124 B:NT:P1.7, F2 1

GNC08 C:4,7:n D 1

GNC120 C:NT:nt FI 4

GNC199 B:19:P14 1 1

GNC47 C:NT:nt R 1

Figure 1. Dendogram o f  N gR E P-PC R  fingerprinting o f  34 isolates out o f  227 Neisseria meningitidis isolates 

analyzed, representing all different patterns identified fi-om Ng-Rep-PCR analysis.
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Figure 2. Representative N gR E P-PC R  fingerprinting ofN. meningitidis isolates identified during active surveillance 

during the period between February 1996 and January 1999 and reference strains.
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Table 1. Reference strains used as controls.

M LEE group CDC M# 

strain

Serogroup/type/subtype Origin ST-type NgREP

type

Sub-group I M2726 A; S. Africa 1 X

Sub-group 111 M7126 A;21:P1.9 Saudi Arabia 6 Z

A4 cluster M5724 B:2b:P1.16 Holland 9 B1

M5725 B Iceland 10 B1

M5723 B;2b:Pl,2 Holland 8 B1

ET-37 Complex M l 569 B:2a:P1.5 U SA 11 G1

*Hajj strain M7153 W135:2a:P1.5,2 Saudi Arabia 11 G1

*Hajj strain M7150 W135;2a:P 1.5,2 Saudi Arabia 11 G1

M7257 W135:2a:P1.5,2 U SA 11 G1

M2829 C:2a:P1.5 USA 11 G1

Lineage III M7727 B:4:P1.4 Spain 41 C l

M7271 B: P1.4 N ew  Zealand 42 C l

M7744 B;4;P1.4 Spain 41 C l

ET-5 Complex M5748 B:4,7:P1.19,15 NoFway 32 A1

M5741 B:4,7:P1.19,15 Cuba 33 A1

M5740 B:15:P1.3 Chile 32 A1

M5743 B:NT: Holland 34 A1

Serogroup Y M4361 Y;2c;P1.5,2 USA K

W e are grateful to Dr. Leonard Mayer (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, U SA ) for 

providing us strains used as controls.
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7. A r t ig o  3 - M u lt i lo c u s  R e s tr ic t io n  F ra g m e n t T yp ing  (M LR FT) as a 

S tra in  T ra c k in g  T o o l f o r  N e is s e r ia  m ening itid is

Binh An Diep, Soraia M. Cordeiro, Joice Neves Reis, Mitermayer G. Reis, Albert 
Ko, George F. Sensabaugh

O presente artigo encontra-se em fase finarde preparação. Pretendemos 
enviar este artigo para publicação na revista Journal Clinical Microbiology.
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W e describe a rapid and sim plified approach for tracking N. meningtidis strains, M ultilocus 

Restriction Fragment Typing (M LRFT). This method involves PCR am plification o f  seven 

housekeeping gene loci as described for M ultilocus Sequence Typing (M LST) (Maiden et al., 

PN A S1998 95:3140-3145). PCR am piicons are digested with a restriction enzym e and the resulting 

restriction fragment (RF) pattern is resolved by conventional agarose gel electrophoresis. M LST allele 

sequence data from the original 107 sample M LST reference collection  were analysed to select 

restriction enzym es providing high discrimination between alleles. M LRFT alleles are defined by 

visual comparison o f  RF banding patterns to the predicted RF banding patterns. For the 107 MLST  

reference strains, M LRFT was predicted to resolve 44 restriction fragment types (RTs); this 

approaches the 50 sequence types (ST s) resolved by M LST. The M LRFT typing schem e was 

experim entally validated by typing 41 strains (ST-1 - ST-41) from the M LST reference collection; the 

observed RF banding patterns confirmed the computer-based prediction. To illustrate the convenience  

o f  this method, M LRFT was applied on site in Salvador, Brazil to characterize 60 clinical N. 

meningitidis isolates collected  locally. This analysis identified a predominant RT which was predicted 

on the basis o f  the interconverting relationship between MLRFT and M LST to belong to the 

hypervirulent ET-5 com plex; M LST confirmed the predominant RT as ST-33. In short, MLRFT 

provides a convenient alternative to M LST because it is rapid, sim ple, inexpensive, and readily 

applicable in laboratories o f  the developing countries to track m eningococcal disease where it is 

occurring.
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The pathogenic Neisseria meningitidis causes significant morbidity and mortality in children 

and adults w orldwide. Serogroups A, B and C caused most m eningococcal disease cases, with 

serogroups B and C predominating in the Americas and Europe, and serogroups A and C in Asia and 

Africa (12, 13). In the United States, serogroup B and C outbreaks are increasingly reported (5, 8, 9). 

However, such outbreaks only account for 2 to 3 percent o f  the total number o f  cases in the United 

States (12). In Africa, serogroup A m eningococcal disease continues to be a significant public health 

threat. A major outbreak involving 152,813 cases occurred in 1997 in the African meningitis belt, 

with 15,783 deaths (12). In 2002, an international outbreak o f  serogroup W -135 occurred among Hajj 

pilgrims and their contacts (11). Accordingly, there exists a real public health need for improved 

methods for tracking disease-associated strains in order to gain a better understanding o f  the com plex  

dynamics o f  clonal spread.

M ultilocus enzym e electrophoresis (M LEE) played a central role in the identification o f  

hyperinvasive m eningococal clonal com plexes and the association o f  these clonal com plexes with 

antigenic type and particular epidem iological disease patterns (2, 3). M ultilocus sequence typing 

(M LST) is replacing its MLEE forerunner as the gold standard.for m eningococcal strain typing (3). 

M LST data are accessib le through internet-based database repositories (w w w .m lst.net), making it 

feasible for any laboratory with D N A  sequencing capability to investigate the big-picture or global 

m eningococcal d isease questions. However, sequence-based technologies are not yet applicable in the 

clinical settings for routine surveillance purposes because o f  the specialized equipment, costly  

sequencing reagents, and the tim e consum ing nature o f  analyzing raw D N A  sequence data. In 

particular, cost is the lim iting factor for M LST application in the developing countries where most 

m eningococcal d isease occurs.

We recently described a rapid and sim plified strain typing method, m ultilocus restriction 

fragment typing (M LRFT), based on the M LST approach for characterizing Staphylococcus aureus 

(4). MLRFT detected sequence variations in the seven M LST housekeeping gene loci by restriction 

fragment (RF) pattern analysis rather than D N A  sequencing. W e designed MLRFT for S. aureus based 

on a sim ple idea, that M LRFT allelic  assignm ent can be made unambiguously by visual comparison o f  

the observed RF banding patterns against the predicted RF banding patterns derived from the MLST

INTRODUCTION
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sequence data (4). B ecause M LRFT alleles are defined on the basis of, and linked to, sequence-based  

M LST allleles, it is possib le to work back and forth between the typing system s, thereby allowing  

users o f  MLRFT to utilize the information in the MLST database. Herein, w e describe MLRFT to 

sim plify the M LST approach for the strain typing o f  N  meningitidis. This low -cost and rapid 

genotyping method can generate tim ely information that enables local public health responses, 

especially in developing country settings.

(This work w as presented in part at the American Society for M icrobiology General M eeting, 

M ay 2000, Los A ngeles, California.)

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. A  sample o f  107 N. meningitidis strains was used for the original 

validation o f  the M LST m ethod(lO). For the 107 M LST reference strains, computer-based analysis 

predicted that M LRFT would resolve 44 restriction fragment types (RTs), similar to the 50 sequence 

types (ST s) resolved by M LST. For the purpose o f  evaluating this prediction, w e selected 41 strains 

from this collection  (kindly provided by Dr. Leonard Mayer, CDC, Atlanta, Georgia) which 

represented ST-1 through ST-41. M LST, MLEE and serotype information for these strains are 

described in the M LST database (w w w .m lst.net). Additionally, M LRFT w as performed on a second  

set o f  60 clinical isolates to evaluate the use o f  this method in epidem iological investigations. Isolates
A

were randomly selected from 381 strains obtained between February 1996 and January 2001 during 

active surveillance for m eningococcal disease in the city o f  Salvador, Brazil.

MLRFT and MLST. N. meningitidis D N A  was prepared for PCR by boiling as previously 

described (4). The 7 PCR am plicons o f  housekeeping genes analysed in the MLRFT are the same as 

those which are sequenced in M LST and were obtained using previously described primers (10) and 

PCR conditions (4). A m plicons were digested with restriction enzym es (Promega Corporation, 

M adison WI) listed in Table 1 according to the previously described protocol (4). Restriction 

fragments were separated by electrophoresis on 4.0% Metaphor agarose containing O.IX concentration 

GelStar N ucleic  Acid Stain (Cambrex B io Science, Inc., Rockland M aine). G els were visualized  

either as digital im ages on a FluorlmagerSI (M olecular Dynam ics, C A) or on film  under UV

http://www.mlst.net
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illumination. A  50-bp D N A  ladder (L ife Technologies, GIBCO BRL, Gaithersburg M D) was used to 

aid the visual determination o f  restriction fragment size.

RF allele assignm ent w as made by visual comparison "of RF banding patterns against the 

predicted banding patterns derived from primary MLST sequence data. RF alleles are given letter 

designations; an M LRFT allele definition table is provided as supplemental table 1. A RFT was 

defined by the com bination o f  a lleles at the seven loci (e.g. R T -D A A A A C D  in the order KV-abcZ- 

adk-aroE-fumC-gdh-pdhC-pgm).

For the analysis o f  the set o f  Salvador clinical isolates, one isolate from the four RTs with predicted 

linkage to hypervirulent lineages w as selected for M LST as previously described (10).

Statistical Analysis. Discrimination indices (DIs) were calculated based on Sim pson’s index 

o f  diversity as previously described (7).

RESULTS

Development of MLRFT. W e selected restriction enzym es for M LRFT based on a systematic 

analysis o f  the primary D N A  sequence data available from the 107 M LST reference strains described 

by M aiden, et al. (10). Briefly, for each locus, computer-based analysis compared the capacity o f  all 

com m ercially available restriction enzym es to yield highly discriminating restriction fragment banding 

patterns that would m axim ally differentiate alleles in the 107 M LST reference strains. On balancing 

between the cost o f  restriction enzym es and their discrimination power, w e selected the set o f  

restriction enzym es listed in Table 1.
M

To achieve a standardized scoring method and nomenclature system  for MLRFT, for each 

locus, w e assigned a letter designation for each distinguishable RF banding pattern predicted from the 

primary M LST sequence data. In this way, every sequence-based allele can be linked to a RF-based 

allele. At most loci, the restriction fragment patterns allow  unambiguous differentiation o f  alleles as 

illustrated in figure 1 for the adk  locus. In some cases, however, a lleles at a locus possess adjacent 

restriction sites and the resulting restriction fragment patterns cannot be distinguished by conventional 

agarose electrophoresis. For exam ple, , the sequence-based abcZ-3 and abcZ-44 alleles have a single 

Taq\ restriction site at nucleotide position 181 relative to the forward sequencing primer; the
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sequence-based abcZ-22 allele with Taql restriction sites at nucleotide positions 175 and 181 would  

be predicted to yield  an indistinguishable RF banding pattern on conventional agarose gel 

electrophoresis. Thus, the three abcZ  a lleles are scored together as the abcZ-C allele (see MLRFT  

allele definition table in supplementary table 1).

Computer-based assessment of MLRFT discrimination power. The discrimination index, 

based on the S im pson’s index o f  diversity, provides a statistical assessm ent o f  the capacity o f  a given 

strain typing tool to discrim inate isolates o f  one type from unrelated types based on the frequency o f  

types that occur in the population (7) . For the 107 M LST reference strains, the average per locus 

discrimination index predicted for the selected restriction enzym es is 0.648 based on the frequency o f  

the predicted restriction fragment-based alleles (Table 1). In contrast, the average per locus 

discrimination index observed for M LST is 0.849. However, using the combined discrimination 

power o f  seven loci, M LRFT is predicted to differentiate the 107 isolates into 44 RTs giving a DI o f  

92.8% . M LST differentiated the 107 isolates into 50 STs giving a discrimination index (DI) o f  95.4%. 

Thus for these M LST reference strains, MLRFT detected 97% o£the discrimination power o f  MLST.

Experimental validation of the MLRFT approach. To assess the computer-based 

developm ent o f  M LRFT, w e selected 41 strains from the 107 MLST reference strain collection (kindly 

provided by Dr. Leonard Mayer, CDC, Atlanta, Georgia), which represented ST-1 through ST-41. 

MLRFT was applied to the 41 strains in a blinded manner. The results confirmed the computer-based 

predictions (Table 2),

Evaluation of MLRFT for distinguish and categorizing strains. A major benefit o f  M LST  

is that genetic relationships am ong strains can be identified. STs that share at least five alleles are 

grouped as clonal clusters. To evaluate MLRFT for distinguishing and categorizing N. meningitidis 

strains, w e analyzed the first 500 STs in the M LST database by converting the M LST information into 

MLRFT using the translational properties between M LST and MLRFT outlined above. The 500 STs 

were differentiated into 361 RTs (data not shown). MLRFT correctly grouped 95% (475/500) o f  

related STs into clonal com plexes as defined by M LST and/or MLEE (at least five o f  seven 

housekeeping gene loci in com m on) (Table 3). MLRFT m isclassifications occurred when STs 

belonging to different clonal com plexes were grouped together. For exam ple, ST-4, ST-5 and ST-6 

belong to tw o related serogroup A clonal com plexes, ST-4 com plex/subgroup IV and ST-5
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com plex/subgroup III; these three STs are R T-A A A A BBA  and so w ould be grouped together by 

MLRFT (Table 2). Overall, these results demonstrate the capability o f  M LST to identify and group 

strains into genotypes that correlate with the hypervirulent lineages defined by M LST and MLEE 

(Table 2).

Application of MLRFT for meningococcal disease surveillance. To illustrate the use o f

MLRFT in epidem iological investigations, MLRFT was applied on site in the city o f  Salvador, Brazil 

to a set o f  60 clinical N. meningitidis isolates recovered locally. These were randomly selected from 

381 isolates obtained between February 1996 and January 2001 xluring active m eningococcal disease 

surveillance. M LRFT classified  29 (48.3% ) o f  60 isolates, serologically classified as B:4:PL15,19  

(serogroup:type:serosubtype), as RT-FCABCBF (Table 4). This RT is linked to ST-32 complex/ET-5  

com plex (Table 2). In addition, three other RTs were linked to hypervirulent lineages; RT-CCBCACF  

(ST-44 com plex/L ineage 3), R T -D A C A A BA  (ST-8 com plex/ Cluster A 4) and RT-FCABBBF (ST-32  

com plex/ET-5 com plex). M LST w as applied on a one representative isolates from each o f  these four 

RTs, the results confirm ed the clonal com plex predictions by MLRFT (Table 4).

DISCUSSION

The application o f  MLRFT for N. meningitidis strain typing is demonstrated here. This
j

genotyping method offers several useful features: (1) a standardized nomenclature, based on MLST  

nucleotide sequence data, affords unambiguous scoring o f  restriction fragment patterns across 

different laboratories, (2 ) a direct linkage with M LST due to the fact that both genotyping methods 

assess genetic variations from the same set o f  seven PCR amplicons allow s for conversion o f  MLST  

data into MLRFT, and hence, access to the information wealth o f  the M LST database 

(http://www.iTilst.net), and (3) a minimal requirement for inexpensive reagents (about $6 per isolate) 

and equipment.

As demonstrated for the original reference set o f  107 N. meningitidis isolates, the 

discrimination power o f  M LRFT approaches that o f  M LST. This is, no doubt, a consequence o f  the
j

high rate o f  recombination in N. meningitidis', alleles are shuffled via recombination to yield a large 

number o f  com binations. Thus although MLRFT detects fewer alleles per locus than M LST, over 4.4  

m illion RTs can be distinguished based on the RF alleles identified in STs 1-500, (Table 1). Moreover,

http://www.iTilst.net
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given that an allele is four-fold more likely to be changed by a recombination event than by mutation, 

new MLRFT alleles are generated by recombining existing restriction sites into novel combinations 

(6). Thus, although M LST is much more discriminating than MLRFT in principle. MLRFT should be 

adequate for addressing many epidem iologic questions. The demonstration o f  MLRFT on the clinical 

isolates from Brazil show s the usefulness o f  MLRFT in identifying a single predominating RT, 

predicted by M LRFT and later confirmed by M LST to belong to ST-32 com plex/ET-5 complex.

A strain typing approach based on the same principle as described here has been reported 

recently by Bennett and Cafferkey (1); they referred to their approach m ultilocus restriction typing 

(M LRT). Our approach differs from the MLRT method in two significant aspects. First, our use o f  the 

M LST “sequencing” primers to generate amplicons allow s direct linkage between MLRFT and 

M LST that is, a llelic assignm ent for MLRFT is made by visual comparison o f  the restriction fragment 

banding patterns against the predicted banding patterns derived from primary M LST sequence data 

(4). MLRT uses the M LST “am plification” primers which prime at sites located outside the nested 

“sequencing” primer sites; this generates larger amplicons which may contain unknown restriction 

sites in the unsequenced regions between the “am plification” and “sequencing” primer sites. This 

undermines the standardized nomenclature system o f  MLRFT based on the M LST sequence database 

with its attendant potential for data portability. Second, the selection o f  restriction enzym es for 

MLRFT was based upon an in silico  analysis o f  the M LST sequence data for the capacity o f  all 

com m ercially available restriction endonucleases to yield unambiguous restriction fragment patterns
j

that m aximally differentiated alleles in the M LST validation strains. This system atic selection scheme 

resulted in a more discrim inating set o f  restriction enzym es than those used by Bennett and Cafferkey 

(1); their set o f  restriction enzym es only distinguished 23 types among the 49 STs in the original 

M LST validation set as compared to 44 types by MLRFT.

In summary, w e have described MLRFT, a new strain tracking tool for A'! meningitidis. This 

genotyping method is amenable to processing large number o f  isolates using relatively inexpensive 

reagents and equipment. The portability o f  MLRFT data, coupled with its clear linkage to the MLST  

database, makes this a powerful method for m eningococcal disease surveillance, especially in the 

developing countries where the burden o f  disease is highest.
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TABLES

Table 1. Evaluation o f  the Restriction Enzyme Selection Scheme for MLRFT.

Based on 107 M LST reference stra in s

Locus

Size of 
product 

(bp)§
R estriction

Enzyme
No. of M LST 
alleles/locus

M LS
T D I

No. of 
M LR FT 

alleles/locus
M L R FT

DI

No. of 
M LST 

alleles/locus

No. of 
M LR FT 

alleles/locus
abcZ 516 TaqI 15 0.815 9 0.793 79 15

adk 512 TaqI 12 0.765 5 0.563 55 17

aroE 637 A lul 18 0.906 5 0 .647 91 9

fum C 627 Sty! 18 0.826 4 0 .609 87 4

gdh 589 A lul 16 0.88 3 0.665 68 6

pdhC 584 A lul 24 0.898 4 ' 0 .613 93 5

pgm 493 C fol 21 0.853 6 0 .646 76 16

Based on ST-1 th rough  ST-500*

^The sequences in the MLST database are trimmed to a length shorter than the distance between the sequencing primer-binding sites. Thus, 

the size of the PCR amplicon was measured from the primer-binding sites using the the primary sequence data from the whole genome 

sequence (14).

This data was downloaded from the MLST database (W W W .inlst.net) in August 2003.

http://WWW.inlst.net
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Table 2. Application of MLRFT on 41 MLST reference strains.
M L S T

R e f e r e n c e
s t r a i n s

ST
M L S T  a l l e l i c  

p r o f i l e ®
M L S T  a n d  M L E E  l i n e a g e

M L R F T  a l l e l i c  

p r o f i l e ®

B 4 0  

Z 4 0 2 4  

Z 4 0 8 1  

Z 2 4 9 1  

Z 3 5 2 4  

Z 3 9 0 6  

Z 5 8 2 6  

B Z I O  

B Z 1 6 3  

8 6 1 1 6 / 7 7  

L 9 3 / 4 2 8 6  

NG 3 / 8 8  

NG 6 / 8 8  

NG F 2  6 

NG E 3 1  

D K  2 4  

3 9 0 6  

EG 3 2 8  

EG 3 2 7  

1000 
B 5 3 4

A 2 2

7 1 / 9 4  

8 6 0 0 6 0  

NG G 4 0  

NG E 2 8  

NG H 4 1  

8 9 0 3 2 6  

8 6 0 8 0 0  

NG 4 / 8 8  

E 3 2  

4 4 / 7 6  

2 0 4 / 9 2  

B Z 8 3

S W Z 1 0 7

EG O i l

NG H 3 8

DK 3 5 3

B Z  2 3 2  

E 2 6  

4 0 0

1
2
3

4

5

6
7

8
9

10 
11 
12
1 3

1 4

1 5

1 6

1 7

1 8

1 9

20 
21
22
2 3

2 4

2 5

2 6

2 7

2 8

2 9

3 0

3 1

3 2

3 3

3 4

3 5

3 6

3 7

3 8

3 9

4 0

4 1

1 - 3 - 1 - 1 - 1 - 1 - 3

1 - 3 - 4 - 7 - 1 - 1 - 3

1 - 3 - 1 - 1 - 1 - 2 3 - 1 3

1 - 3 - 3 - 1 - 4 - 2 - 3

1 - 1 - 2 - 1 - 3 - 2 - 3

1 - 1 - 2 - 1 - 3 - 2 - 1 1

1 - 1 - 2 - 1 - 3 - 2 - 1 9

2 - 3 - 7 - 2 - 8 - 5 - 2  

2 - 3 - 8 - 1 0 - 8 - 5 - 2  

2 - 3 - 4 - 2 - 8 - 1 5 - 2

2 - 3 - 4 - 3 - S - 4 - 6  

4 - 3 - 2 - 1 6 - 8 - 1 1 - 2 0  

4 - 1 0 - 1 5 - 7 - 8 - 1 1 - 1  

4 - 1 - 1 5 - 7 - 8 - 1 1 - 1  

1 3 - 3 - 1 6 - 1 - 3 - 1 1 - 9

1 5 - 9 - 9 - 1 3 - 8 - 1 9 - 1 5

8 - 3 - 1 3 - 1 - 1 1 - 1 2 - 4

7 - 8 - 1 0 - 1 9 - 1 0 - 1 - 2

7 - 8 - 1 0 - 1 9 - 8 - 1 - 2

6 - 8 - 1 0 - 1 7 - 1 0 - 1 - 2

1 - 5 - 1 - 1 - 2 - 1 6 - 1 7

1 1 - 5 - 1 8 - 8 - 1 1 - 2 4 -  
21

1 0 - 5 - 1 8 - 9 - 1 1 - 9 - 1 7

2 - 5 - 2 - 7 - 1 5 - 2 0 - 5  

6 - 5 - 2 - 1 2 - 6 - 1 3 - 1 4  

6 - 5 - 2 - 1 2 - 1 2 - 1 0 - 1 4

3 - 5 - 6 - 5 - 7 - 1 8 - 2

1 3 - 4 - 6 - 1 7 - 5 - 1 8 - 2  

2 - 7 - 6 - 9 - 1 6 - 1 8 - 8

6 - 5 - 6 - 5 - 1 - 2 1 - 8

1 4 - 5 - 6 - 2 - 3 - 8 - 1 8

4 - 1 0 - 5 - 4 - 6 - 3 - 8  

8 - 1 0 - 5 - 4 - 6 - 3 - 8  

8 - 1 0 - 5 - 4 - 5 - 3 - 8

4 - 1 0 - 1 1 - 1 8 - 6 - 1 0 -  
12

1 2 - 7 - 4 - 8 - 5 - 2 1 - 1 6  

1 2 - 2 - 1 5 - 5 - 1 3 - 2 1 -
10

1 2 - 2 - 1 5 - 5 - 1 3 - 1 7 -

10
5 - 4 - 1 7 - 1 5 - 1 4 - 7 - 1 6  

3 - 6 - 9 - 5 - 9 - 2 2 - 9  

3 - 6 - 9 - 5 - 9 - 6 - 9

ST-1 complex/subgroup I / I I  
ST-1 complex/subgroup I / I I  
ST-1 complex/subgroup I / I I  

ST-4 complex/subgroup IV 
ST-5 complex/subgroup III 
ST-5 complex/subgroup III 
ST-5 complex/subgroup III 

ST-8 com plex/cluster A4 
ST-8 com plex/cluster A4 
ST-8 com plex/cluster A4 

ST-11 complex/ET-37 complex

ST-269 ^complex 
ST-269 complex 
ST-364 complex

ST-18 complex 
ST-18 complex 
ST-18 complex

ST-22 complex 
ST-23 com plex/cluster A3

ST-334 .complex 
ST-32 complex/ET-5 complex 
ST-32 complex/ET-5 complex 
ST-32 complex/ET-5 complex

ST-35 complex

ST-198 complex 
ST-44 complex/Lineage 3 
ST-44 complex/Lineage 3

A A C A C A A  

A A A B C A A  

A A C A C A C  

A A A A B B A  

A A A A B B A  

A A A A B B A  

A A A A B B D  

D A C A A B A  

D A C B A B A  

D A A A A B A  

D A A A A C D  

B A A A A B B  

B C A B A B A  

B A A B A B A  

l A A A B B F  

E C B D A B F  

F A D A B B B  

B B E D A A A  

B B E D A A A  

B B E A A A A  

A C C A C B F

I C C B B B F

F C C B B B F

D C A B B C C

B C A D C C C

B C A D C B C

C C D C A D A

l A D A B D A

D D D B A D F

B C D C C B F

I C D A B B F

B C A B C B F

F C A B C B F

F C A B B B F

B C D A C B C

I D A B B B F

I B A C B B A

I B A C B D A

E A B D B B F

C C B C A C F

C C B C A C F

^MLST allelic profiles are displayed in the order abcZ-adk-aroE-fumC-gdh-pdhC-pgm. MLRFT allelic profiles are also displayed in that

order but without the dashes, '^Lineage information was retrieved from the MLST database (www.mlst.net).

http://www.mlst.net
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Table 3. Usefulness of MLRFT in 
distinguishing and categorizing strains compared to

MLST.^
N o .  o f  N o .  o f  N o .  o f  S T s
S T ( s )  O c c u r -  c o r r e c t l y

w i t h i n  r e n c e s  c l u s t e r e d

a n  R T  M L R F t ’^

N o .  o f  S T s  
m i s c l u s t e r e d

b y  M L RF T * ^

1 3 0 5 3 0 5 0

2 3 3 5 8 8

3 1 1 2 9 4

4 1 0 3 7 3

5 1 4 1

6 1 5 1

7 4 2 1 7

8 1 8 0

9 1 8 1

T o t a l = 4 7 5 T o t a l

^ h i s  computer-based analysis is based on converting tlie 

first 500 STs in the MLST database (www.mlst.net) into RTs

and comparing assignments into clonal clusters. •>

^MLRFT correct and incorrect classifications are based on clustering defined either as (1) membership in clonal complexes defined by 

MLST

and/or MLEE, or (2) five o f  seven MLST gene loci being the same.

http://www.mlst.net
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Table 4. Distribution of RTs among 60 Brazilian clinical N. meningitidis isolates and the Clonal 

Complex Predictive Value of MLRFT.____________________________________________________
M L R FT

allelic
profile

N o. o f  
Iso lates

S erogroup :sero type:

serosubtype^

P red icted  L inkage to  C lonal 

_________ C om plex__________

Sequence T ype (allelic 

_________ profile)^^_________
FCABCBF
FCABBBF
DACAABA
CCBCACF
FABABDA
CCBBACF
DAAAACE
FCABCBC
FCABCCF
FCBBCBF
BCAACBC
ICBBACF
ICBBACC
ICBBBBF
ICBBBCF

29

7

5

3

3

2
2

B :4 ,7 ;P 1 .19 ,15  

B :4 ,7 :P 1 .19 ,15  

C :2b  

B :4 ,7 :P1 .3  

C ;N T :N T  

B :N T :N T  

C :2a:P 1 .2  

B :4 ,7 :P1.7 ,1  

C :4 ,7 :P 1 .19 ,15  

B :4 ,7 :P 1 .19,15 

C :4 ,7 :N T  

B :7 :N T  

C :17 ,7 ;P 1 .7 ,13  

B :4 ,10 ;P 1 .9  

C :4 ,2 1 :N T

ST -32 C om plex /E T -5  com plex  

ST -32 C om plex /E T -5  com plex  

ST-8 C om plex /C luster A 4 

ST -44 Com ple?e/Lineage 3

ST -33 (8 -10-5-4-6-3-8) 

ST -34 (8-10-5-4-5-3-8) 

ST-8 (2-3-7-2-8-5-2) 

ST-41 (3-6-9-S-9-6-9)

^The predominant serogroup:serotype;serosubtype is shown. NT denotes none typeable.

'’The predicted linkage is based upon the comparison o f  the observed MLRFT allelic profile to the computer-based predicted MLRFT allelic 

profiles in Table 2. A more extensive version o f Table 2 (from an analysis o f  500 STs) can be found in table I in the supplementary material.

single isolate from each o f  the four predominant RT was subjected to MLST.
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FIGURE LEGEND
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Figure 1. Unambiguous Assignment of RF Alleles. Restriction fragment banding patterns generated 

by digestion of adk PCR amplicon with Taq\. UD, undigested PCR amplicon. A-D, adk allele 

assignments made on the basis of restriction fragment length (numbers shown on the RF bands on the 

right panel) predicted from the MLST sequence data.
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7.1. A t u a liza ç ã o  dos r esu lta d o s  da  v ig ilâ n c ia  r eferente  ao  a r tig o S

7.1.1. Tipagem molecular da Neisseria meningitidis em Salvador-BA pelo MLRFT
j

Foram analisados pelo MLRFT 52% (337/648) dos ¡solados Identificados. 
Sendo que 75% dos Isolados pertencentes so tipo B;4,7;P1.19,5 (159/208) foram 
analisados apenas pelo o locus gdh, pois esse foi o único locus que apresentou 
diferença na tipagem dos isolados pertencentes ao fenotipo B:4,7:P1.19,15. Através 
deste método foram identificados 21 RTs diferentes (Tabela 1). Destes, seis RTs 
foram responsáveis por 84% dos casos de meningite meningocócica identificados no 
período do estudo. O principal RT identificado foi o RT-33, responsável por 60% dos 
casos (201/337) e 77% das cepas B:4,7:P1.19,15 (160/208). Cinco dessas cepas 
foram caracterizadas pelo MLST e classificadas como ST-33, confirmando os 
resultados obtidos pelo MLRFT, ST este que corresponde ao complexo 
hipervirulento ET-5 (MAIDEN et al., 1998). Vinte e três por cento (48/208) das cepas 
B:4,7:P1.19,15 foram classificadas como RT-34 que representa uma vantagem 
deste método em relação a fenotipagem e genotipagem pelo Ngrep-PCR, os quais 
não foram capazes de diferenciar estes isolados como pertencentes a grupos 
distintos. Quatro isolados RT-34 foram analisados pelo MLST e confirmado como 
sendo ST-34.

Observando-se a distribuição geográfica e temporal das cepas RT-34, foi 
detectado um padrão de 13 casos de meningite meningocócica entre agosto e 
outubro de 1998 na cidade de Salvador. Oito desses casos são de distritos 
sanitários vizinhos, São Caetano/Valéria (n=5) e Liberdade (n=3). Os cinco casos 
restantes não foram agrupados geograficamente. Dez desses casos ocorreram em 
pacientes entre 13 e 26 anos de idade. Os outros três casos ocorreram em crianças 
menores que quatro anos de idade. Destes, dois casos foram fatais; o primeiro um 
adolescente de 16 anos e o outro de 23 anos de idade. Um caso foi detectado no 
distrito sanitário do Subúrbio Ferroviário e, subseqüentemente, mais três casos 
foram identificados no primeiro semestre de 1999.

Dezoito cepas identificadas como C:4,7;P1.19,15 estão relacionadas 
clonalmente com cepas B:4,7:P1.19,15, pois foram classificados como pertencentes
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ao tipo RT-33 pelos sete locus do MLRFT. Este resultado também foi confirmado 

pelo NgRep-PCR pois ambos agruparam no padrão A1, o que pode sugerir troca de 

cápsula do microganismo, que ocorre através da conversão do gene 

polisialiltrasnferase do grupo B para o grupo C. Para confirmar a sorogrupagem foi 

realizado o multiplex PCR sorogrupo alelo específico seguindo o protocolo de Taha 

et al., 2000 (Figura 7). O grupo C/RT33 produziu amplificação somente com os 

primers para o sorogrupo C alelo synE.
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no locus pgm. De maneira conjunta, estes dados sugerem que o RT-1026 é uma 
cepa relacionada proximamente ao RT-11 e, por conseguinte, ao o complexo ET-37.

Tabela 1. Distribuição dos padrões obtidos na tipagem de 337 isolados de Neisseria 

meningitidis pelo MLRFT.

MLRFT N°. isolados 

N=337

abcZ

TaqI

adk

TaqI

aroE

Alul

fumC

Styl

gdh

Alul

pdhC

Alul

pgm

Cfol

MLST (n‘>. 

isolados tipados)

RT-33 201 F C A B C B F ST-33 (5)

RT-34 48 F C A B B B F ST-34 (4)

RT-8 11 D A C A A B A ST-8 (5)

RT-11 9 D A A A A C D -

RT-40 8 C 0 B C A C F ST-41 (3)

RT-1026 5 D A A A A ^ C E -

Outros (15) 55 - - - - - . - - -



6 8

o  uso de vacinas conjugadas contra o Haemophilus influenzae e o 
Streptococcus pneumoniae (BILUKHA & ROSENSTEIN, 2005; BLACK et al., 2001; 
RIBEIRO et al., 2001, 2007) na última década, tem reduzido acentuadamente o 
número de casos de meningites bacterianas causadas por estes organismos; no 
entanto, a doença meningocócica continua sendo um sério problema para a saúde 
pública por se tratar de urna doença grave, potencialmente letal e devido as 
conseqüências clínicas a ela associada (ROSENSTEIN et al,. 2001). Atualmente a 
Neisseria meningitidis é a principal causa de meningite bacteriana em todo o mundo 
(BRASIL, 2005; HARISSON, 2006; RIBEIRO et al., 2007; ROSENSTEIN et al,. 2001; 
SHAO et al., 2006). A despeito dos esforços que vêm sendo realizados no sentido 
de realizar estudos de base populacional, o isolamento e caracterização das cepas 
circulantes devem ser continuos e efetivos para que possamos monitorar as cepas 
circulantes e desenhar estratégias para o controle e prevenção da doença 

meningocócica.
O sistema de vigilancia ativa para as meningites bacterianas realizado no 

Hospital Couto Maia identificou 648 casos comprovadas por cultura positiva do 
liquor, sendo que aproximadamente 50% deles foram provenientes de Salvador e os 
demais de cidades do interior do estado. A incidência média da meningite 
meningocócica comprovada por cultura na cidade de Salvador-BA foi de 1,20 casos 
por 100.000 hab. A maior incidência foi no ano de 1998, no qual se observou uma 
taxa de 2,54 casos por 100.000 hab. Após o ano de 1999 tem sido observada uma 

queda acentuada na incidência sendo registrada uma taxa de 0,86 caso por 100.000 
hab no ano de 2006. Esta queda na incidência foi tarnbém observada no estado da 
Bahia como um todo e em outros estados do Brasil, de acordo aos resultados 
apresentados pela Secretaria de Saúde do Estado da Bahia (BAHIA, 2007) e pela 
Secretaria de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde (BRASIL, 2005).

Essa diminuição no número de casos é mais bem caracterizada a partir da 
análise da distribuição dos sorogrupos identificados no período do estudo. Na nossa 
população o predominio do sorogrupo B foi constante nos onze anos da vigilância, 
tendo em vista que isolados sorogrupo B representaram 79,3%, seguido do 
sorogrupo C (18,1%) e casos esporádicos dos sorogupos W135 (1,6%) e Y (0,9%).

8. Discussão



Ao longo desses anos observou-se a diminuição acentuada do núnnero de casos 
associados ao sorogrupo B. Isto deve estar relacionado diretamente com a queda na 
Incidência nos anos do estudo, o que deverá ser confirmado após a sorogrupagem 
dos isolados ainda não tipados para que seja realizada uma análise mais completa. 
Este achado está de acordo com a literatura, onde um número elevado de casos por 
sorogrupo B tendem a ocorrer em períodos cíclicos superiores a 10 anos, com 
subseqüente redução nos anos subseqüentes, enquanto as “ondas” por sorogrupo C 
tendem usualmente a ocorrer entre 1 e 3 anos (WENGER, 1999).

Semelhantemente, quando observamos a classificação quanto ao sorotipo e 
sorosubtipo observamos uma redução ao longo dos anos do sorotlpo:sorosubtipo 
4,7:P1.19,15, que foi caracterizado em 62,7% dos isolados caracterizados e está 
relacionado a cepa cubana hipervirulenta pertencente ao complexo ET-5, RT33/34. 
Isolados de N. meningitidis B:4,7;P1.19,15 pertencentes ao complexo ET-5 RT-33/34 
estão presente no Brasil desde 1980. Seu potencial para o desenvolvimento de 
epidemias de meningite foi reconhecido pela sua disseminação nos EUA através de 
refugiados cubanos (CAUGANT et al., 1986, 1998). Vale ressaltar ainda que logo 
após a sua introdução no Brasil, substituiu as cepas endêmicas do sorogrupo C 
como causa primária da doença meningocócica e foi responsável por epidemias no 
final dos anos 80, estabelecendo-se definitivamente no Brasil (SACCHI et al., 1992). 
Entre os anos de 1990 e 2001, a circulação do sorogrupo B, sorogrupo mais 
prevalente manteve-se relativamente estável e com alta disseminação, enquanto o 
sorogrupo C foi menos persistente e mais localizado (LEMOS et al., 2006).

De acordo com análises dos resultados obtidos pelo MLRFT e confirmados 
pelo M LST frente aos dados populacionais foram observados casos pertencentes ao 
genótipo RT-34/ST-34. Este ST também foi documentado em isolados na Bahia 
analisados simultaneamente com outros isolados provenientes de quatro estados 
brasileiros (DE FILIPPIS et al., 2005). Embora não tenhamos tido a possibilidade de 
avaliar outros fatores inerentes ao hospedeiro e ou do ambiente que contribuíssem 
para o surgimento destes casos, observamos que dois casos de doença endêmica 
foram causados por cepas RT-34 ocorridas no distrito sanitário de São 
CaetanoA/alérIa em setembro de 1996 e no distrito da Liberdade em junho de 1997 
anteriormente aos casos ocorridos em 1998. É importante destacar também que no 
distrito Ferroviário, onde ocorreu um caso de meningite meningocócica em 1998 
houve subseqüentemente mais três casos no primeiro semestre de 1999.
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Outro ponto importante a ser destacado é de que 70% dos casos de 
meningite meningocócica identificados no HCM foram causados por apenas seis 
tipos clonáis. Todos esses seis clones têm sido reconhecidos previamente pelo 
potencial de causar doença meningocócica invasiva (CAUGANT et al., 1986, 1998), 
demonstrando a extrema importância de uma vigilância continua para a identificação 
destes clones hipervirulentos. Como exemplo, o clone relacionado ao tipo C:2b/RT- 
8/ST-8 responsável por doença meningocócica esporádica na Bahia, em São Paulo 
cepas foram responsáveis pelo aumento da incidência da doença meningocócica no 
final da década de 80 e é atualmente um dos três principais clones das cepas 
pertencentes ao sorogrupo C circulantes na Grande São Paulo (LEMOS et al., 2007; 
SACCHI etal., 1992).

Um outro importante clone é o relacionado ao tipo RT-11/ST-11 associado ao 
complexo ET-37, outra linhagem meningocócica hipervirulenta. É importante 
destacar que os isolados dos sorogrupos W135 e C freqüentemente associados à 
cepa ST-11 tem aumentado no Brasil (LEMOS et al., 2007). Esta informação deve 
ser considerada pois, este complexo clonal pode disseminar-se rapidamente em 
populações susceptíveis, como observado em outras epidemias por todo o mundo 
(MAYERetal., 2002).

Para responder á pressão seletiva, o meningoco desenvolveu um mecanismo 
de mudança de suas estruturas capsulares através da troca de cápsula. O 
mecanismo responsável por esta troca dá-se pela recombinação do gene 
polisialiltrasnferase, no qual o alelo synD do sorogrupo B foi substituído pelo alelo 
synE do sorogrupo C (SWARTLEY et al., 1997). Este fenômeno foi demonstrado na 
população durante uma epidemia na costa norte do Pacífico nos EUA com o 
aparecimento de casos de sorogrupo C pertencente ao complexo ET-5 durante o fim 
da epidemia por sorogrupo B do completo ET-5 (B;15:P1.7,16) (SWARTLEY et al., 
1997). A troca de cápsula tem sido identificada também após campanhas de 
vacinação contra a doença meningocócica causada pelas cepas do complexo ET- 
37/C:2a:P1.5,2. Kertesz e colaboradores (1998) observaram que a vacinação de 
massa exerceu pressão para a seleção de complexos ET-37 (B:2a:P1.5,2). O nosso 
sistema de vigilância revelou que 18 isolados C:4,7:P1.19,15 são clonalmente 
realcionadas ao sorogrupo B:4,7:P1.19,15 pois, ambos são RT/33 pelo MLRFT e 
amplificação somente com os primers para o sorogrupo C alelo synE.
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Finalmente, através deste estudo validamos e implantamos testes 
moleculares na Bahia e realizamos estudo de epidemiología molecular que fornecem 
dados relevantes para as políticas de saúde pública* tais como, o reconhecimento 
das cepas hipervirulentas e monitoramento dos padrões destas cepas.
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• A meningite meningocócica em Salvador está fortemente associada à faixa 
etária de 0-4 anos, quando os indivíduos apresentam maior susceptibilidade à 
doença invasiva e apesar de maior número de casos do sexo masculino, não

j

parece apresentar associação significante com o sexo;

9. C o n c lu sõ es

Conforme o presente estudo, podemos notar uma redução considerável na 
incidência da doença meningocócica nos últimos 10 anos, sobretudo no 
número de casos referentes ao sorotipo.sorosubtipo B;4,7;P1.19,15;

A tipagem molecular utilizando o NgRep-PCR e o MLRFT apresentaram alto 
poder discriminatório com esperado. Métodos estes capazes de diferenciar 
cepas durante a vigilância com vantagens em relação aos métodos de 
fenotipagem: menor custo e tempo;

A implementação de estudos de epidemiología molecular da meningite 
meningocócica na Bahia fornece dados relevantes para as políticas de saúde 
pública, tais como o reconhecimento e identificação de cepas hipervirulentas 
e monitoramento dos padrões dessas cepas.



10. R eferên cias  B ibliográficas

1. BAHIA. (Estado). Secretaria de Saúde do Estado da Bahia. Anuário estatístico, 
2002. Disponível em:
http://<www.saude.ba.gov.br/dados_saude/publicacoes/anuario_2002.pdf>. 
Acesso em: 29 out. 2007.

2. BILUKHA, 0.0.: ROSENSTEIN, N.; National Center for Infectious Diseases, 
Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Prevention and control of 
meningococcal disease. Recommendations of the Advisory Committee on 
Immunization Practices (ACIP). MMWR Recomm.IRep., v. 54 n. RR-7, p. 1-21, 
2005.

3. BJORVATN, B.; HASSAN-KING, M.; GREENWOOD, B.; HAIMANOT, R. T.; 
FEKADE, D.; SPERBER, G. DNA Fingerprinting in the epidemiology of African 
serogroup A Neisseria meningitidis. Scand. J. Infect. Dis., v. 24, p. 323-32, 
1992.

4. BLACK, S.; SHINEFIELD, H.; FIREMAN, B.; LEWIS, E.; RAY, P.; HANSEN, J.R.; 
ELVIN, L.; ENSOR, K.M.; HACKELL, J.; SIBER, G.; MALINOSKI, F.; MADORE,
D.; CHANG, I.; KOHBERGER, R.; WATSON, W.; AUSTRIAN, R.; EDWARDS, K. 
Efficacy, safety and immunogenicity of heptavalent pneumococcal conjugate 
vaccine in children. Northern California Kaiser Permanente Vaccine Study Center 
Group. Pediatr. Infect. Dis. J., v. 19, p. 187-95, 2000.

5. BOISIER, P.; NICOLAS, P.; DJIBO, S.; TAHA, M.K.; JEANNE, I.; MAINASSARA, 
H.B.; TENEBRAY, B.; KAIRO, K.K.; GIORGINI, C.S. Meningococcal meningitis: 
unprecedented incidence of serogroup X-related cases in 2006 in Niger. Clin. 
Infect. Dis., v. 44, p. 657-63, 2007.

6. BRANHAM, S. E. Reference strains for the serologic groups of meningococcus. 
In: VEDROS, N. A. (Ed.) Evolution of meningococcal disease. Florida: CRC 
Press Inc., 1987. v. 2, p. 33-37.

7. BRANHAM, S. E. Serological relationships among meningococci. Bacteriol. 
Rev., V. 17, p. 175-88, 1953.

8. BRASIL. Ministério da Saúde. Fundação Nacional de Saúde. Guia de Vigilância 
Epidemiológica. Brasilia, 2001.

http://%3cwww.saude.ba.gov.br/dados_saude/publicacoes/anuario_2002.pdf


74

9. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Série
histórica de casos de doenças de notificação compulsória no Brasil (1980- 
2005). Disponível em:
http://<www.portal.saude.gov.br/portal/arquivos/zip/casos_e_obitos2006.zip>. 
Acesso em: 29 out. 2007.

10.BRISSON, J. R.; BAUMANN, H.; IMBERETY, A.; PÉREZ, S.; JENNINGS, H.J. 
Helical epitope of the group B meningococcal a-(2 a 8)-linked sialic acid 
polysaccharide. Biochemistry, v. 31, p. 4996-5004, 1992.

11. BRYAN, J. P.; SILVA, H. R.; TAVARES, A.; ROCHA, H.; SCHELD, W. M. Etiology 
and mortality of bacterial meningitis in northeastern Brazil. Rev. Infect. Dis., v.
12, p. 128-35, 1990.

12. BYGRAVES, J. A.; MAIDEN, M. C. J. Analysis of the clonal relationships between 
strains of N. meningitidis by pulsed field electrophoresis. J. Gen Microbiol., v. 
138, p. 52-3, 1992.

13.CAUGANT, D. A. Population genetics and molecular epidemiology of N. 
meningitidis. APMIS, v. 106, p. 505-25, 1998.

14.CAUGANT, D. A.; FROHOLM, L. O.; BOVRE, K.; HOLTEN, E.; FRASCH, C. E.; 
MOCCA, L. F.; ZOLLINGER, W. D.; SELANDER, R. K. Intercontinental spread of 
a genetically distinctive complex of clones of Neisseria meningitidis causing 
epidemlc-disease. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), v. 83, p. 4927-31, 1986.

15.CHIPPAUX, J. P. : GARBA, A. ; ETHEVENAUX, C. ; CAMPAGNE, G. ;
CHABALIER, F. DE ; DJIBO, S. ; NICOLAS, P.; Ag, H. ; CHARRONDIERE, M. ; 
RYALL, R.; BYBEL, M.; SCHUCHAT, A. Immunogeniclty, safety, and memory of 
different schedules of Neisseria meningitidis A/C-diphtheria toxoid conjugate 
vaccine in infants in Niger. Vaccine, v. 22, p. 3303-11, 2004.

16.CRUZ, C.; PAVEZ, G.; AGUILAR, E.; GRAWE, L; CAM, J; MENDEZ, F.;
GARCIA, J.; RUIZ, S.; VICENT, P.; CANEPA, I.; MARTINEZ. M.; BOSLEGO, J.; 
ZOLLINGER, W.; ARTUR, J.; CAUGANT, D. Serotype - specific outbreak of 
group B meningococcal disease In Iqueque, Chile. Epidemiol. Infect, v. 105, p. 
119-26, 1990.

17. DE FILIPPIS, I.; SALLES, C.A.; ZAHNER, V.; DO NASCIMENTO, C.R.; MOMEN, 
H. Genetic diversity of Neisseria meningitidis strains Isolated in Rio de Janeiro, 
Brazil, evaluated by multilocus enzyme electrophoresis. Lett. Appl. Microbiol., v. 
39, p. 232-9, 2004.

http://%3cwww.portal.saude.gov.br/portal/arquivos/zip/casos_e_obitos2006.zip


75

18.DJIB0, S.; NICOLAS, P.; ALONSO, J.M.; DJIBO, A.; COURET, D.; RlOU, J.Y.; 
CHIPPAUX, J.P. Outbreaks of serogroup X meningococcal nneningitis in Niger 
1995-2000. Trop. Med. Int. Health, v. 8, p. 1118-23, 2003.

19.DIEP, B. : PERDREAU-REMINGTON, F. ; SENSABAUGH, G. F. Clonal 
characterization of Staphylococcus aureus by multijocus restriction fragment 
typing, a rapid screening approach for molecular epidemiology. J. Clin. 
Microbiol., V. 42 , p. 4559-64, 2003.

20.DOMBEK, P. E.; JOHNSON, L. K.; ZIMMERLEY, S. T.; SADOWSKY, M. J. Use 
of repetitive DNA sequence and the PCR to differentiate E.coli isolates from 
human and animal sources. ABM, v. 66, p. 2572-77, 2000.

21. ENRIGHT, M. C.; SPRATT B. G. Multilocus sequence typing. Trends Microbiol., 
V. 7, p. 482-7, 1999.

22.FEAVERS, I. M.; GRAYS. J.; URWIN, R.; RUSSEL, J. E.; BYGRAVES, J. A.; 
KACZMARSKI, E. B.; MAIDEN, M. C. J. Multilocus sequence typing and antigen 
gene sequencing in the investigation of a meningococcal disease outbreal<. J. 
Clin. Microbiol., v. 37, p. 3883-7, 1999.

23. FERRARI. G.; GARAGUSO, I.; ADU-BOBIE, J.; DORO, F.; TADDEI, A.R.;
BIOLCHI, A.; BRUNELLI, B.; GIULIANI, M.M.; PIZZA, M.; NORAIS, N.; GRAND!, 
G. Outer membrane vesicles from group B Neisseria meningitidis delta gna33 
mutant; proteomic and immunological comparison with detergent-derived outer 
membrane vesicles. Proteomics, v. 6, p. 1856-66, 2006.

24. FRASCH, C.E. Vaccines for prevention of meningococcal disease. Clin. 
Microbiol. Rev., v. 2, p. 134-8, 1989.

25.GAGNEUX, S.P.; HODGSON, A.; SMITH, T.A.; WIRTH, T.; EHRHARD, I.;
MORELLI, G.; GENTON, B.; BINKA, F.N.; ACHTMAN, P. G. Prospective study of 
a serogroup X Neisseria meningitidis outbreak in northern Ghana. J. Infect. Dis., 
V. 185, p. 618-26, 2002.

26.GIULIANI, M.M.; ADU-BOBIE, J.; COMANDUCCI, M.; ARICO, B.; SAVINO, S.; 
SANTINI, L.; BRUNELLI, B.; BAMBINI, S.; BIOLCHI, A.; CAPECCHI, B.; 
CARTOCCI, E.; CIUCCHI, L.; Dl MARCELLO, F.; FERLICCA, F.; GALLI, B.; 
LUZZI, E.; MASIGNANI, V.; SERRUTO, D.; VEGGI, D.; CONTORNI, M.; 
MORANDI, M.; BARTALESI, A.; CINOTTI, V.; MANNUCCI, D.; TITTA, F.; OVIDI,
E.; WELSCH, J.A.; GRANOFF, D.; RAPPUOLI, R.; PIZZA, M. A universal vaccine 
for serogroup B meningococcus. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., v. 103, p. 10834- 
39, 2006.



76

27.GRIFFISS, J. M.; BRANT, B. L.; JARVIS, G. A. Natural Immunity to N.
meningitidis. In: VEDROS, N. A. (Ed ). Evolution of meningococcal disease. 
Florida: CRC Press Inc., 1987. v. 2, p. 99-119.

28.GROTTO, I.; BLOCK, C.; LERMAN, Y.; WIENER, M.; ASHKENAZI, S.
Meningococcal disease in the Israel Defense Force: epidemiologic trends and 
new challenges. Isr. J. Med. Sci., v. 31, p. 54-8, 1995.

29. HARRISON L. H. Prospects for vaccine prevention of meningococcal infection. 
Clin. M icrobiol. Rev,, v. 19, p. 142-64, 2006.

30.IBGE, 2002. Anuário estatístico do Brasil, 2000. Rio de Janeiro, IBGE.

31. JENNINGS, M. P.; SRIKHANTA, Y, N.; MOXON, E. R.; KRAMER, M.;
POOLMAN, J. T.; KUIPERS, B.; van der LEY, P. The genetic basis of the phase 
variation repertoire of lipopolysaccharide immunotypes in Neisseria meningitidis. 
Microbiology, v. 145, p. 3013-21, 1999.

32. JOHNSON, J. R.; O’ BRYAN, T. Improved repetitive -  element PCR fingerprinting 
for resolving pathogenic and nonpathogenic phylogenetic groups within E.coli. 
Clin. Diagn. Lab. Immunol., v. 7, p. 265-73, 2000.

33. JOLLEY, K.A.; CHAN, M.S.; MAIDEN, M.C. MIstdbNet - distributed multi-locus 
sequence typing (MLST) databases. BMC Bioinf., v. 5, p. 86, 2004.

34. KIDD, M.; ATHERTON, J. C.; LASTOVICA, A. J.; LOUW, J. A. Clustering of 
South African Helicobacter pylori isolates from peptic ulcer disease patients is 
demonstrated by repetitive extragenic palindromic -  PCR fingerprinting. J. Clin. 
Microbiol., V. 39, p. 1833-39, 2001.

35. KO, A. I.; REIS, J.N.; COPPOLA, S. J.; GOUVEIA, E. L.; CORDEIRO, S. M.; 
LÔBO, T. S.; PINHEIRO, R. M.; SALGADO, K.; DOURADO, C. M. R.; TAVARES- 
NETO, J. ROCHA, H; REIS, M. G.; JOHNSON, W. D. J.; RILEY, L. W. Clonally 
related penicilin-nonsusceptible Streptococcus pneumoniae serotype 14 from 
cases of meningites in Salvador, Brazil. Clin. Infect. Dis., v. 30, p. 78-86, 2000.

36.LEMOS, A.P.; BRANDAO, A.P.; GORLA, M.C.; PAIVA, M.V.; SIMONSEN, V.; 
MELLES, C.E. Phenotypic characterization of Neisseria meningitidis strains



77

isolated from invasive disease in Brazil from 1990 to 2001. J. Med. Microbiol., v. 
55, p. 751-7, 2006.

37. LEMOS, A.P.; YARA, T.Y.; GORLA, M.C.; DE PAIVA, M.V.; DE SOUZA, A.L.; 
GONÇALVES, M.I.; DE ALMEIDA, S.C.; DO VALLE, G.R.; SACCHI, C.T. Clonal 
distribution of invasive Neisseria meningitidis serogroup C strains circulating from 
1976 to 2005 in greater Sao Paulo, Brazil. J. Clin. Microbiol., v. 45, p. 1266-73, 
2007.

38.LINGAPPA, J.R.; AL-RABEAH, A.M.; HAJJEH, R.; MUSTAFA, T.; FATANI, A.; 
AL-BASSAM, T.; BADUKHAN, A.; TURKISTANI, A.; MAKKI, S.; AL-HAMDAN, N.; 
AL-JEFFRI, M.; AL MAZROU, Y.; PERKINS, B.A.; POPOVIC, T.; MAYER, L.W.; 
ROSENSTEIN, N.E. Serogroup W-135 meningococcal disease during the Hajj, 
2000. Emerg. Infect. Dis., v. 9, p. 665-71, 2003.

39.LINGAPPA, J. R.; ROSENSTEIN, N.; ZELL, E. R.; SHUTT,K. A.; SCHUCHAT, A.; 
BRADLEY A. Perkins and Active Bacterial Core Surveillance (ABCs) Team. 
Surveillance for meningococcal disease and strategies for use of conjugate 
meningococcal vaccines in the United States. Vaccine, v. 19, p. 4566-75, 2001.

40.LOOVEREN, M. V.; VANDAMME, P.; HAUCHECORNE, M.; WIJDOOGHE, M.; 
CARION, F.; CAUGANT, D. A.; GOOSSENS, H. Molecular epidemiology of 
recent belgian isolates of Neisseria meningitidis serogroup B. J. Clin. Microbiol., 
V. 36, p. 2828-34, 1998.

41.LYSTAD, A.; AASEN, S. The epidemiology of meningococcal disease in Norway 
1975-91. NIPH Ann., v. 14, p. 57-66, 1991.

42.MACLENNAN, J.; OBARO, S.; DEEKS, J.; LAKE, D.; ELIE, C.; CARLONE, G.; 
MOXON, E.R.; GREENWOOD, B. Immunologic memory 5 years after 
meningococcal A/C conjugate vaccination in infancy. J. Infect. Dis., v. 183, p. 
97-104, 2001.

43. MAIDEN, M. C. J.; BYGRAVES, J. A.; FEIL., E.; MORELLI, G.; RUSSEL, J. E.; 
URWIN, R; ZHANG, Q.; ZHOU, J.; ZURTH, K.; CAUGANT, D. A.; FEAVERS, I. 
M.; ACHTMAN, M.; SPRATT, B. G. Multilocus sequence typing: a portable 
approach to the identification of clones within populationsof pathogenic 
microorganisms. Proc. Natl. Acad. Sci.USA., v. 95, p. 3140-45, 1998.

44. MAIDEN, M.C.; STUART, J.M. Carriage of serogroup C meningococci 1 year 
after meningococcal C conjugate polysaccharide vaccination. Lancet, v. 359, p. 
1829-31, 2002.



78

45.MASIGNANI, V.; COMANDUCCI, M.; GIULIANI. M.M.; BAMBINI, S.; ADU- 
BOBIE, J.; ARICO, B. Vaccination against Neisseria meningitidis using three 
variants of the lipoprotein GNA1870. J. Exp. Med., v. 197, n. 6, p. 789-99, 2003.

46.MAYER, L.W.; REEVES, M.W.; AL-HAMDAN, N.; SACCHI, C.T.; TAHA, M.K.; 
AJELLO, G.W.; SCHMINK, S.E.; NOBLE, C.A.; TONDELLA, M.L.; WHITNEY,
A.M.; AL-MAZROU, Y.; AL-JEFRI, M.; MISHKHIS, A.; SABBAN, S.; CAUGANT,
D.A.; LINGAPPA, J.; ROSENSTEIN, N.E.; POPOVIC, T. Outbreak ofW135 
meningococcal disease in 2000: not emergence of a new W135 strain but clonal 
expansion within the electophoretic type-37 complex. J. Infect. Dis., v. 185, p. 
1596-605, 2002.

47.MEMISH, Z. A; ALRAJHI, A. A. Meningococcal disease. Saudi. Med. J., v. 23, p. 
259-64, 2002.

48.MILAGRES, L.G.; RAMOS, S.R.; SACCHI, T.C.; MELLES,C.E.; VIEIRA, V. S. D.; 
SATO,H.; BRITO, G. S.; MORAES, J. C.; FRASCK, C.E. Immune response of 
Brazilian children to a N.meningitidis serogroup B outer membrane protein 
vaccine: comparison witn efficacy. Infect. Immun., v. 20, p. 4419-24,1994.

49.MOORE, P. S.; REEVES, M. W.; SCHWARTZ, B.; GELLIN, B. G.; BROOME, C. 
V. Intercontinental spread of an epidemic group A Neisseria meningitidis strain. 
Lancet, v. 7, p. 260-63, 1989.

50.NORHEIM, G.; ROSENQVIST, E.; ASEFFA, A.; YASSIN, M.A.; MENGISTU, G.; 
KASSU, A.; FIKREMARIAM, D.; TAMIRE, W.; HOIBY, E.A.; ALEBEL, T.; 
BERHANU, D.; MERID, Y.; HARBOE, M.; CAUGANT, D.A. Characterization of 
Neisseria meningitidis isolates from recent outbreaks in Ethiopia and comparison 
with those recovered during the epidemic of 1988 to 1989. J. Clin. Microbiol., v.
44, p. 861-71, 2006.

51.0’HALLAHAN, J.; LENNON, D.; OSTER, P. The strategy to control New
Zealand’s epidemic of group B meningococcal disease. Pediatr. Infect. Dis. J., v.
23, p. S293-8, 2004.

52. OLIVE, D.M.; BEAN, P. Principles and applications of methods for DNA-based 
typing of microbial organisms. J. Clin. Microbiol., v. 37, p. 1661-69, 1999.

53.PIZZA, M.; SCARLATO, V.; MASIGNANI, V.; GIULIANI, M. M.; ARICÓ, B.; 
COMANDUCCI; JENNINGS, G.T.; GALEOTTI, C. L; LUZZI, E.; MANETTI, R.; 
MARCHETTI, E.; MORA, M.; NUTI, S.; RATTI, G.; SANTINI, L.; SAVINO, S.;



79

SCARSELLI, M.¡ STORNI, E.; ZUO, P.; BROEKER, M.; HUNDT, E.; KNAPP, B.; 
BLAIR, E.; MASON, T.; TETTELIN, H.; HOOD, D. W.; JEFFRIES, A. C.; 
SAUNDERS, N. J.; GRANOFF, D.W.; VENTER. J. C.; MOXON, E. R.; GRANDI, 
G.; RAPPUOLI, R. Identification of vaccine candidates againts serogroup B 
meningococcus by whole-genome sequencing. Science, v. 287, p. 1816-20,
2 0 0 0 .

54.PURICELLI R.C.; KUPEK, E.; BERTONCINI, R. DE C. Control of a community 
outbreak of group C meningococcal meningitis in Corupa, Santa Catarina State, 
Brazil, based on rapid and effective epidemiological surveillance and 
immunization. Cad. Saúde Publ., v. 20, p. 959-67, 2004.

55. RAMSEY, M.; ANDREWS, N.J.; TROTTER, C.L.; KACZMARSKI, E.B.; MILLER,
E. Herd immunity from meningococcal serogroup C conjugate vaccination in 
England: database analysis. BMJ, v. 326, p. 365-6, 2003.

56. RAPPUOLI, R. Conjugates and reverse vaccinology to eliminate bacterial 
meningitis. Vaccine, v. 19, p. 2319-22, 2001.

57. RAYMOND, N. J.; REEVES, M.; AJELLO, G.; BAUGHMAN, W.; GHEESLING, L. 
L.; CARLONE, G. M.; WENGER, J.D.; STEPHENS, D.S. Molecular epidemiology 
of sporadic (endemic) serogroup C meningococcahdisease. J. Infect. Dis., v.
176, p. 1277-84, 1997.

58. REINGOLD, A. L ; HIGHTOWER, A. W.; BOLAN, G. A.; JONES, E. E.; 
TIENDREBEOGO, H.; BROOME, C. V.; AJELLO, G.W.; ADAMSBAUM, C.; 
PHILLIPS, C.; YADA, A. Age-specific differences in duration of clinical protection 
after vaccination with meningococcal polysaccharide A vaccine. Lancet, v. 2, p. 
114-8, 1985.

59. REGÜEJO, H. I. Z. Comportamento imunológico das vacinas antimeningocócicas 
Rev. Saúde Públ., v. 31, 402-16,1997.

60. RIBEIRO, G.S.;LIMA, J.B.; REIS, J.N.; GOUVEIA, E.L; CORDEIRO, S.M.; LOBO, 
T.S.; PINHEIRO, R.M.; RIBEIRO, C.T.; NEVES, A.B*.; SALGADO, K.; SILVA, H.R.; 
REIS, M.G.; KO, A.l. Haemophilus influenzae meningitis 5 years after introduction 
of the Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine in Brazil. Vaccine., v. 25, 
p. 4420-8, 2007.

61.RIBEIRO, G.S.; REIS, J.N.; CORDEIRO, S.M. LIMA, J.B.; GOUVEIA, E.L; 
PETERSEN, M.; SALGADO, K.; SILVA, H.R.; ZANELLA, R.C.; ALMEIDA, S.C.; 
BRANDILEONE, M.C.; REIS, M.G.; KO, A.I. Prevention ô  Haemophilus 
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A N EX O  I - Q uestionário  epidemiológico

ESTUDO DE MENINGITE MENINGOCÓCICA

I. Identificação do Paciente:

A. Número de identificação do estudo

B. Número de identificação no HCIVl (registro ou PA)

C. Se pcte 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 \__|
5. Hemocultura positiva para N. meningitidis (8=não fez) |__|
Mia. Entrevista: Ó=entrevistado ; 2=revisão prontuário; 3=prontuário PA)

lilb. Consentimento (1=s; 0=n; 9=ns; 8=nsa) |__|



VII. Historia de Hospitalizações Anteriores:
1, Foi internado de O a 3 dias antes de iniciar sintomas de meningite? |__| IVIotivo:
2, a. Hospit. antes dessa doença, por mais de 24 h no último mês; |__|

Onde ? __________________  Dias? |__ |__ |
b. Hospit. nos últimos 2-3 meses (1=s, 0=n, 9=ns): |__|

Onde?____________________ D ia s ? |_ |_ |
c. Hospit. nos últimos 4-6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns): |__[

Onde?____________________ D ia s ? |_ |_ |
d. Hospit. nos últimos 6 meses (1=s, 0=n, 8=nsa, 9=ns): |__|

Onde?____________________ D ia s ? |_ |_ |

VIII. Historia 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, Qua!_____________________________ Bairro:_____________________________
3. Paciente vai para crectie: (0=n, 1=s, 9=ns): |__|
3.1. Se sim, qual______________________________ Bairro:____________________________



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

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

2. Para os casos que não começou com o Rocefim, foi incluída depois |__|
3. Foi tratada com asteroide IV (1=s, 0=n, 9=n):|__| quantos dias: |__ |__ | dias

que dia começou: |__|__ | DIH
A

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: |__|__ |
4.Dias internados na UTI do HCM: |__|__ j
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): |__|
6.1. Se sim, Qual_________________________________________________________
7. Déficit neurológico na alta;

(0= não tem; 1= perda auditiva; 2=deficit motor; 3 = alt. nervos cranianos; 4 = ataxia ; 5= alteração 
estado mental)



AN EX O  II - T erm o  de consentim ento

Hospital Couto Maia/Secretaria da Saúde do Estado da Babia 

Consentimento para lnvestigaç9o Clínica: P ^ in a  1 

Título do Projeto: Estudo de Meningite Bacteriana no Hospital Couto Maia.

Paciente;— ----------------------------------------------------------------- N a  na Pesquisa:.--------------------

Introdução:

As infonnacfies que se seguem descrevem o estudo e seu papei como pacticipaiite. O  entrevistador 

responderá todas as perguntas que voc¿ tiver sobre este questionário ou sobre o estudo. Por C^or, ouça com 

atenção e não hesite em perguntar sobre a informação que está sendo fornecida.

Objetivo do Ettado:

Voc¿ está sendo convidado a participar de um estudo que estamos realizando no Hospital Couto Maia 

sobre meningite bacteriana. A  meningite é uma inflamação que ocorre no cérebro, é uma doença grave que 

acomete principalmente crianças, mas pode ocorrer em qualquer idade.

O  olgetivo do nosso estudo é conhecer mais as bactérias que causam meningite, estudando como elas são 

transmitidas; quais sáo os Stores que fazem com que algumas pessoas apresentem um quadro mais grave que 

outras; porque algumas crianças parecem ter no sangue uma defesa (anticorpos) contra a bactéria e como elas 

adquiriram esta de^sa . OIXendo estas informações teremos condições , no futuro, de implantar medidas para 

diminuir o número de pessoas com meningite.

Você está sendo convidado(a) a participar porque você tem meniftgite bacteriana confirmada por exames 

ou porque oom certeza vocé não tem esta doença. Todo estudo cientifico deste tipo precisa comparar pessoas que 

tem a doença com pessoas que nâo tem; só assim, saberemos o que é realmete importante para a doença e o que é 

apenas coincid6i>cta.

Procedimento:

Se você voluntariaijente decidir participar deste estudo após ter lido este formulário de consentimento, o 

investigador Itie farà perguntas sobre o local onde você mora, sua ocupação (trabalho) e sua história médica e lerá 

seu prontuário médico para <Artcr os resulta<és de seus exames no hospital.

Sigilo:

As perguntas feitas durante a entrevista ou as informações do seu prontuário médico ou dos seus exames 

serâo confidenciais e apenas você e o investigador terão acesso a elas. Você náo será identificado (a) em qualquer 

relatório ou publicação resultante deste estudo.

Participado voluntária:

Sua paitidpaçâo neste estudo é voluntária. Você pode se recusar a participar . Vooê nâo precisa 

responder a qualqtier pergunta durante a entrevista. Sua recusa em participar no estudo ou em parte do mesmo, 

nSo afietará seu cuidado fiituro de nenhuma forma, nem prgudicará suas relações como Ho^ital Couto Maia no



Título do Projeto: 

Paciente:..^_______

Hospital Couto Maia/Secretaria da Saúde do Ertado da Bahía 

Consentimento para lovestigaçlo Clínica: Página 2 

Estttdo de Meningite Bacteriana no Hospital Couto Maia. 

______________________  ■ - No. na Pesquisa:. ______

presente ou no futuro. Urna cópia dcste formulário lhe será dada e você pode fícar com eta. Você não será 

responsável por nenhuma despesa relacionada a este estudo.

ComouemcontKtur
Se voüô tiver qualquer pergunta futura sotor sua participação neste estudo você pode contatar a Dra. 

Cibele Dourado pelo telefone; (071) 312-0084. Caso você tenha alguma pergunta no que sc refere a você como 

individuo pesquisado, por fevor entre cm contato com Dr. Edilson Sacramento, Presidente da Comissão de Ética 

do Hospital Couto Maia, pelo tetefone (071) 312-0084. Tanto Dra. Cibele quanto Dr. Edilson podem ainda ser 

contatados no Hospital Couto Maia cujo endereço é Rua Sâo Francisco, s/n. Monte Serrat, no. 40, CEP 40.425- 

001, Salvador, Bahia.

ÇgPyMtfiiMBÍg:
Eu Ouvi e entendi este fimaulário de consentimento. Minhas dúvidas fotam restxindidas. Eu

Assinatura do paciente Data

Impressão datilosoópica do paciente

Hora

consinto que o paciente do qual eu sou pai ou mâe ou guardião leeal participe deste estudo.

Assinatura do pai ou mãe ou guardiSo l^ a l  Data Hora

I í Impressão datilosoópica do pai ou mãe ou guardião legal

I  ....... -_J

Assinatura da testemunha Data Hora

Assinatura do Investigador Data Hora



AN EX O  III - Pa r e c e r  do C omitê de ética

Centro de Fesquúaj Goaçalo Moniz 
Rúa Waldemar FalcOo. 121, CEP; 4029S-001 
Ttí,; (071) 3S68785 Fax: (071) 356 4292 
E-matt: sherlock@servet01.cpqgm.fíocruz.br 
Salvador > Bahía -  Brasil

PARECER N“ 0038

Protocolo: 0038

Projeto de Pesquisa: "Epidemiología Molecular das Meningltes Bacterianas
em SalvadoryBahia".

Pesquisador Responsável: Dr. Albert Ko

Instituição ou Departamento: CPqGM

Considerações: Foram atendidas e esclarecidas todas as pendências
refefentes aos aspectos éticos do Projeto 
"Epidemiología Molecular das lUIeningites 

 ̂Bacterianas em Salvador/Baiila".

Diante do exposto, o ComitÔ de Ética em Pesquisas do Centro de Pesquisas 
Gonçaio IWoniz da Fundação Oswaldo Cruz (CEP-CPqGIWFlOCRUZ), 
confonne atribuições conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), 
com base na Resolução 196/96, julga favorável o projeto supracitado.

Dr. Italo A. Sheriõcir 
Coordenador do CEP-CPqGM/FIOCRUZ



CONSELHO REGIONAL DE MADICINA DO ESTADO DA BAHIA 
COMISSÃO DE ÉTICA MÉDICA DO HOSPITAL COUTO MAIA

Salvador 08 de novembro de 1998
Of.

Prezado Dr. Mitermayer

A Comissão dc Ética Médica do Hospital couto Maia após analisar o 
Projeto de Pesquisa intitulado; ‘‘Epidemiología molecular das Meningites 
Bacterianas em Salvador”. Achou -  o de alta relevância e, por não ferir 
nenhum capitulo do Código de Ética Médica, Declaração de Helsinque e a 
Declaração Universal do Direitos do Homem aprova o referido projeto para 
sua realização no Hospital Couto Maia.

A Comissão de Ética Médica do Hospital Couto Maia esta a 
disposição da referida equipe do projeto para qualquer orientação e 
esclarecimento.

nm“ Sr.
Dr. Mitermayer Galvio dos Reis 
Nesta
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	Hospital-based surveillance of meningococcal meningitis in Salvador, Brazil

	A faixa etária de 0-4 anos foi a que apresentou maior número de casos, com uma incidência anual média de 9,77 casos por 100.000 habitantes. Entretanto, a partir de 2002, a incidência apresenta um declínio nesta faixa etária (Figura 4 e 5).

	MULTILOCUS RESTRICTION FRAGMENT TYPING (MLRFT) AS A STRAIN TRACKING TOOL FOR NEISSERIA MENINGITIDIS

	no locus pgm. De maneira conjunta, estes dados sugerem que o RT-1026 é uma cepa relacionada proximamente ao RT-11 e, por conseguinte, ao o complexo ET-37.
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