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RESUMO 

 

A tipagem molecular é importante para vigilância e controle de surtos e epidemias da 

doença meningocócica, ajudando no desenvolvimento de estratégias preventivas. Os 

métodos disponíveis para a tipagem de meningococos são muito precisos, mas ainda são de 

alto custo e demorados para serem aplicados em larga escala, bem como em surtos, 

especialmente nos países em desenvolvimento. O objetivo deste estudo é padronizar um 

método de tipagem molecular para caracterização de isolados de Neisseria meningitidis, 

com base na amplificação do gene opa por um PCR multiplex, denominado Variable Site 

Specific-PCR (VSS-PCR). Setenta e cinco isolados de meningococo, obtidos do IPB-

LACEN/RS, laboratório de referência do Estado do Rio Grande do Sul, foram utilizados 

para a padronização das condições da PCR e detecção de DNA por VSS-PCR. Os 

resultados foram comparados com os obtidos na análise utilizando MLST e PFGE. VSS-

PCR identificou 51 padrões diferentes de fragmentos, formando 14 clusters, PFGE 

identificou 35 padrões diferentes de fragmentos, formando 5 clusters e o MLST identificou 

24 STs. O poder discriminatório do VSS-PCR foi de 0,984, enquanto que o do PFGE e 

MLST foi de 0,979 e 0,928, respectivamente. Resistência intermediária ou total à 

penicilina foi identificada em 14,6% de todos os isolados de meningococo analisados. ST-

461 (p = 0,001) e ST-32 (p = 0,042) demonstraram maior associação com resistência à 

penicilina, quando comparado a outros STs. Em conclusão, o VSS-PCR mostrou uma 

resposta acurada para estudos epidemiológicos e um excelente poder discriminatório. Após 

a sua validação, o teste poderá ser utilizado como um método de triagem para a 

caracterização dos isolados associados a surtos da doença meningocócica, e distinguir 

clones associados à resistência total/intermediária à penicilina e distinguir linhagens 

hiperinvasivas. Esforços estão sendo feitos para explorar a aplicabilidade do VSS-PCR 

para a tipagem do meningococo diretamente em amostras clínicas. 

 

Palavras-chave: Neisseria meningitidis, epidemiologia, caracterização molecular. 
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“ABSTRACT” 

 

Molecular typing is important for surveillance and control of meningococcal disease 

epidemics and outbreaks, helping in the design of preventive strategies. The methods 

available for typing of meningococci are very accurate but still very expensive and time 

consuming to be applied in large scale such as in outbreaks, especially in developing 

countries. The objective of this study is to standardize a molecular typing method for 

characterization of Neisseria meningitidis isolates, based on the amplification of opa genes 

by a multiplex PCR, denominated Variable Site Specific-PCR (VSS-PCR). Seventy-five 

meningococcal isolates obtained from the collection of IPB-LACEN/RS, a reference 

laboratory from Rio Grande do Sul State, were used for the standardization of PCR 

conditions and DNA detection by VSS-PCR. The results were compared to those obtained 

in the analysis using MLST and PFGE. VSS-PCR identified 51 different band patterns, 

included in 14 clusters, PFGE identified 35 different band patterns, included in 5 clusters 

and MLST identified 24 STs. The discriminatory power of VSS-PCR was 0.984, while for  

PFGE was 0.979 and for MLST was 0.928. Intermediate or full resistance to penicillin was 

identified in 14.6% of all meningococci isolates analyzed. ST-461 (p = 0.001) and ST-32 

(p = 0.042) were more likely to be associated with penicillin resistance when compared to 

other STs. In conclusion, the VSS-PCR method showed an accurate response for 

epidemiological studies and an excellent discriminatory power. After its validation, the test 

could be used as a screening method for the characterization of isolates associated with 

meningococcal disease outbreaks, to distinguish clones associated with full/moderate 

penicillin resistance and to distinguish hypervirulent lineages. Efforts are being made to 

explore the applicability of VSS-PCR to type meningococci directly from clinical 

specimens. 

 

Keywords: Neisseria meningitidis, epidemiology, molecular characterization  
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 Meningite meningocócica 

A primeira epidemia de meningite meningocócica ocorreu em Genebra em 1805, 

descrita por Vieusseaux, que resultou em 33 mortes (Vieusseaux, 1805). O agente 

etiológico Neisseria meningitidis foi descrito em 1884 por Machiafava & Celli, pelo 

método de coloração de Gram (Machiafava & Celli, 1884 apud Barroso, 2000). As 

características bioquímicas da bactéria e seu isolamento em cultura foram descritos em 

1887 por Anton Weichselbaum, em Viena (Weichselbaum, 1887 apud Schreiber & 

Mathys, 1991).  

Na África, existem relatos de epidemias anteriores ao século XIX, e ainda assim, essa 

doença continua sendo a maior causa de mortes em algumas regiões do continente 

africano. Apesar de existirem antibióticos efetivos e vacinas, em 1996 a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) relatou 153.000 casos de meningite, com mais de 16.000 mortes, 

na região do sub-Saara conhecida como cinturão de meningite (Tikhomirov et al., 1997). 

A bactéria causadora desta doença é comumente encontrada na nasofaringe de 

humanos, colonizando seu epitélio sem causar qualquer sintoma (Schoen et al., 2007). A 

colonização por espécies patogênicas e não-patogênicas induz uma resposta imune que 

pode oferecer proteção contra o desenvolvimento da doença. Em um pequeno número de 

indivíduos, após a colonização, a bactéria pode burlar o sistema imune e invadir a corrente 

circulatória, alcançando o sistema nervoso central (SNC), causando uma infecção severa e 

muitas vezes fulminante. Dentre o amplo espectro de doenças causadas por esta bactéria 

encontramos desde febre e bacteremia até sepse fulminante e meningite (Virji, 2009). 
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Por ser uma doença contagiosa que pode acometer o paciente e levá-lo à morte em 

poucos dias ou horas, grupos do mundo inteiro têm se preocupado em estudar a bactéria, a 

doença e, principalmente, novos métodos de diagnóstico e de tipagem molecular com o 

objetivo de controlar a incidência desse microrganismo. 

 

1.2 Características do microrganismo 

Pertencente à classe β-Proteobacteria e à família Neisseriaceae, N. meningitidis 

caracteriza-se por ser um diplococo gram-negativo cujas células coradas aparecem 

caracteristicamente em forma de rim, com suas superfícies côncavas adjacentes. Quando a 

bactéria é isolada do sangue ou do líquor em cultura, forma colônias não pigmentadas, não 

hemolíticas, com tamanho variando de 0,6 a 0,8 micrômetros de diâmetro (Hart & Rogers, 

1993; Volk et al., 1996; Arditi & Yogev, 1997; Barroso, 2000). 

Assim como os demais membros do gênero, N. meningitidis é aeróbia. Entretanto, o 

crescimento é favorecido em uma atmosfera com 3 a 10% de CO2, assim como umidade 

em torno de 50%. A temperatura ideal para o crescimento bacteriano é de 36°C, 

temperaturas abaixo de 30°C inibem o crescimento e acima de 40°C, a bactéria não 

sobrevive por mais de 90 minutos (Bier, 1978; Morello et al., 1991; Boslego & Tramont, 

1992; Volk et al., 1996; Barroso, 2000). 

O meningococo mostra-se sensível à dessecação, aos raios solares e às variações de 

temperatura. As culturas não sobrevivem mais do que três dias sobre a bancada e a 

sobrevida em temperatura ambiente com baixa umidade não ultrapassa a três horas, 

fazendo com que a existência em vida livre não seja possível (Wilson & Miles, 1964; 

Barroso, 2000). 



___________________________________________________________________________________ _____Introdução 

 
17 

1.2.1 Cápsula Polissacarídica 

O meningococo, representado esquematicamente na Figura 1, possui uma cápsula 

polissacarídica que determina os sorogrupos e sua virulência. Atualmente existem 13 

sorogrupos identificados: A, B, C, D, 29E, H, I, K, L, W135, X, Y e Z, existindo algumas 

controvérsias quanto ao reconhecimento do sorogrupo D (CDC, 1998). Com relação à 

patogenicidade, destacam-se 5 sorogrupos (A, B, C, W135 e Y) (Peltola, 1983; Vedros & 

Genus, 1984; Andersen, 1989; Morello et al.; 1991; Volk et al.; 1996; Stephens, 2007).  

 

Figura 1: Ilustração esquemática dos componentes da membrana externa (ME) do meningococo. a. 
Componentes da ME: Cápsula, lipooligossacarídeos (LOS), adesinas de ME (Opa e Opc). b. 
Representação de corte transversal do Pilus com glicanos (G) e com os domínios variantes (DV). 
(adaptado de Virji, 2009). 

 

A cápsula polissacarídica da maioria dos sorogrupos tem sido purificada, e a sua 

composição química nos grupos patogênicos é descrita na Tabela 1, juntamente com sua 

prevalência. Historicamente, o sorogrupo A tem sido responsável pelas epidemias de 

meningite meningocócica, enquanto que as endemias ou casos esporádicos dessa doença, 
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geralmente são atribuídos aos sorogrupos B e C (Bash et al., 1995; Jackson et al.; 1995; 

Ramsay et al., 1997; Connolly & Noah, 1999; Conyn et al., 1999, Schoen et al., 2008). A 

classificação por sorotipo dos isolados é baseada nas diferenças das proteínas externas à 

membrana e nos lipooligossacarídeos (LOS). A determinação do sorotipo é importante 

para estudos epidemiológicos e desenvolvimento de vacinas (Apicella, 1995). 

 

Tabela 1: Composição química da cápsula polissacarídica de N. meningitidis. 

Cápsula Estrutura Prevalência* 

A (α1-6)-N-acetil-D-manosamina-1-fosfato 
África 

Partes da Ásia 

B (α2-8)-ácido N-acetilneuramínico 

Europa 
Ásia 

América do Norte 
América do Sul 

Austrália 
Nova Zelândia 

C (α2-9)-ácido N-acetilneuramínico 

Europa 
Ásia 

América do Norte 
América do Sul 

Austrália 
África 

W135 6-D-galactose(α1-4)- ácido N-acetilneuramínico África 

Y 6-D-glicose(α1-4)- ácido N-acetilneuramínico América do Norte 

*Algumas áreas do mundo as taxas da doença meningocócica foram significativamente menores, as 
razões para isto não são bem compreendidas. Estas incluem várias partes da América do Sul e Ásia, 
México e Japão. (Adaptado de Virji, 2009). 

 

Tetellin e colaboradores (2000) descreveram o primeiro genoma do sorogrupo B de 

N. meningitidis, cepa MC58, que apresentou 2.272.351 pares de bases com 51,5% de G+C, 

como descrito na Tabela 2, e comparativamente com as cepas Z2491 e FAM18 (Parkhill et 

al., 2000; Mignogna et al., 2005; Bentley et al., 2007). Comparado com outros patógenos 

estudados até o momento, o meningococo contém um maior número de genes envolvidos 



___________________________________________________________________________________ _____Introdução 

 
19 

em variação de fase, um mecanismo que controla a sua expressão gênica e contribui para a 

evasão do sistema imune do hospedeiro (Tettelin et al., 2000). 

Tabela 2: Características gerais dos genomas de três cepas de N. meningitidis 

seqüenciados até hoje. 

Cepa Z2491 MC58 Fam18 

Sorogrupo A B C 

MLST sequence type ST-4 ST-74 ST-11 

MLST clonal complex 
ST-4 complex/ 
subgroup IV 

ST-32 complex/ET-5 
complex 

ST-11 complex/ET-37 
complex 

Tamanho do Genoma (pb) 2.184.406 2.272.351 2.194.961 

Conteúdo G +C (%) 51.81 51.53 51.62 

rRNA operons 4 4 4 

tRNAs 58 59 59 

Adaptado de Bentley et al., 2007. 

 

1.2.2 Proteínas de membrana externa 

N. meningitidis é circundada por uma membrana composta por lipídios, proteínas 

de membrana externa (OMPs) e LOS. Além disso, meningococos patogênicos são 

envolvidos por uma cápsula polissacarídica ligada por esta membrana (van Deuren et al., 

2000). A virulência do meningococo está relacionada à expressão das OMPs (Stephens, 

2007).  

Para o meningococo, o mais completo conjunto de dados está disponível para os 

genes que codificam as OMPs. As OMPs do menigococo têm atraído estudos por duas 

razões principais: são componentes potenciais para vacinas e também são alvos para a 

sorotipagem e sorosubtipagem. A caracterização das OMPs do meningococo de acordo 



___________________________________________________________________________________ _____Introdução 

 
20 

com seu peso molecular, comportamento em SDS-PAGE, suscetibilidade a enzimas 

proteolíticas e mapeamento peptídico resultou na diferenciação de cinco classes estruturais: 

classes 1, 2, 3, 4 e 5, que apresentam pesos moleculares respectivamente de 45-47 kDa, 40-

42 kDa, 37-39 kDa, 32-34 kDa e 26-29 kDa (Tsai et al., 1981). 

Todas as cepas de meningococo possuem proteínas de classe 2 ou 3, também 

denominadas PorB, que possibilitam determinar a sorotipagem. Essas classes de proteínas 

funcionam como poros seletivos para ânions, através dos quais solutos hidrofílicos 

atravessam a membrana externa, por um processo semelhante à difusão (Dorset et al., 

1984). Proteínas de classe 4, também denominada Rmp (Reduction modifiable protein), 

promovem a ligação da membrana externa com peptideoglicano e interação com porinas, 

estão presentes em todas as cepas de meningococo e mostram-se estruturalmente 

conservadas em diferentes cepas (Frasch et al.,1986). 

Proteínas da classe 1 também denominadas PorA e da classe 5 denominada Opa 

(opacity associated protein) e Opc (outer membrane protein class 5 precursor) estão 

presentes na maioria das cepas de meningococo. As proteínas de classe 1 funcionam como 

poros seletivos para cátions (Dorset et al.,1984). Estudos revelam a relação entre essa 

classe protéica com a patogênese e a aderência do meningococo em tecidos humanos 

(Frasch et al., 1985). 

Entretanto, a modulação da adesão e invasão pode fortemente influenciar a 

transmissão do meningococo. Transmissibilidade e virulência são dois critérios 

proeminentes na patogênese de N. meningitidis e podem ser avaliados através de 

abordagens moleculares (Taha & Alonso 2008).  
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Além da cápsula polissacarídica, isolados de meningococo apresentam outra 

estrutura de superfície, o pilus (ou fímbria) que também desempenha um importante papel 

em sua patogenicidade. Estas estruturas são compostas por proteínas filamentosas com 

subunidades repetidas e idênticas (pilinas) de aproximadamente 17 a 21 kDa (Dalrymple & 

Mattick, 1987). Esta estrutura tem a função de aderir a bactéria ao epitélio da nasofaringe 

humana, contribuindo também para o seu tropismo e efeito citopático. Os danos causados 

pelo patógeno são proporcionais ao nível de aderência, mediada pela variabilidade 

estrutural do pilus (Kallstrom et al., 1997; Virji, 1998; Nassif, 1999; Tzeng & Stephens, 

2000)  

As pili são projeções filamentosas da superfície celular. O meningococo expressa 

duas diferentes classes de pili: classe 1 e classe 2, que são antigenicamente e 

estruturalmente distintas e que estão envolvidas no processo de adesão. A biossíntese da 

formação do pilus e sua translocação através do envelope celular têm sido motivos de 

estudo para melhor compreensão desse processo (Poolman et al., 1995). O pilus facilita a 

fixação inicial do meningoco às células humanas e seu movimento na superfície epitelial, e 

são necessárias para a transformação genética (Mers & So, 2000). Porinas estão envolvidas 

na interação com a célula do hospedeiro e agem como alvos para anticorpos bactericidas 

(Tzeng & Stephens, 2000; Stephens, 2007).  

LOS são importantes fatores de virulência envolvidos na sinalização inflamatória, 

com estreita relação com a aderência e colonização, sendo um mediador chave da 

patogênese de sepse fulminante e meningite (Virji et al., 1995). Estruturas capsulares e 

LOS do meningococo do sorogrupo B são semelhantes com oligômeros α-(2→8) do ácido 

siálico, presentes nos glicopeptídios humanos e no tecido cerebral de ratos, que, sendo um 

auto-antígeno, é um pobre imunógeno em seres humanos. Além disso, a utilização deste 
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polissacarídeo em uma vacina pode obter auto-anticorpos (Finne et al., 1987; Pizza et al., 

2000; Stephens, 2007). 

 

1.2.2.1  Opa 

As proteínas Opa, de Neisseria spp. (inicialmente denominadas pII ou proteínas de 

classe 5) conferem opacidade para colônias que expressam estas proteínas, localizadas na 

superfície meningocócica, promovendo a interação com o hospedeiro e modulando as 

respostas imunológicas (Callaghan et al., 2008). Opa são adesinas que desempenham um 

maior papel na interação com a mucosa epitelial e endotelial, e também têm sido 

implicadas na virulência e patogenicidade (Hauck & Meyer, 2003; Callaghan et al., 2006). 

A variabilidade de suas seqüências correspondem a três de quatro loops putativos extra-

membrana que se estendem desde a superfície da bactéria e, consequentemente, estão 

disponíveis para a interação com moléculas hospedeiras (Figura 2) (Malorny et al., 1998; 

de Jonge et al., 2002; Virji, 2009). 
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Figura 2: Esquema do gene opa, incluindo as regiões variáveis, assim como a relação dessas 
seqüências com a estrutura secundária da proteína Opa. SV, região semi-variável localizada no loop 
putativo 1; HV1 e HV2, duas regiões hipervariáveis, localizadas nos loops putativos 2 e 3, 
respectivamente; RC, região codificante de fase variável (Adaptado de Callaghan et al., 2008). 

 

As proteínas Opa são altamente diversas, com diferentes variantes exibindo 

interações específicas com células humanas. Essas diferenças são determinadas por 

combinações de variações de seqüências de aminoácidos presentes em cada uma das três 

regiões variáveis da seqüência da proteína Opa (Virji et al., 1999; Muenzner et al., 2000; 

Moore et al., 2005; Callaghan et al., 2006). A ampla variação estrutural ocorre tanto na 

mesma cepa quanto entre diferentes cepas de N. meningitidis em três destes loops (Hobbs 

et al., 1994).  
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A maioria dos isolados meningocócicos expressa até quatro proteínas Opa 

variantes, codificadas em quatro loci (opaA, opaB, opaD, e opaJ) dispersos por todo o 

genoma (Parkhill et al., 2000). A análise da sequência nucleotídica de uma série de genes 

opa revelou que o alto nível de diversidade de proteínas Opa é gerada por mutação e 

recombinação genética entre loci opa, tanto entre os loci no mesmo genoma ou entre 

diferentes loci do meningococo (Hobbs et al., 1994). Proteínas Opa estão sujeitas a 

variação de fase, ou alternância reversível on-off. A variação de fase resulta da leitura das 

alterações na conformação causadas por mudanças no número de repetições de 

nucleotídeos pentaméricos (CTCTT) encontradas na região dos genes opa que codifica o 

peptídeo-sinal (Murphy & Bartos, 1989; Hobbs et al., 1994). A maioria das diferenças 

entre os loci ocorre em duas regiões hipervariáveis (HV1 e HV2) e uma região semi-

variável (SV) codificantes da região N-terminal da proteína Opa, as demais regiões dos 

genes são altamente conservadas (Figura 2) (Aho et al., 1991; Connell et al., 1990; Hobbs 

et al., 1994). 

Proteínas Opa também modulam a resposta imune do hospedeiro através de 

interações com células do sistema imune, incluindo neutrófilos e células T CD4+, e 

estimulam a secreção de citocinas pró-inflamatórias (Milagres et al.,1998; Virji et al., 

1999; Lee et al., 2007; Callaghan et al., 2008). 

Essas alterações em um ou alguns loci dentro de uma população clonal são 

referidos como microevolução. A distribuição das seqüências presentes nas regiões HV dos 

genes opa sugere que a duplicação de todo ou parte dos genes opa em outros loci opa 

mudam o repertório de proteínas Opa que podem ser expressadas. A variabilidade 

adicional nesta família gênica parece ter sido introduzida pela troca horizontal de 

sequências opa de outros meningococos e de N. gonorrhoeae. Estes resultados indicam que 
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os processos de recombinação e troca genética contribuíram para variabilidade na maioria 

dos antígenos de superfície desta população clonal de bactérias patogênicas (Hobbs et al., 

1994).  

 

1.3 Suscetibilidade antimicrobiana 

Muitos agentes antimicrobianos são ativos contra meningococos in vitro, mas 

apenas aqueles que penetram suficientemente no espaço cérebroespinhal devem ser 

utilizados. Tanto penicilina parenteral ou ampicilina são drogas de escolha. Cloranfenicol é 

uma alternativa efetiva e de baixo custo. A terceira geração de cefalosporinas, ceftriaxona e 

cefotaxima, são excelentes alternativas, mas são consideravelmente de maior custo (WHO, 

1998).  

Os sete dias de administração do antibiótico ainda é a regra para o tratamento de 

DM, na maioria dos países desenvolvidos. No entanto, há boas evidências de que na DM a 

administração de quatro dias de penicilina G é tão eficaz como qualquer longa 

administração de antimicrobianos. A forma de ação longa do cloranfenicol também 

demonstrou ser eficaz (WHO, 1998). 

Penicilina é utilizada efetivamente no tratamento de infecções meningocócicas, mas 

isolados com suscetibilidade reduzida a penicilina (PenI) tem sido reportados em muitos 

países (Woods et al., 1994; Galimand et al., 1998; Boras et al., 2001; Brown et al., 2001). 

Muitos estudos mostram que a suscetibilidade diminuída está relacionada a clones únicos 

(Caniça et al., 2004; Stefanelli et al., 2004). 

Desde 1988 um crescente aumento no número de isolados de meningococo PenI 

tem sido detectada na Espanha, Inglaterra, e na África do Sul. Na França, isolados 
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resistentes à penicilina foram reportados pela primeira vez em 1994 (Antignac et al., 

2003). Um mecanismo bem conhecido de resistência moderada à penicilina em 

N. meningitidis são alterações na estrutura da proteína ligante de penicilina (penicilin-

binding protein – PBP2) codificada pelo gene penA (Taha et al., 2007). As modificações 

de PBP2 resultam na diminuição da afinidade de PBP2 à penicilina G, bem como em 

alterações na estrutura do peptideoglicano na parede celular das bactérias que são 

responsáveis pelo fenótipo PenI. Essas modificações localizadas na metade C-terminal da 

PBP2 (aminoácidos 427 a 581), podem ser reveladas por seqüenciamento do gene penA 

(Antignac et al., 2003). A prevalência da resistência devido à produção de β-lactamase é 

muito baixa entre os isolados de N. meningitidis (Taha et al., 2007). 

 

1.4 Epidemiologia 

Por ser transmitido por contato direto através de secreções orais ou nasais, pessoas 

que têm contato íntimo com o paciente, aumentam o risco de adquirir a doença 

meningocócica de 500 a 2.000 vezes (Peltola, 1983). O maior impacto da doença está entre 

crianças, onde os índices de incidência e as taxas de casos fatais podem ser vinte vezes 

maiores que na população adulta (Tzeng & Stephens, 2000). 

Segundo a OMS (WHO, 1998), excluindo as epidemias, ocorrem cerca de 1,2 

milhões de casos de meningite bacteriana por ano no mundo, dentre os quais 135.000 são 

fatais. Aproximadamente 500.000 destes casos e 50.000 mortes estão relacionadas com o 

meningococo. 

Existem diversos métodos de tipagem para a caracterização de isolados de N. 

meningitidis que permitem discriminá-los entre si. Estes métodos podem ser baseados em 
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características fenotípicas ou genotípicas do microrganismo. Os métodos fenotípicos 

baseiam-se na caracterização da cápsula polissacarídea (caracterização de sorogrupo) ou na 

tipagem das OMPs da bactéria (caracterização de sorotipo/sorosubtipo). Já os métodos 

genotípicos são baseados na caracterização de genes ou sequências de genes que 

determinam a expressão de macromoléculas ou fatores de virulência: LOS e ácidos graxos, 

proteínas ou ácidos nucléicos. 

 

1.4.1  Distribuição dos sorogrupos 

Por muitos anos, a vigilância epidemiológica e a investigação de surtos de doença 

causada por esta bactéria eram relacionadas somente com a caracterização sorológica dos 

isolados. Habitualmente, cerca de 90% dos casos clínicos estão relacionados a apenas três 

sorogrupos: A, B e C, embora o número de casos relacionados com o sorogrupo W135 e Y 

tenham aumentado nos últimos anos (Figura 3) (Murray et al., 1998; WHO, 1998; 

Rosenstein et al., 1999; Stephens, 2007).  

 

Figura 3: Distribuição global dos sorogrupos de DM (adaptado de Stephens, 2007). 
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Cepas do sorogrupo A historicamente têm sido descritas como as maiores 

responsáveis pelas epidemias e pandemias, enquanto que aquelas do sorogrupo C estão 

envolvidas com menos freqüência com as epidemias. O meningococo do sorogrupo B está 

geralmente associado com casos esporádicos e surtos localizados da doença, mas no início 

da década de 70, epidemias da doença causadas por cepas deste sorogrupo foram relatadas 

em países da Europa, incluindo Noruega, Bélgica, Grã-Bretanha e Dinamarca assim como 

no sul da África e Brasil (Caugant et al., 1986). 

No continente Americano, são estimados 30.000 casos de meningite meningocócica 

anualmente e a taxa de letalidade é de cerca de 17% (Tikhomirov et al., 1997). O Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC), no período entre 1992 e 1996, participou de um 

estudo que avaliou a incidência de DM nos Estados Unidos. Este estudo mostrou que 

ocorrem cerca de 2.400 casos por ano, atingindo principalmente crianças e 32% de pessoas 

com menos de 30 anos de idade. Os sorogrupos C, B e Y causam 35, 32 e 26% dos casos, 

respectivamente (Rosenstein et al., 1999). 

O Brasil registrou uma grande epidemia de DM na década de 70, que teve seu 

epicentro em São Paulo, mas que se alastrou por todo o país. Na época foi realizada uma 

grande campanha nacional de vacinação de toda a população com vacina anti-

meningocócica A+C, de origem francesa, que até então nunca havia sido utilizada em tão 

larga escala, não havendo comprovação anterior de sua efetividade. Possivelmente pelo 

efeito combinado de dois fatores, a utilização da vacina e o esgotamento de pacientes 

suscetíveis, a epidemia foi controlada (Brasil, 2002).  

Este aparente “sucesso” contribui para a criação no imaginário da população 

brasileira, a percepção equivocada da meningite meningocócica como uma doença 

imunoprevinível. A partir da década de 80, houve uma mudança importante no 
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comportamento epidemiológico de DM no país com o sorotipo B passando a ser o mais 

prevalente. Para esse sorogrupo só existe uma vacina disponível, de origem cubana, que 

não tem utilização universal e possui baixa eficácia devido a cápsula polissacarídea de o 

meningococo ser fracamente imunogênico, por sua semelhança estrutural com tecidos 

humanos (Arditi & Yogev, 1997; Pizza et al., 2000; Brasil, 2005). 

Durante a primeira metade da década de 90, no Brasil, observou-se um crescimento 

no número de casos notificados desta doença, atingindo seu pico em 1996, com o registro 

de 6.963 casos. Este crescimento decorreu, em grande parte, de surtos localizados em 

municípios com grande contingente populacional, como São Paulo e Rio de Janeiro, além 

de um aumento, por causas ainda não completamente esclarecidas, no patamar de 

ocorrência endêmica esperada dessa doença. A partir de 1997 houve uma tendência de 

redução do número de casos em decorrência da adoção de medidas de controle em situação 

de surtos, como vacinação de bloqueio e uso das quimioprofilaxias (Brasil, 2002). 

No Brasil, durante os últimos 10 anos, mais de 4500 casos de DM foram reportados 

anualmente, com uma taxa de letalidade de 15-20% e uma incidência de 3-4 casos por 

100.000 habitantes (http://www.saude.gov.br/sinanweb/tabnet). Mais de 70% dos isolados 

foram caracterizados como sorogrupo B, aproximadamente 25% do sorogrupo C, e 5% do 

sorogrupo W135 (de Filippis et al., 2004). 

No ano de 2001 foram notificados, pelo Ministério da Saúde, 2.867 casos de DM 

com 555 óbitos. Mais da metade dos casos encontram-se na Região Sudeste, um dado 

provavelmente relacionado a uma melhor estrutura para o diagnóstico e a um sistema de 

notificação mais eficiente (Brasil, 2002). No ano de 2008 foram notificados, 23.599 casos 

de meningite (de todas as etiologias) pelo Ministério da Saúde, sendo 2.595 casos de DM 
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(508 óbitos) e 4.664 casos (20%) foram notificados como sendo de meningite não 

especificada ou não definida (http://www.saude.gov.br/sinanweb/tabnet). 

No Rio Grande do Sul, no ano de 2001, o Setor de Epidemiologia do Estado notificou 

185 casos de DM. Só a região metropolitana de Porto Alegre foi responsável por 102 casos 

e 19 óbitos, alcançando uma taxa de letalidade de 14,1%. Aproximadamente 50% dos 

casos no Estado foram atribuídos ao meningococo sorogrupo B (SES, 2001). No ano de 

2008, foram notificados 105 casos de DM com 17 óbitos. 

(http://www.saude.gov.br/sinanweb/tabnet). 

Levando em consideração estes dados, por mais eficiente que sejam as ações para 

identificar as pessoas portadoras da doença, sempre haverá pacientes que ficarão sem o 

diagnóstico. Em geral, o número de casos não diagnosticados é maior que os conhecidos. 

Deve-se montar um fluxo para o diagnóstico preciso da meningite de acordo com o modelo 

preconizado pelo Ministério da Saúde (Figura 4), pois somente assim é possível 

desenvolver ações pontuais de saúde pública e tabular dados estatísticos com precisão. 

Além disso, deve-se evitar a subnotificação e dados não conclusivos. 
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Figura 4: Roteiro de investigação epidemiológica das meningites. DM – Doença meningocócica; 
MHi – Meningite por Haemophilus influenzae (Brasil, 2005). 
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Apesar de algumas deficiências, as vacinas têm um importante papel no controle e 

prevenção da meningite bacteriana. A vacina contra H. influenzae faz parte do calendário 

básico de vacinação infantil e é recomendada para menores de um ano no esquema de três 

doses com intervalo de 60 dias entre as doses (esquema: 2, 4 e 6 meses de idade), a vacina 

para S. pneumoniae está disponível nos Centros de Referência para Imunobiológicos 

Especiais. As vacinas para N. meningitidis são indicadas no controle de surtos, não estando 

disponíveis na rotina dos serviços de saúde, sendo que a proteção oferecida por cada 

vacina é específica para cada bactéria e restrita a somente um sorogrupo ou sorotipo de 

cada microrganismo (Brasil, 2005). Por isso, faz-se necessário um sistema permanente de 

vigilância epidemiológica da doença, isolamento e caracterização das bactérias incidentes 

na comunidade. 

 

1.5 Diagnóstico de DM 

O quadro clínico de DM é grave e caracteriza-se por febre, cefaléia intensa, náusea, 

vômito, rigidez de nuca, prostração, erupção cutânea, meningismo, estado neurológico 

alterado e petéquias. A eficácia do tratamento de uma infecção bacteriana exige a detecção 

rápida e exata para a identificação da bactéria, realizado através do estudo do líquido 

cefalorraquidiano, podendo também ser utilizada a hemocultura, raspado de lesões 

petequiais, urina e fezes. Os principais exames para o diagnóstico de casos suspeitos de 

meningite são: exame quimiocitológico do líquor, bacterioscopia direta (líquor ou soro), 

cultura (líquor, sangue, petéquias ou fezes), contraimuneletroforese cruzada (CIE) (líquor 

ou soro), aglutinação em látex (LA). Sensibilidades em torno de 85% foram relatadas para 

a cultura a partir de amostras de pacientes não tratados (Tunkel & Sheld, 1995; Phillips & 

Simor, 1998). Tanto a cultura quanto a coloração de Gram tem a sensibilidade diminuída 
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em mais de 50% quando realizadas a partir de amostras clínicas de pacientes tratados 

previamente à coleta da amostra (Tunkel & Sheld, 1995). A sensibilidade da LA é 

aproximadamente 70 a 80%, comparado à cultura. Os resultados falso positivos são a 

maior limitação desta técnica, além de não serem apropriados para a detecção de todos os 

sorogrupos (Requejo & Ferreira, 1993; Alkmin et al., 1995; Perkins et al., 1995; van der 

Ende et al., 1995). A CIE é uma técnica menos sensível, mais laboriosa e dispendiosa, se 

comparada ao LA, além de ter um tempo longo de execução (Alkmin et al., 1996; Barroso, 

2000). 

Os recentes avanços das técnicas de biologia molecular têm possibilitado um grande 

desenvolvimento de novas metodologias no diagnóstico de doenças provocadas por 

agentes infecciosos. Muito se tem investido para o desenvolvimento destes métodos que 

sejam mais rápidos, sensíveis e específicos. Com esta finalidade, a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) vem sendo utilizada para amplificar regiões do DNA dos agentes 

causadores da meningite bacteriana. Esta técnica possibilita a amplificação e a detecção de 

fragmentos específicos de DNA de um determinado organismo, através de reações em que 

são utilizadas uma DNA polimerase e primers específicos. 

Taha (2000) desenvolveu um protocolo para a caracterização de sorogrupos do 

meningococo através de um PCR multiplex com primers específicos. A metodologia foi 

utilizada com sucesso a partir de amostras clínicas de pacientes com suspeita de DM. 

Baethgen e colaboradores (2003) também utilizaram a metodologia descrita por Taha 

(2000) e a sensibilidade encontrada foi de 96,4% quando a caracterização era realizada a 

partir de líquor de pacientes. Sabe-se que quando a caracterização procede diretamente a 

partir da cultura do meningococo a sensibilidade do método chega a 100% pois não 

existem problemas de amplificação pela baixa concentração de bactérias na amostra. 
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1.6 Caracterização Fenotípica de N. meningitidis 

Atualmente, está em uso uma variedade de técnicas empregando anticorpos 

monoclonais (mAbs) para identificação de sorotipos e sorosubtipos, tais como 

soroaglutinação (Vedros & Genus, 1984; Zollinger et aI., 1984), co-aglutinação, 

radioimunoensaio (Zollinger et al., 1979; de Marie et al., 1984), técnicas de ELlSA e dot-

blotting assay utilizando-se anti-soros policlonais ou mAbs (Abdillahi & Poolman, 1988; 

Morello et al., 1991; Wedege et aI., 1990; Janda & Knapp, 2003) e LA (Wedege et al., 

1990). 

Até o momento foram descritos 16 sorotipos e 18 sorosubtipos (Sacchi et aI., 

1998a; 1998b). Uma cepa de N. meningitidis identificada como B:4:P1.15, significa que 

ela pertence ao sorogrupo B, sorotipo 4, sorosubtipo P1.15. As nomenclaturas designadas 

como NT e NST, significam, respectivamente, que as proteínas de sorotipo e sorosubtipo 

não puderam ser caracterizadas pelo painel de mAbs disponíveis (Frasch et al., 1985).  

Devido ao fato de a maioria dos isolados de pacientes da América e da Europa 

pertencerem aos sorogrupos B ou C, e do Continente Africano ao sorogrupo A, esta 

característica tornou-se insuficiente para uma melhor discriminação dos casos nas 

investigações epidemiológicas (Caugant, 1998). Isso culminou com o desenvolvimento de 

metodologias que incluem a determinação do sorogrupo e dos dois principais antígenos 

específicos de OMPs da bactéria - PorB (sorotipo) e PorA (sorosubtipo). Este esquema foi 

de grande ajuda em inúmeros estudos epidemiológicos de DM, juntamente com o 

desenvolvimento e a distribuição de kits comerciais para a determinação do sorogrupo e 

mAbs para a identificação do sorotipo e sorosubtipo (van der Ende et al.,1995; Tzanakaki 

et al., 2001). 
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Apesar de fornecer informações importantes, a caracterização fenotípica de 

isolados como a determinação de sorogrupo, sorotipo e sorosubtipo apresentam inúmeras 

desvantagens. Muitos isolados são não tipáveis (NT) ou não sorosubtipáveis (NST) (Urwin 

et al., 1998), particularmente aqueles encontrados em portadores assintomáticos (Caugant 

et al., 1994). Estudos têm mostrado que, até 1982, cepas do sorogrupo B:NT:NST 

representavam a maior parte dos isolados do sorogrupo B e que essas cepas foram 

substituídas por cepas do sorogrupo B:4:P1.19,15, representavam cerca de 50% a 75% de 

todos os isolados do sorogrupo B a partir de 1988 a 2005. Durante 2003 a 2005, cepas 

NT:NST foram responsáveis por 89% de todos os casos sorogrupo C (Lemos et al., 2007). 

Existem outras causas de falhas destes métodos, incluindo a alta diversidade dos antígenos 

PorA e PorB e limitações em relação aos mAbs disponíveis; uma taxa de evolução dos 

antígenos que não permite a geração e a manutenção de reagentes; diminuição do nível de 

expressão do gene porA em alguns meningococos, enquanto em outros a expressão deste 

gene é interrompida por seqüências de inserção, tornando inviável a caracterização 

fenotípica (van der Ende et al.,1995; Feavers et al., 1996; Jolley & Maiden, 2006).  

Dificuldades adicionais são causadas pela forte pressão seletiva, presumivelmente 

imposta pela resposta imune do hospedeiro, agindo nos antígenos de superfície 

meningocócica e na propensão de ocorrência de fluxo gênico por transformação (Maiden, 

1993). Estes fatores resultam em uma caracterização sorológica não confiável como 

indicador de relação genética, pois meningococos nunca associados com surtos podem ter 

características sorológicas comuns aos associados e vice-versa (Caugant et al., 1987). 
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1.7 Caracterização genotípica de N. meningitidis 

 Dentre os métodos moleculares de tipagem de N. meningitidis a seguir 

destacaremos a utilidade daqueles mais importantes. 

 

1.7.1 Multilocus Enzima-Eletroforese (MLEE) 

O método MLEE tem uma abordagem multilocus, analisando a variação em 

enzimas metabólicas através da mobilidade eletroforética dessas proteínas (Selander et al., 

1986). Este método foi utilizado por muitos anos como padrão-ouro para a tipagem do 

meningococo e permitiu a caracterização de diferentes Tipos Eletroforéticos (ETs), 

melhorando a discriminação entre as cepas (Yakubu et al., 1999), estabelecendo a 

existência de linhagens particulares associadas com doença invasiva, tendo um papel 

importante na elucidação da epidemiologia populacional desta bactéria (Selander et al., 

1986).  

Cepas de N. meningitidis praticamente idênticas pelo MLEE, distinguem-se em 

apenas uma ou duas enzimas, resultando em diferentes alelos, atribuindo-se o termo 

“complexo clonal” a membros presumidamente originários de um ancestral comum. 

Portanto, isolados clínicos de casos esporádicos e isolados de epidemias no mundo todo 

podem ser agrupados em sete complexos clonais, também conhecidos como: subgrupos, 

clusters ou linhagens. São eles: subgrupos I, III e V, complexos clonais ET-5 e ET-37, 

linhagem III e cluster A4 (Caugant, 1998). 

A aplicação do MLEE em larga escala não foi bem aceita, sendo raramente 

utilizada na investigação de surtos devido ao alto custo e ao longo tempo de execução, 

sendo utilizada somente em alguns laboratórios de referência (Yakubu et al., 1999). 
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1.7.2 Tipagem de Seqüências Multilocus (MLST) 

Com o advento de tecnologias que possibilitam a determinação da seqüência de 

nucleotídeos, foi desenvolvida a Tipagem de Sequências Multilocus (MLST), sendo então 

possível adicionar ainda mais informações à caracterização de isolados (Maiden et al., 

1998). Esta técnica estabelece relações genéticas através da análise de genes constitutivos, 

mostrando diferenças na seqüência de nucleotídeos que é utilizada para a identificação de 

alelos.  

Maiden e colaboradores (1998) desenvolveram um método de análise de 

polimorfismos de sete genes cromossomais de N. meningitidis que codificam enzimas 

envolvidas no metabolismo (abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm). A combinação dos 

sete alelos correspondente aos genes define o Sequence Type (ST), tipo de seqüência de 

uma dada amostra. No MLST os resultados fornecidos são facilmente comparados entre 

diferentes laboratórios (Taha & Alonso, 2008), sendo que estas análises também são 

facilitadas pela disponibilidade de um website para esta abordagem (http://www.mlst.net). 

Uma grande quantidade de informações está lá disponível para análise dos resultados por 

MLST, melhorando nossa compreensão das populações genéticas e epidemiologia 

molecular das cepas circulantes em todo o mundo.  

Para a validação desta metodologia, foram determinadas as seqüências de 

aproximadamente 470 pares de bases dos 11 genes constitutivos a partir de 107 isolados de 

cepas invasivas de N. meningitidis e de portadores saudáveis (Maiden et al., 1998). Pela 

análise de cada locus, os alelos foram determinados pela colocação de números arbitrários 

e foram então construídos dendrogramas a partir das diferenças dos alelos multilocus. As 

associações entre as cepas foram consistentes com aquelas determinadas pelo MLEE. Para 

simplificar o método, foram então escolhidos sete genes que resultavam nos mesmos 
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achados com a utilização das 11 seqüências alvos do MLEE (Maiden et al., 1998; Vogel et 

al., 2000). 

Esta metodologia apresenta um excelente poder discriminatório, é reprodutível e os 

resultados podem ser comparados inter e intra-laboratorialmente. Outra vantagem é que a 

suspensão de bactérias ou DNA purificado pode ser utilizado, eliminando a necessidade do 

transporte do meningococo viável entre laboratórios (Yakubu et al., 1999). 

Desde então o MLST tem sido utilizado mundialmente não só para a análise de 

isolados de N. meningitidis (Feavers et al., 1999), mas também para outros microrganismos 

como S. pneumoniae, S. pyogenes e S. aureus (Enright & Spratt, 1998; 1999). 

O grupo de Clarke e colaboradores (2001) investiu na semi-automação do MLST 

para ser implantado no serviço de referência para a vigilância epidemiológica na Escócia. 

Apesar de diminuir bastante o tempo de execução da metodologia, faz-se necessária a 

utilização de kits comerciais e de pessoal treinado para sua aplicação. Apesar de eficiente, 

este método ainda é muito caro e laborioso para ser implantado como rotina de vigilância 

em países em desenvolvimento ou subdesenvolvidos.  

Temos ainda disponíveis e recomendados pela Sociedade Européia de DM os 

seguintes alvos para tipagem: fetA, porA e o sequenciamento de outros genes, assim como 

porB, opa e penA que são também utilizados para tipagem de isolados de meningococo e 

aumentam o poder discriminatório da tipagem molecular (Jolley & Maiden, 2006; Fox et 

al., 2007). 
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1.7.3 Tipagem de Opa por PCR 

O desenvolvimento de metodologias que utilizam a PCR para a tipagem molecular 

tem sido amplamente utilizado para diversos microrganismos (Friedman et al., 1995; 

Giorgini & Taha, 1995; Guibourdenche et al., 1997). Estes métodos têm demonstrado 

excelentes resultados quando são utilizados para o estudo epidemiológico de surtos, já que 

as medidas de controle da disseminação da doença necessitam de uma resposta rápida. 

Como citado anteriormente, para ocorrer a colonização do epitélio da nasofaringe 

do hospedeiro pela bactéria, a mesma necessita do pili para sua fixação. Logo após, as 

formas patogênicas de Neisseria spp. tais como N. meningitidis e N. gonorrhoeae 

expressam uma família de proteínas de membrana externa, as proteínas Opa (Muenzner et 

al., 2000). Estas proteínas são capazes de mediar várias interações entre o patógeno e as 

células do hospedeiro incluindo o reconhecimento de receptores de célula de superfície 

humana, o engolfamento pelas células epiteliais e a fagocitose da bactéria (Dehio et al., 

1998; Virji et al., 1999). 

Atualmente, encontra-se disponível um banco de dados mundial de seqüências de 

opa de N. meningitidis, fundado pela Universidade de Oxford, para servir a comunidade de 

pesquisa. Sequências completas ou parciais dos genes que codificam estas proteínas podem 

ser analisadas pelo BLAST comparando-as com as sequências depositadas neste banco de 

dados (http://neisseria.org/nm/typing/opa/). 

A utilização de oligonucleotídeos que amplifiquem esta região do genoma do 

meningococo pelo método de PCR seria capaz de demonstrar as diferenças entre os 

isolados, facilitando ainda mais a tipagem molecular, reduzindo o custo e sendo de fácil e 

rápida execução. 
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1.7.4 Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) 

PFGE sem dúvida é o método mais utilizado para análise das diferenças 

encontradas em todo o cromossomo (Bygraves & Maiden, 1992; Yakubu & Pennington, 

1995; Bevanger et al., 1998; Popovic et al., 2001; Pérez-Trallero et al., 2002; Boras et al., 

2004; McEllistrem et al., 2004; Ferreira et al., 2006) seguido pela análise do DNA 

cromossomal com enzimas de restrição (Bjorvatn et al., 1984; Kristiansen et al., 1986; 

1992; Weis & Lind, 1996). Encontramos também os métodos baseados em um ou poucos 

elementos genéticos como o rep-PCR – reação em cadeia da polimerase de regiões 

palindrômicas extragênicas repetitivas do genoma (Woods et al., 1994; de Filippis & 

Vicente, 2005); o RAPD – Random Amplified Polymorphism DNA (Woods et al., 1996); 

análise de diferentes produtos de PCR através de RFLP – Restriction Fragment Length 

Polymorphism (Zhang et al., 1990; Kristiansen et al., 1995; Zhu et al., 1995). Com 

exceção do PFGE, nenhum destes outros métodos parece ter sido uma escolha de consenso 

para o estudo de surtos de DM.  

PFGE se baseia na resolução eletroforética de grandes moléculas de DNA após a 

digestão de todo o cromossomo bacteriano com endonucleases de restrição que clivam o 

genoma de forma pouco frequente (Nicolas et al., 1997), permitindo distinguir o surto de 

N. meningitidis entre isolados que foram relacionados pela tipagem sorológica (Popovic et 

al., 2001). A tipagem molecular conduz também à detecção do aparecimento de novos 

clones bacterianos (Taha & Alonso, 2008). 

Porém, as limitações deste método estão no tempo de execução da técnica, 

complexidade dos padrões gerados, custo de equipamentos e de material de consumo. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Surtos localizados de DM podem ocorrer, podendo evoluir a epidemias e/ou se 

disseminar por vários países ou continentes, constituindo pandemias (Caugant, 1998). 

Visto isso, o monitoramento da população bacteriana circulante, bem como estudos 

descrevendo os grupos clonais virulentos em circulação é fundamental para o 

entendimento da dinâmica de DM, fornecendo as bases epidemiológicas para as estratégias 

de controle em níveis regionais e mundiais (Stephens, 1999; Lemos, 2005). 

Devido à falta de consenso entre pesquisadores na escolha de métodos de custo 

acessível e com resultados de fácil interpretação e que sejam reprodutíveis para o estudo de 

surtos de DM, estamos propondo uma nova alternativa que, apresenta resultados 

promissores em sua fase inicial de padronização. 

O Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do RS, trabalhando em 

conjunto com o Centro de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CDCT), e Instituto 

de Pesquisas Biológicas – Laboratório Central de Saúde Pública do Estado (IPB-

LACEN/RS), ambos da FEPPS, contam com uma equipe de pesquisadores que tem como 

uma de suas principais metas, desenvolver e padronizar novas metodologias que possam 

auxiliar no diagnóstico e na caracterização de microrganismos causadores de doenças 

infecciosas. Esta equipe já disponibilizou a padronização de um método molecular, 

baseado em PCR, para o diagnóstico de meningite meningocócica (Baethgen et al., 2003) o 

qual foi implantado como rotina na Seção de Biologia Molecular do IPB-LACEN/RS. 

Além do diagnóstico para a confirmação de casos, é de fundamental importância 

para o Setor de Epidemiologia do Estado obter informações mais precisas a respeito da 

dinâmica de transmissão de N. meningitidis na população, além daquelas obtidas pela 
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caracterização fenotípica dos isolados. Levando esse aspecto em consideração, o nosso 

grupo realizou um estudo epidemiológico no período de 1995 a 2003, e a caracterização 

molecular de N. meningitidis por MLST (Baethgen et al., 2008). No período de 2003 a 

2005 investigou-se a alta prevalência de linhagens hipervirulentas de N. meningitidis e a 

emergência do clone W135:P1.5,2:ST-11, bem como a determinação da diversidade de 

tipos de PorA (Weidlich et al.,2008). 

Dessa forma, para o entendimento da transmissão da meningite meningocócica e 

caracterização de isolados da bactéria causadora desta doença, é muito importante o 

desenvolvimento e a padronização de um método de tipagem por PCR que contribua com 

as análises epidemiológicas referentes a surtos, avaliando sua aplicação diretamente em 

amostras clínicas ou isolados de cultura de pacientes com DM. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Esse projeto tem como objetivo geral padronizar e validar um método de tipagem 

molecular, que utiliza a amplificação do gene opa por PCR, para caracterização de isolados 

de N. meningitidis através de sua comparação com os métodos de Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE) e Multilocus Sequence Typing (MLST). 

3.2 Objetivos específicos 

1. Organizar um banco de isolados de meningococo de pacientes do Rio Grande do Sul 

que será analisado através de testes bioquímicos e imunológicos, convencionalmente 

utilizados para a caracterização microbiológica; 

2. Analisar todos os isolados pela técnica de PCR que utiliza a amplificação do gene opa; 

3. Verificar a distribuição clonal dos isolados e compará-los com os dados da literatura; 

4. Caracterizar os isolados considerados clonais pela técnica de PCR através de MLST 

para confirmar a sua clonalidade; 

5. Identificar os fatores de risco para a infecção causada por N. meningitidis; 

6. Comparar os resultados obtidos pelas novas metodologias com aqueles obtidos pelos 

métodos de tipagem sorológica; 

7. Avaliar a utilidade da metodologia de PCR a ser desenvolvida e padronizada como 

método molecular de tipagem tanto para amostras clínicas quanto para cultura; 

8. Comparar os resultados obtidos pelo método de tipagem por PCR com aqueles obtidos 

pelo PFGE e MLST visando validar a relação epidemiológica dos isolados. 
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4  MANUSCRITO: Rapid Molecular Typing Method for Detection and 

Characterization of Neisseria meningitidis Outbreaks 

 

O manuscrito apresentado a seguir como corpo principal desta dissertação encontra-

se em fase de correção. Descreve uma nova metodologia para tipagem molecular de 

isolados de N. meningitidis como alternativa para caracterização de surtos em um pequeno 

número amostral e curto período de tempo. Esta metodologia utiliza um PCR multiplex 

para amplificação do gene opa, sendo que os primers foram projetados com base nas 

regiões conservadas e hipervariáveis do gene opa de N. meningitidis. A técnica foi 

denominada VSS-PCR (Variable Site Specific-PCR), sendo uma alternativa de baixo custo 

e extremamente viável para a sua aplicação nos laboratórios de rotina. Esta metodologia foi 

comparada com a técnica de PFGE que é utilizada para analisar microevoluções dentro de 

uma localização geográfica e o MLST que examina a genética evolutiva de longo prazo ou 

a epidemiologia global, para a análise das variações genéticas nos isolados circulantes na 

população. 

Todo o trabalho de padronização do método proposto, descrito no artigo foi 

executado pelo primeiro autor. Os dados utilizados para comparação de resultados deste 

trabalho fizeram parte da tese de doutorado de Ludmila F. Baethgen. Trabalhando como 

aluna de aperfeiçoamento científico, participei integralmente de todas as metodologias 

desenvolvidas pelo grupo da meningite. A confecção dos primers utilizados no VSS-PCR 

foi realizada na Escola de Saúde Pública – UC Berkeley por Ludmila F. Baethgen 

juntamente com Binh Diep sob a orientação do Prof. Lee W. Riley. 
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ABSTRACT 

Molecular typing is important for surveillance and control of meningococcal disease 

epidemics and outbreaks, helping in the design of preventive strategies. The methods 

available for typing of meningocci are very accurate but still very expensive and time 

consuming to be used in large scale such as in outbreaks, especially in developing 

countries. The objective of this study is to standardize a molecular typing method for 

characterization of N. meningitidis isolates, based on the amplification of opa genes by a 

multiplex PCR, the Variable Site Specific-PCR (VSS-PCR). A total of 75 meningococcal 

isolates were obtained from the collection of IPB-LACEN/RS, a reference laboratory from 

Rio Grande do Sul State. The samples were used for the standardization of PCR conditions 

and DNA detection by VSS-PCR. The results were compared to those obtained by MLST 

and PFGE. VSS-PCR identified 51 different DNA patterns, included in 14 clusters, PFGE 

identified 35 different band patterns, included in 5 clusters and MLST identified 24 STs. 

The discriminatory power of VSS-PCR was 0.984, while PFGE was 0.979 and MLST was 

0.928. Intermediate or full resistance to penicillin was identified in 14.6% of all 

meningococci isolates analyzed. ST-461 (p = 0.001) and ST-32 (p = 0.042) were more 

likely to be associated with penicillin resistance when compared to other STs. In 

conclusion the VSS-PCR method showed an accurate response for epidemiological studies 

and an excellent discriminatory power. After its validation, the test could be used as a 

screening method for the characterization of isolates associated with meningococcal 

disease outbreaks, to distinguish clones associated with full/moderate penicillin resistance 

and to distinguish hypervirulent lineages. 

 

 

Keywords: Neisseria meningitidis, epidemiology, molecular characterization 
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INTRODUCTION 

 Meningococcal disease (MD) has repeatedly caused outbreaks and endemic disease 

and represents a major life-threatening communicable infections worldwide (Achtman, 

1995; Baethgen et al., 2008; Taha & Alonso, 2008; Weidlich et al., 2008). MD is an 

important cause of morbidity and mortality worldwide (Manchanda et al., 2006; Maiden, 

2006). Excluding epidemics, at least 1.2 million cases of bacterial meningitis are estimated 

to occur each year and 135,000 of these patients die. Approximately 500,000 of the cases 

and 50,000 deaths are due to the meningococcus. In nonepidemic conditions, 

meningococci cause 10-40% of cases of purulent meningitis (WHO, 1998). 

In Brazil, different epidemic periods of meningococcal disease (MD) have been 

reported and documented in the last 80 years (Lemos et al., 2007). In the 70’s and 80’s 

outbreaks occurred in several cities due to serogroups A and C (Brasil, 2005; Baethgen et 

al., 2008). From 1990 to 2001, the serogroup B was the most common isolated (Lemos et 

al., 2006) and from 2003 to 2005 an increase in serogroup C prevalence was observed 

(Lemos et al., 2007; Baethgen et al., 2008; Weidlich et al., 2008). 

Epidemics and/or outbreaks surveillance and control require careful identification 

and fine molecular typing to help and adapt any preventive strategy (Taha & Alonso, 

2008). With this aim, several typing methods have been applied to the meningococcus 

isolates worldwide, such as (i) pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Bygraves & 

Maiden, 1992; Popovic et al., 2001), (ii) multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) 

(Caugant et at., 1986) and (iii) multilocus sequence typing (MLST) (Maiden et al., 1998).  

The first one has proved to be useful for outbreak strains emerging that can be 

clonal in nature and reappear repeatedly over long periods of time and large geographic 

areas (Achtman, 1995; Morelli et al., 1997; Caugant, 1998). The other typing methodos 

especially MLST, have been applied to surveillance studies and have demonstrated the 

existence of distinct phylogenetic groupings (termed lineages, or clonal complexes), which 

are responsible for the large majority of MD worldwide (Maiden et al., 1998; Bille et al., 

2008). These methods were highly reliable but very expensive and time consuming to be 

applied as a screening method during outbreaks, especially in developing countries.  

In an attempt to provide an alternative method we have chosen to develop a PCR 

typing method that is based on the Opa adhesins. These adhesins play a major role in 

interactions with mucosal epithelia and endothelia and have been implicated in 
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meningococcal virulence (Hauck & Meyer, 2003; Callaghan et al., 2006). The variable 

sequences of these proteins correspond to three of four putative extra loops that extend 

from the surface of the bacterium and are consequently available for interaction with host 

molecules (Malorny et al., 1998; de Jonge et al., 2002; Virji, 2009). 

Opa proteins are subject to phase variation, or reversible on-off switching. Phase 

variation results from reading frame alterations caused by changes in the number of 

pentameric nucleotide repeats (CTCTT) found in the signal peptide-encoding region of opa 

genes (Stern & Meyer, 1987). Antigenic variation occurs as a consequence of varying 

expression from multiple opa loci in the bacterial chromosome encoding protein family 

members with different antigenic characteristics. Most of the differences between loci 

occur in two hypervariable (HV1 and HV2) regions and a semivariable (SV) region 

encoding the N-terminus of the mature Opa, with the remaining regions of the genes being 

highly conserved (Aho et al., 1991; Connell et al., 1988). 

Such changes in one or a few loci within a clonal population are referred to as 

microevolution. The distribution of sequences present in hypervariable (HV) regions of the 

opa genes suggests that duplication of all or part of opa genes into other opa loci changed 

the repertoire of Opa proteins that could be expressed. Additional variability in this gene 

family appears to have been introduced by horizontal exchange of opa sequences from 

other meningococcal strains and from N. gonorrhoeae (Hobbs et al., 1994). 

In this work we have standardized and validated a method of molecular typing, 

which uses the amplification of the gene opa by a multiplex PCR, for characterization of 

isolates of N. meningitidis from Rio Grande do Sul State. The strains were isolated from 

patients in the network of Public Health of Rio Grande do Sul, making possible the 

analysis of genetic variations in isolates circulating in the population. 
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MATERIALS AND METHODS 

Study Location. The cultures were taken from the Bacteriology Section, Institute of 

Biological Research – Reference Laboratory of Rio Grande do Sul (IPB-LACEN/RS). The 

tests for meningococcal disease case confirmation by biochemical and serogroup 

identification, and penicillin susceptibility evaluation were carried out at IPB-LACEN⁄RS. 

The culture positive cases were identified as gram-negative diplococci on the basis of 

growth characteristics, oxidase and catalase positivity. The viable isolates were submitted 

to Bacteriology Section of Instituto Adolfo Lutz (IAL), National Reference Center for 

Meningitis for serosubtyping. The molecular characterization was performed at Centro de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico da Fundação Estadual de Produção e Pesquisa 

em Saúde (CDCT/FEPPS) and Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (CBiot-UFRGS). 

Study Type. This retrospective study included the analysis by conventional and molecular 

characterization (PCR typing, MLST and PFGE) of biological samples (culture isolates or 

cerebrospinal fluid) from 2004 to 2008 year period. We also applied PFGE 

characterization in meningococci isolates from the year 2000, previously studied by our 

group (Baethgen et al., 2008) for comparison.  

Bacterial Strains. In this study we have analyzed 56 N. meningitidis isolates obtained 

from culture of cerebrospinal fluid (CSF) or blood of cases of meningitis and/or septicemia 

reported in epidemiological years 2000, together with other 19 isolates and clinical 

specimens from 2004 to 2008. The reference strain M5741 (B:4,7:P1.19,15), donated by 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) was used to standardize MLST and 

VSS-PCR technique in the laboratory. 

Serological Typing. The serogroups were confirmed by slide agglutination kit, with 

monoclonal antisera for serogroups A, B, C, W135 and Y (Pastorex® Meningitis- Bio-Rad, 

France). Isolates were serotyped and serosubtyped by dot-blotting of cell suspensions with 

extended panel of monoclonal antibodies (mAbs) (Wedege et al., 1990, Lemos et al., 

2006). 

Susceptibility to Penicillin. Penicillin MICs for isolates were determined by E-test® (AB 

Biodisk, Solna, Sweden) strips on Mueller-Hinton agar supplemented with 5% sheep blood 

and incubating at 37°C under 5% CO2. Results were interpreted using the following MIC 
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breakpoints, recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

performance standards: susceptibility to penicillin (Pens), ≤0.06 µg/ml; intermediate 

resistance (PenI), >0.06 to 0.25 µg/ml; resistance (Penr), ≥0.5 µg/ml (CLSI/NCCLS, 2009). 

Nitrocefin® (Glaxo Research 87/312, Oxoid Ltd., Basingstoke, England) was used to test 

all isolates for β-lactamase production. 

MLST. The PCR amplification of seven housekeeping genes (abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, 

pdhC and pgm), followed by sequencing of the products obtained by amplification was 

applied to characterize the isolates. The differences in the sequences were analyzed using 

software available on the Internet (http://pubmlst.org/neisseria/) that enables the 

determination of profiles. MLST characterization was performed in isolates of N. 

meningitidis from 2004 to 2008 period, and was compared to the first year of non-epidemic 

MD in RS (year 2000) from the IPB-LACEN/RS collection, as previously described by 

Baethgen et al. (2008). The chromosomal DNA was extracted by boiling a suspension of 

colonies incubated overnight on chocolate agar at 37°C in 5% CO2. Protocols and primers 

used for amplification and sequencing of seven genes are listed on the MLST website 

(http://neisseria.mlst.net). PCR products were purified by standard method polyethylene 

glycol/ethanol as indicated on the MLST website. The sequencing reactions were 

performed using the DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit and the products were analyzed 

in a MegaBACE 1000 DNA analysis system (GE Healthcare Life Sciences). 

MLST analysis. The forward and reverse sequences were analyzed using the STADEN 

package. Nucleotide sequences with Phred values >20 were considered for analysis. 

Sequences were submitted to Neisseria MLST website to assign sequence types (STs) and 

clonal complexes (Jolley et al., 2004). 

PFGE. Molecular subtyping was done by PFGE as previously described by Popovic et al. 

(2001). Briefly, the meningococcal isolates were stored at -70°C in trypticase soy broth 

with 30% glycerol and subcultured on chocolate agar at 37°C in a 5% CO2 incubated 

overnight. The bacteria were removed from the plates to tubes containing 7 mL of BHI 

and incubated at 37°C in a 5% CO2 overnight. Using a spectrophotometer, the optical 

density of the bacterial cell suspensions was adjusted to 1.3 at 610 nm. An equal 

volume of the suspension was mixed with 1.2% Agarose Pulsed Field Certified (BioRad), 

pipetted into a plug mold, and allowed to solidify. The plugs were placed in a lysozyme 

lysis buffer solution (1 mg of lysozyme per ml, 50mM sodium chloride, 0.2% sodium 
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deoxycholate, 0.5% sodium lauryl sarcosine, 10 mM Tris-Cl [pH 7.2]) at 37°C for 2 hours. 

The lysozyme lysis buffer was replaced with 1 mg/mL proteinase K (50 mM EDTA, 1% 

sodium lauryl sarcosine) buffer, and then placed in a 56°C bath overnight. The plugs were 

then washed six times for 30 min each time with 3 mL of TE buffer (1 mM EDTA, 10 mM 

Tris-HCl [pH 8.0]), washed once with the appropriate restriction endonuclease buffer for 1 

hour, and incubated at 37°C for 2 hours with Bglll restriction enzyme. A 1% agarose gel 

was made and poured into a mold with the slots into which the plugs were placed, and then 

sealed into place with agarose. The gel was then placed in the clamped homologous 

electric fields CHEF-DR® II Pulsed Field Electrophoresis Systems (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, Calif), and was run with switch times of 4 to 40 seconds for 21 hours, at 5,6 volts 

per minute. 

PCR Typing Method. The method based on amplification by PCR was developed and 

standardized with primers based on the opa gene. The multiplex PCR was designed with 

oligonucleotides based on differences between the sequences of the gene already published 

in GeneBank for different isolates of N. meningitidis. The primers and their sequences are 

as follows: LB01, 5’- GTGCGCATTCCATCCAC-3’; LB02, 5’- 

GTTACAGAAAATGGAAAGAAAG-3’; LB03, 5’- ATGGGCGTGGAAGCTG-3’; 

LB04, 5’- CAAACTCAACGATAAATTCGA-3’; LB05, 5’- TCTTTGACAGGGCCTCC-

3’; LB06, 5’- TGATAGGCGTTTTGCG-3’.  

The PCR amplification mixture contained a 4 µl aliquot of extracted DNA solution and a 

reaction mixture containing 0.5 pmol of primers, 200 µM of each deoxynucleoside 

triphosphate, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 2.5mM MgCl2, and 0.5 U of Taq 

polymerase (Cebiot; UFRGS, Brazil). The reactions were performed with an automated 

thermal cycler (PTC 100 Thermal Cycler, MJ Research). DNA samples were denatured by 

incubation at 94˚C for 2 min before amplification for 35 cycles of denaturation at 94˚C for 

1 min, primer annealing at 57˚C for 1 min, and primer extension at 72˚C for 1 min were 

followed by an elongation step at 72˚C for 1 min. The amplified product was analyzed on 

an 8% polyacrylamide gel stained with GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc) and 

visualized by UV. Gel images were captured on a Gel Doc 2000 imaging system (Bio-Rad, 

Hercules, Calif.). The patterns of fragments were analyzed visually and with the software 

Gel Compar (version 4.1; Applied Maths, Kortrijk, Belgium). The epidemiological 
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relationships of these isolates, analyzed by this approach were compared to those obtained 

by PFGE and MLST.  

PFGE and VSS-PCR analysis of the results. Restriction profiles were analyzed using 

GelCompar software (version 4.1; Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Dendrograms were 

created using the unweighted-pair group method with arithmetic averages. The banding 

patterns were analyzed with the Dice coefficient. This was congruent with a similarity 

index of approximately 80%. PFGE and VSS-PCR types were therefore defined as two or 

more isolates sharing ≥80% similarity on the dendrogram. An arbitrary number was 

assigned to each type. 
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RESULTS 

Among the 75 viable isolates analyzed by MLST, 24 STs were identified, including 

a new one called ST-7403. Database analysis grouped the isolates into eight clonal 

complexes and three single STs. Among the serogroup B, eleven different STs were 

detected, belonging to the ST-32/ET-5 complex, one belonging to the ST-103 complex, 

and one belonging to the ST-461 complex. Among the serogroup C isolates, three STs 

belonged to ST-103 complex, one to the complex ST-8, and one to the ST-5726. Serogroup 

Y strain belongs to the ST-23 complex/Cluster A3. Two serogroup W135 isolates 

belonging to the ST-11 complex were observed (Table 1). The MLST identified 20 types 

and the ST-33, 103, 461 and 259 were the most frequently found. Isolates characterized as 

ST-461 were associated with resistance to penicillin. 

Among the 47 isolates analyzed by PFGE, we identified 35 different band patterns, 

forming at least 5 clusters with the number of fragments ranging from 9 to 19 per isolate. 

The patterns assigned to the most common type, grouping 11 isolates from different 

patients with approximately 80% similarity. Six isolates showed unique patterns.  

Comparing MLST to PFGE results, the ST-33 was divided into 4 distinct types 

(cluster A), while the ST-259 was divided into 4 types (E, E1, E2, E3 and E4). Isolates of 

ST-103 were grouped in the cluster C, divided into types C, C1 and C2, as well as the ST-

461, cluster B (B, B1, B2, B3 and B4), while the ST-11 formed a single cluster (D) (Figure 

1). 

From the 75 viable isolates analyzed by VSS-PCR, we identified 51 different 

fragment patterns, forming 14 clusters with at least 2 isolates each. The number of 

fragments ranged from 3 to 12 per isolate. Patterns assigned to the cluster A were the most 

common, grouping 13 isolates from different patients with approximately 80% similarity, 

12 characterized as ST-33 and one as ST-2400. Nine isolates showed unique patterns. It 

was possible to distinguish the isolate group belonging to clonal complex ET-5/ST-32 from 

the other hypervirulent groups. 

The ST-33 was divided into 8 different types (cluster A and C) while the ST-259 

was divided into 5 (cluster B). The isolates of ST-103 were grouped in the cluster D, into 

types D, D1, D2 and D3, as well as the ST-461, cluster L (L, L1, L2, L3, L4, L5 and L6), 

as well as the ST-11, cluster I. The two isolates from the same patient, an isolate from 
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blood culture (RS278/00) and the CSF culture (RS282/00) did not show any pattern 

difference, and we have classified as cluster H (Figure 2). 

From the other 19 isolates the VSS-PCR for liquor samples was also applied and 

we identified 14 distinct patterns, with 4 to 13 fragments per isolate. The isolates of ST-

461 were grouped into a cluster, into types A, A1, A2 and A3. Eleven isolates had unique 

patterns that were not grouped in any cluster. The ST-259 was divided into 2 distinct types 

(restricted to cluster C), while the ST-11 was restricted to cluster B (Figure 3). 

It was possible to determine the discriminatory power of the methods in the 

population of the isolates from RS. Considering that VSS-PCR generated 51 distinct 

patterns, the MLST generated 29 distinct types and the PFGE 35 distinct types and that the 

most frequent type by VSS- PCR grouped 7 isolates of type A (10.6%), the MLST grouped 

17 isolates of ST-33 (22.7%) and PFGE grouped 5 (10.6%) isolates of the cluster A, it was 

possible to determine the discriminatory power of the methods in this population sample. 

Using Simpson's index of diversity (Hunter & Gaston, 1988), the discriminatory power of 

VSS-PCR were 0.984, the MLST were 0.928, while the PFGE were 0.979, as in table 2. 

Isolates with reduced susceptibility or resistant to penicillin- Of the total of 75 

isolates tested from 2000 and from 2004 to 2008 years, 14 (18.7%) showed intermediate or 

full resistance to penicillin. STs and the phenotypes involved in the reduction of 

susceptibility were: 1 isolate B:4,7:P1.19,15 (ST-32), 1 isolate B:15:P1.7,16 (ST-32), 1 

isolate with phenotype B:19:P1.7,16 (ST-32), 4 isolated B:4,7:P1.19,15 (ST-33), 1 isolate 

with phenotype B:4,7:NST (ST-33), 2 isolates with phenotype B:19.1:P1.19 (ST-461) and 

3 isolates B:19.1:NST (ST-461). Only one isolate with phenotype B:19.1:NST (ST-461) 

showed resistance to this drug. The presence of reduced susceptibility to penicillin in 

clones ST-461 and ST-32 proved to be statistically significant (p = 0.001 and p = 0.042, 

respectively), when compared to other clones. None isolate showed activity to 

chromogenic ß-lactamase. 
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Table 1. Correlation among MLST and serotyping results 
and their frequency on 75 N. meningitidis isolates from 
RS from year 2000 and 2004 to 2008. 
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Fig.1: Dendrogram produced by the software GelCompar of the samples analyzed by PFGE. Thirty-
five distinct electrophoretic types were determined and designated A to N. The dot delimits the clones 
associated with the clonal complex ET-5/ST-32.  
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Fig. 2: Dendrogram produced by the software GelCompar of the samples analyzed by VSS-PCR. 
Fifty-one distinct electrophoretic types were determined and named A to X. The dot delimits the 
clones associated with clonal complex ET-5/ST-32. 
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Table 2. Discrimination indexes for some N. menigitidis typing methods 

Method  Nº of isolates  Nº of types  Size (%) of major type Discrimination index 

MLST 75 29 17 (22.7) 0.928 

PFGE 47 35 5 (10.6) 0.979 

VSS-PCR 75 51 7 (9.3) 0.984 
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Fig.3: Dendrogram produced by the software GelCompar of the clinical samples analyzed by VSS-
PCR. Nineteen distinct electrophoretic types were determined and designated A to N. 
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DISCUSSION 
The population structure of N. meningitidis is complex, with the rate of its 

diversification varying considerably. For the serogroups B and C meningococci, which 

diversify relatively rapidly, PFGE, ribotyping, RAPD, MLEE and other PCR-based 

methods can be applied in localized outbreaks. However, other methods (e.g., MLEE and 

MLST) are necessary Whether an evaluation of long-term or global epidemiology of 

meningococci is required (Yakubu et al., 1999).  

Through the analysis of the results generated by the serological typing of 75 

isolates of meningococcus in the studied period, there was a wide diversity of serotypes 

and serosubtypes among serogroups B (89%) and C (7%) isolates, although only some of 

them are prominent. The high level of genetic diversity among the serogroup B isolates 

indicates that the meningococci have multiple clonal origins and that strains within a 

clonally related group are derived from genetic variation during clonal expansion (Yang et 

al., 2007). 

In this work we describe the development and implementation of a rapid strain 

typing method based on PCR that may assist outbreak investigations by distinguishing 

between sporadic and outbreak-associated strains of N. meningitidis. The results showed a 

good correlation to the data obtained by MLST and PFGE, the reference techniques for 

epidemiological studies of meningococci.  

Both the VSS-PCR and the PFGE showed a confineable discrimination between the 

samples of the ST-32/ET-5 complex. The number of fragments generated by PFGE varied 

from 9 to 20 and the VSS-PCR varied from 3 to 12, which considerably making the 

analysis easier, both visually or by software. 

The STs found between the years 2004 to 2008 are similar to those reported in 

2000, except the following STs: ST-5707, ST-3780, ST-11, ST-6354, ST-303, and one new 

ST (ST-7403). 

Weidlich et al. (2008) showed that 74% of the isolates belonged to 3 hypervirulent 

lineages, being the ST-32 complex (52%) the most prevalent. In this study, fifty-one of the 

isolates (68%) belonged to 5 hypervirulent lineages: ST-32/ET-5 complex, ST-23/Cluster 

A3 complex, ST-11/ET-37 complex, ST-41/44 complex/lineage 3, and ST-8/cluster A4, 

associated with some of the most endemic and epidemic meningococcal disease of the 



________________________________________________________________________________________Manuscrito 

 
61 

latter half of the 20th century. ST-8 complex is related to the hypervirulent lineages and 

have been responsible for a significant proportion of serogroup C disease worldwide 

because both express related PorA and PorB proteins (class 2), and the founder STs share 

three alleles at seven loci analyzed in the MLST scheme (Claus et al., 2003).  

In this study we have obtained one isolate belonging to the ST-41/44 

complex/lineage III that is known as the responsible for increased incidence of 

meningococcal serogroup B disease in The Netherlands and other European countries after 

1982 (Caugant et al., 1990; Scholten  et al., 1994). Most hypervirulent clone complexes 

(ST-32 and ST-41/44) and the persistence of the clonal complex ST-11 related to major 

epidemics worldwide, especially in Africa (de Filippis & Vicente, 2005). Another 

important issue that should be taken into account is the possible spreading of strains of the 

ST-11/ET-37 associated to the ET-15 variant in South American countries, which should 

be tracked because this hypervirulent clone has been detected in Canada in 1986 (Ashton et 

al., 1991) spreading to several countries (Krizova & Musilek, 1995; Pollard et al., 2004). 

This clone is known to be responsible for high fatality rates (Mayer et al., 2002; Kriz, 

2004; Pollard et al., 2004), and so far, it is restricted to the northeast region of Brazil (de 

Filippis & Vicente, 2005).  

As described previously by Baethgen et al. 2008, only 3 cases of phenotype P1.5,2 

were identified between 1995 and 2003, but all occurred before the year 2000. According 

to the study of Weidlich et al. 2008, the ST-11/ET-37 complex was the third most 

prevalent clone found in RS during the 2003 and 2005 period (14% of isolates). The 

significant increase in the number of serogroup W135 cases in RS may be related to the 

emergence of the hypervirulent clone W135:P1.5,2: ST-11. 

In addition, the emergence of a new clone complex found only in Brazil, ST-639, 

genetically related to the ST-32/ET-5 complex, may potentially spread to other countries of 

Latin America, among the susceptible population, changing the epidemiological pattern of 

meningococcal disease in these countries (de Filippis & Vicente, 2005). In this study we 

have found two isolates belonging to ST-639 and these data confirm the high prevalence 

and diversity of serogroup B strains in Brazil, as previously reported (Sacchi et al., 1994, 

1998; de Filippis et al., 2004), mainly when it is genetically related to the ST-32/ET-5 

complex.  
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The two isolates from the year 2006 belonging to the ST-461 serogroup 

B:19.1:P1.19 were from the same hospital. The VSS-PCR technique revealed that they 

belong to the same cluster L (Fig. 2). The same occurred to samples from 2005 belonging 

to the same ST (B:19.1:NST) and belonging to the same PFGE pattern (cluster B) (Fig. 1). 

Both short-term and long-term epidemiological studies depend on reliable typing 

methods which can be used to determine whether bacteria spread between individuals 

(Vogel et al., 1998). Hospital practices, such as administration of antibiotics prior to 

collection of CSF, can generate results of false-negative cultures. However, this may be 

reduced by the inclusion of probable cases based on clinical criteria, since this use of the 

VSS-PCR directly in clinical specimens should facilitate the analysis of these samples. 

The new PCR method showed an accurate epidemiological response, provided the 

care and limitations related to the methods based on PCR are observed. Also, the technique 

has low operational cost and easy implementation and interpretation. VSS-PCR showed an 

excellent discriminatory power and further validation may be used primarily for the 

characterization of isolates associated with outbreaks of DM. The method for typing of 

strains circulating in RS state was able to discriminate the isolates, including the 

differentiation of clones associated with moderate resistance to penicillin.  

VSS-PCR has several advantages over PFGE for strain typing of bacterial 

pathogens. VSS-PCR is less labor intensive, safer, cheaper, more rapid, and has equal or 

better discriminatory power when compared to PFGE. The discriminatory power of VSS-

PCR and PFGE were nearly equivalent in our comparison analyses, 0.984 and 0.979, 

respectively. VSS-PCR seems to have slightly better resolution for separating unrelated 

clusters of meningococcal isolates. VSS-PCR described here allows determination within 2 

days after colony isolation and could readily be implemented in most laboratories for this 

purpose. Informed decisions on whether to offer prophylactic therapy to unrelated contacts 

could then be reached. 

VSS-PCR was found to be inexpensive, safe, rapid, and relatively easy to perform, 

and would be a useful tool for public health officials in future outbreak investigations of 

meningococcal disease. Efforts are underway to explore the applicability of VSS-PCR to 

the typing of meningococci directly from clinical specimens. 
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5 DISCUSSÃO 

Estratégias de vigilância em saúde pública são de fundamental importância para o 

controle de DM, visto que esta doença pode provocar epidemias. Para isso, são necessários 

estudos epidemiológicos, moleculares e genéticos para a caracterização detalhada do 

meningococo e da população atingida por esta enfermidade. Estes estudos apresentam 

várias limitações e permanecem como um desafio na prática clínica. Com isso, a busca de 

novos métodos moleculares tem sido o objetivo de pesquisadores da área da saúde para que 

possam aperfeiçoar e facilitar a sua aplicabilidade em casos de pacientes infectados e com 

suspeita de envolvimento em surtos. Assim, o objetivo principal deste estudo foi 

padronizar um método de tipagem molecular para caracterização de isolados de 

N. meningitidis, que utiliza como alvo a amplificação do gene opa e validá-lo através da 

comparação com outros dois métodos, já bem aceitos (MLST e PFGE), que analisam as 

variações genéticas dos isolados circulantes na população. 

Uma gama de técnicas de tipagem molecular está disponível para auxiliar em 

investigações epidemiológicas de DM. Elas servem para determinar a afinidade genética 

entre as cepas. Entretanto, métodos baseados na PCR utilizados para a detecção e tipagem 

do DNA de espécimes clínicos meningocócicos mostram bom potencial. PFGE e outros 

métodos baseados em PCR são úteis para a identificação de micro-variações necessárias 

para distinguir entre cepas circulantes dentro de uma localização geográfica, podendo 

revelar pequenas diferenças entre cepas relacionadas. O MLST é um método altamente 

conservador de genotipagem, baseado em sequências de genes constitutivos 

(housekeeping), sendo um método padrão para estudar populações bacterianas, facilitando 

assim a epidemiologia em nível mundial examinando sua genética evolutiva ao longo do 

tempo (Morelli et al., 1997; Nicolas et al., 1997; Vogel, 1998; Yakubu et al., 1999). 
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Pelo fato do VSS-PCR ser um método de PCR multiplex, algumas limitações 

devem ser observadas, como a concentração dos primers e do DNA, e o tempo de 

eletroforese, devendo ser mantida a regularidade na execução do método, bem como a 

utilização de reagentes do mesmo lote, pois estes fatores podem influenciar nos padrões 

obtidos. A utilização de uma cepa controle é de grande importância, pois o padrão de 

fragmentos obtidos deve se repetir em cada experimento. Não sendo observados 

criteriosamente estes detalhes, a caracterização dos demais isolados pode acarretar em um 

padrão de fragmentos inadequados e, conseqüentemente, levar a uma interpretação 

incorreta dos resultados. 

Na técnica de PFGE as condições de eletroforese foram escolhidas para a separação 

de fragmentos entre 10 e 340 kb. Fragmentos abaixo de 8 kb podem escapar da detecção de 

fluorescência devido à sua baixa intensidade e não foram utilizados para a interpretação. 

Embora PFGE seja altamente adequado para diferenciar bactérias quase idênticas em 

número limitado de cepas, é pouco adequado para elucidar as relações entre um grande 

número de bactérias menos relacionadas (Nicolas et al., 1997), sendo um método de 

tipagem muito sensível à caracterização de microevoluções genéticas. 

Tanto a curto e longo prazo estudos epidemiológicos dependem de métodos de 

tipagem confiáveis que podem ser utilizados para determinar as bactérias circulantes entre 

os indivíduos. Um método de tipagem de N. meningitidis deve ter uma elevada capacidade 

discriminatória e reprodutível. O VSS-PCR apresentou um maior poder discriminatório de 

(0,984) quando comparado aos demais métodos utilizados. Isto era teoricamente esperado, 

uma vez que está baseado em um gene, que apresenta regiões hipervariáveis, enquanto que 

o MLST apresentou um índice discriminatório inferior (0,928), por ser baseado na análise 

de genes constitutivos da bactéria, estando menos sujeitos a variações, conforme descrito 
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anteriormente. Já o PFGE apresentou um índice discriminatório superior ao do MLST 

(0,979), porém quando aplicado a grandes coleções de isolados, seus resultados se tornam 

complexos para elucidar relações epidemiológicas. 

Tanto as técnicas de VSS-PCR e o PFGE mostraram uma boa diferenciação dos 

isolados pertencentes ao complexo clonal ST-32/ET-5, dos isolados dos demais 

complexos. O número de fragmentos gerados por PFGE variou de 9 a 19 e pelo VSS-PCR 

variou de 3 a 12 fragmentos por isolado, o número reduzido de fragmentos facilita a 

interpretação dos resultados. 

O estudo de caracterização de suscetibilidade à penicilina demonstrou uma taxa de 

18,7% de isolados PenI  e PenR  nenhum isolado apresentou associação com a produção de 

β-lactamase. A fita de E-test® (AB Biodisk, Suécia) apresenta a concentração de 

0,094µg/ml, um valor intermediário entre o que é considerado sensível e o que é 

considerado moderadamente resistente pelo CLSI/NCCLS (2009). Mastrantonio et al. 

(2003), utilizando este mesmo método consideram os valores de CIM >0.06–1 µg/mL 

como isolados moderadamente resistentes à penicilina. Portanto, se considerarmos este 

último critério, a taxa de isolados moderadamente resistentes à penicilina é de 28%. Em 

outros países as taxas de isolados com diminuição da suscetibilidade à penicilina variam de 

0 a 24,6% (Gottfredsson et al., 2006; Ferreira et al., 2006). 

Dos nove isolados caracterizados como ST-461, seis (66,6%) apresentaram valores 

de CIM compatíveis com suscetibilidade intermediária ou plena à penicilina. Esta 

associação demonstrou ser estatisticamente significativa (p = 0,001) quando comparada à 

ocorrência de suscetibilidade reduzida nos demais clones.  
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O VSS-PCR foi capaz de discriminar adequadamente os isolados distinguindo os 

clones pertencentes às linhagens hipervirulentas, inclusive os isolados PenI. A atenção é 

impulsionada pelo conceito de que cepas PenI podem ainda estar em evolução e em 

processo de aquisição de novas alterações no gene penA, antecipando o surgimento de 

cepas resistentes, como observado para S. pneumoniae e N. gonorrhoeae (Spratt, 1988). Na 

Itália, antes de 2002, meningococos PenI representaram 7,5% dos isolados, mas, desde 

então, a percentagem aumentou significativamente (para 27,4%) com a presença do 

fenótipo C:2b:P1.5 (Stefanelli et al., 2004). Em Portugal, nos anos de 2001 e 2002 foi 

demonstrado que 27,5% dos isolados PenI estão relacionados com o fenótipo C:2b:P1.2,5 

(Ferreira et al., 2006). Em Cuba, no período de 1993 a 1999, 22,5% dos casos de DM pelo 

fenótipo B:4:P1.15 apresentaram suscetibilidade reduzida à penicilina (Sosa et al., 2001). 

Pelo MLST obtivemos cinco STs mais freqüentes (68%), ST-33 (n=18; 24%), ST-

259 (n=12; 16%), ST-461 (n=9; 12%), ST-103 (n=7; 9%) e ST-32 (n=5; 7%). Sendo o 

mais prevalente o complexo clonal hipervirulento ST-32/ET-5 (n=46; 61%). Outro estudos 

também confirmaram como sendo este o complexo mais prevalente encontrado desde 1992 

no mundo. Cepas do complexo foram espalhando-se globalmente, como no Reino Unido, 

onde a circulação de pelo menos 3 STs deste complexo foram relatados (Bygraves et al., 

1999).  

Neste estudo 68% dos isolados pertencem a linhagens hipervirulentas, dentre os 

isolados do complexo ST-32/ET-5, o ST-33 foi o tipo mais comum encontrado no RS, 

seguido pelo ST-259, e depois pelo complexo ST-23/ClusterA3, ST-11/ET-37, complexo 

ST-41/44(linhagem 3), e ST-8 (cluster A4), os quais foram associados com algumas das 

principais endemias e epidemias de DM na segunda metade do século 20. Segundo o 
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estudo de Weidlich et al. (2008) 74% dos isolados pertenciam a 3 linhagens hipervirulentas 

entre 2003 a 2005, sendo também o complexo ST-32/ET-5 (52%) o mais prevalente.  

O complexo ST-103 tem estado presente em São Paulo (SP) desde 1989 e tornou-se 

associado ao sorogrupo C na epidemia de 2000, onde foram encontrados apenas quatro 

diferentes STs entre sorogrupo C do complexo ST-103 de cepas isoladas em SP (Lemos et 

al., 2007). Cepas isoladas do sorogrupo C de áreas onde a doença é endêmica ou de surtos 

geralmente pertencem aos complexos ST-11 ou ST-8 (Maiden & Stuart, 2002). O 

complexo ST-8 foi uma causa comum da doença na década de 1970 nos Estados Unidos, 

Canadá, Reino Unido, Islândia, e em muitos outros países europeus, e foi responsável por 

uma grave epidemia do sorogrupo B, na Cidade do Cabo, África do Sul, que começou em 

1979 (Caugant et al., 1987; 1990). Este clone pode estar relacionado aos sorogrupos B e C, 

os organismos geralmente caracterizados fenotipicamente como 2b:P1.10 (Caugant, 1998). 

Mas, em contraste com estes relatos, cepas do sorogrupo C (complexo ST-8) de SP têm o 

fenótipo peculiar 2b:P1.3, sendo que nunca foi relatada sua associação à epidemias (Sacchi 

et al., 1992). 

Caracterização de cepas de N. meningitidis somente por sorogrupo e sorotipagem 

não pode revelar o potencial patogênico e estrutura clonal das cepas circulantes em uma 

área definida. Ultimamente, MLST tem sido utilizado para reconhecimento de grupos 

clonais virulentos, tais como ST-11, ST-8, ST-103, ST-32 (Lemos et al., 2007). Quando 

utilizados em conjunto, métodos fenotípicos e genotípicos podem também complementar-

se mutuamente, como tem sido demonstrado com o sorogrupo W135 Hajj na investigação 

do surto em 2000 na Arábia Saudita (Mayer et al., 2002). Consequentemente, a escolha de 

métodos de tipagem para serem utilizados em determinadas investigações pode ser baseada 
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no tipo e extensão de cada um dos surtos, na estrutura de cada laboratório, seus requisitos e 

capacidades.  

VSS-PCR mostrou-se altamente reprodutível, de baixo custo, quando comparado 

aos demais métodos utilizados, rápido e relativamente de fácil execução, podendo ser um 

instrumento útil para investigações de surtos de DM. VSS-PCR tem várias vantagens sobre 

PFGE para tipagem de bactérias patogênicas, apresentando igual ou melhor poder 

discriminatório quando comparada com PFGE, necessitando de poucos equipamentos de 

laboratório e de uma pequena quantidade do isolado em cultura. 

VSS-PCR mostrou uma resposta epidemiológica precisa, devendo ser observados 

cuidados e as limitações relacionadas com os métodos baseados em PCR. Além disso, a 

técnica possui um baixo custo operacional, fácil execução e interpretação, obtendo-se o 

resultado em no máximo dois dias. VSS-PCR mostrou um excelente poder discriminatório 

podendo ser utilizado principalmente para a caracterização dos isolados associados a surtos 

de DM. O método de tipagem de cepas circulantes no estado do RS foi capaz de 

discriminar os isolados, incluindo a diferenciação de clones associados a resistência 

moderada à penicilina. 

O método VSS-PCR aqui descrito permite a determinação do grau de similaridade 

entre diferentes amostras dentro de no máximo dois dias após o isolamento da colônia. 

Assim, devido a sua praticidade, poderia facilmente ser implantado na maioria dos 

laboratórios de rotina. Estamos explorando a aplicabilidade para a tipagem de 

meningococos diretamente de espécimes clínicos, uma vez que não tendo a amostra em 

cultura viável, mesmo assim a técnica poderia ser aplicada, reduzindo ainda mais o tempo 

de obtenção do resultado e ampliando o número de cepas caracterizadas.  
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A caracterização de N. meningitidis por MLST no período de 2000 a 2008 demonstrou 

alta prevalência de cepas geneticamente relacionadas a clones hipervirulentos, e alta 

diversidade entre as cepas do complexo mais prevalente, ET-5/ST-32.  

O estudo de caracterização da suscetibilidade a penicilina dos isolados demonstrou 

uma taxa de 14,6% de suscetibilidade reduzida com uma associação significativa ao clone 

ST-461 e ao ST-32, quando comparada aos demais clones. Nenhum isolado demonstrou 

atividade para a ß-lactamase. 

PFGE permitiu a validação do VSS-PCR, por ser um método bem estabelecido para a 

caracterização de surtos, garantindo a confirmação dos resultados do método proposto. 

O método VSS-PCR apresentou um excelente poder discriminatório, possui um baixo 

custo operacional sendo de fácil execução e interpretação, podendo ser utilizado em 

estudos de surtos de DM. 

Os resultados obtidos na utilização da técnica VSS-PCR para a detecção de N. 

meningitidis foram adequados para a sua utilização na investigação de surtos de DM, o que 

a torna acessível para uso na rede pública de saúde. O uso desta técnica a partir de 

amostras clínicas tornará possível sua realização, caracterizando epidemiologicamente os 

isolados mesmo quando a cultura do meningococo não está disponível ou viável. 

 

A partir dos resultados deste trabalho, espera-se incentivar as autoridades de saúde do 

estado do RS a apoiar a criação de um programa regular de caracterização molecular das 
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cepas de meningococo, a fim de detectar surtos e prevenir possíveis epidemias, já que o 

estado possui infra-estrutura para isso e dispomos de técnicas adequadas. 

A técnica de VSS-PCR avaliada neste trabalho pode ser utilizada como rotina de 

investigação clínica, concomitantemente aos métodos convencionais de identificação do 

meningococo, e a outros métodos moleculares a fim de determinar se os resultados 

demonstrados neste trabalho confirmam-se na rotina laboratorial. 
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ANEXO I: Alinhamento de 27 sequências do gene Opa utilizadas para projetar os 
primers na padronização do VSS-PCR. O alinhamento das sequências foi realizada 
utilizando-se CLUSTAL W (1.83). As regiões escolhidas para a definição dos primers 
estão ressaltadas. 

 

AF001203        ------------------------------------------------------------ 

U37257          ------------------------------------------------------------ 

U77881          ------------------------------------------------------------ 

X63108          ------------------------------------------------------------ 

AF016292        ------------------------------------------------------------ 

U03405          ------------------------------------------------------------ 

AF001201        ------------------------------------------------------------ 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        ------------------------------------------------------------ 

AF016290        ------------------------------------------------------------ 

U03406          ------------------------------------------------------------ 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        ------------------------------------------------------------ 

X63111          ------------------------------------------------------------ 

AF016287        ------------------------------------------------------------ 

AF016291        ------------------------------------------------------------ 

AF031334        ------------------------------------------------------------ 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          GGCTTCAGCACCTTAGAGAATCGTTCTCTTTTTTGTTCATCCGCTATATTGTGTTGAAAC 60 

AF001204        ------------------------------------------------------------ 

AF016285        ------------------------------------------------------------ 

AF016286        ------------------------------------------------------------ 

U37255          ------------------------------------------------------------ 

X63110          -----------------------------------------------ATTGTGTTGAAAC 13 

X63109          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

AF001203        ------------------------------------------------------------ 

U37257          ------------------------------------------------------------ 

U77881          ------------------------------------------------------------ 

X63108          ------------------------------------------------------------ 

AF016292        ------------------------------------------------------------ 

U03405          ------------------------------------------------------------ 

AF001201        ------------------------------------------------------------ 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        ------------------------------------------------------------ 

AF016290        ------------------------------------------------------------ 

U03406          ------------------------------------------------------------ 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        ------------------------------------------------------------ 

X63111          ------------------------------------------------------------ 

AF016287        ------------------------------------------------------------ 

AF016291        ------------------------------------------------------------ 

AF031334        ------------------------------------------------------------ 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          ATCGCCCCAAACCTGATATAGTCCGCTCCTGCAACATCATTGAAAATCGTTCTTTTTAAT 120 

AF001204        ------------------------------------------------------------ 

AF016285        ------------------------------------------------------------ 

AF016286        ------------------------------------------------------------ 

U37255          ------------------------------------------------------------ 

X63110          ATCGCCCCAAACCCGATATAATCCGCCCTTGAACCATCAGTGAAAATCGTTCTTTTTAAT 73 

X63109          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

AF001203        ------------------------------------------------------------ 

U37257          -------------------------------------------CCCCCAAAAACCTTCTC 17 

U77881          ------------CCCCCAAAAAACCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTC 48 

X63108          -----------------------CCCCCAAAAACCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTC 37 

AF016292        ------------------------------------------------------------ 

U03405          ------------------------------------------------------------ 

AF001201        ------------------------------------------------------------ 

U03410          ------------------------------------------------------------ 
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AF001202        ------------------------------------------------------------ 

AF016290        ------------------------------------------------------------ 

U03406          ------------------------------------------------------------ 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        ------------------------------------------------------------ 

X63111          -----------------------------------------------CCCCCAAAAAACC 13 

AF016287        ------------------------------------------------------------ 

AF016291        ------------------------------------------------------------ 

AF031334        ------------------------------------------------------------ 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          CAGTTAAAACCGAATACGGAGTCGAAAATGAATCCAGCCCCCAAAAAACCTTCTCTTCTC 180 

AF001204        ------------------------------------------------------------ 

AF016285        ------------------------------------------------------------ 

AF016286        ------------------------------------------------------------ 

U37255          -------------------------------------CCCCCAAAAAACCTTCTCTTCTC 23 

X63110          CAGTTAAA-CCGAATACGGAGTCGAAAATGAATCCAGCCCCCAAAAAACCTTCTCTTCTC 132 

X63109          ----------------------------CCCCCAAAAACCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTC 32 

                                                                             

 

AF001203        --------------------------------CCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 28 

U37257          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 77 

U77881          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 108 

X63108          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACGG 97 

AF016292        ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

U03405          ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

AF001201        --------------------------------CCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACGG 28 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        --------------------------------CCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 28 

AF016290        ----------------------------------------------GCAAGTGAAAACAG 14 

U03406          ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

U03412          ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

X63111          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACGG 73 

AF016287        ----------------------------------------------GCAAGTGAAAACAG 14 

AF016291        ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

AF031334        ----------------------------------------GCAAGTGAAGACGGCAGCCG 20 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTC-----CGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACGG 235 

AF001204        ---------------------------C-----CGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACGG 28 

AF016285        ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

AF016286        ----------------------------------------------GCAAGTGAAGACGG 14 

U37255          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTC-----CGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 78 

X63110          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 192 

X63109          TTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCTCTTCCGCAGCGCAGGCGGCAAGTGAAGACAG 92 

                                                                             

 

AF001203        CGGGCACGGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGTATTACCCA 88 

U37257          CGGGCACGGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGTATTACCCA 137 

U77881          CGGGCACGGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGTATTACCCA 168 

X63108          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 157 

AF016292        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

U03405          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

AF001201        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 88 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        CGGGCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 88 

AF016290        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

U03406          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

U03412          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

X63111          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 133 

AF016287        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

AF016291        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

AF031334        CAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCACAATTA 80 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGCATTACCCA 295 

AF001204        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTACGCCGCCGAACGTATTACCCA 88 

AF016285        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 

AF016286        CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 74 
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U37255          CGGGCACGGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGTATTACCCA 138 

X63110          CGGGCACGGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCTTATGCCGCCGAACGTATTACCCA 252 

X63109          CAGCCGCAGCCCGTATTATGTGCAGGCGGATTTAGCCTATGCCGCCGAACGCATTACCCA 152 

                                                                             

 

AF001203        CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACGGTAAGCGATTATTT 142 

U37257          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 191 

U77881          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 222 

X63108          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 211 

AF016292        CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

U03405          CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATCT 128 

AF001201        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 142 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 142 

AF016290        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

U03406          CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

U03412          CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

X63111          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 187 

AF016287        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

AF016291        CGATTATCCGAAACCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 128 

AF031334        TCCGGAACCAACCGGTGCAGACAAAGACAAA------ATAAGCACAGTAAGCGATTATTT 134 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 349 

AF001204        CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 142 

AF016285        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACGGTAAGCGATTATTT 128 

AF016286        CGATTATCCGCAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACGGTAAGCGATTATTT 128 

U37255          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 192 

X63110          CGATTATCCGAAAGCAACCGGTGCAAACAAC------ACAAGCACAGTAAGCGATTATTT 306 

X63109          CGATTATCCGAAACCAACCGGTACAGACAAAGACAAAATAAGCACAGTAAGCGATTATTT 212 

                                                                             

                            Primer foward LB01 
AF001203        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 202 

U37257          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 251 

U77881          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 282 

X63108          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGAGTGTCAGTCGGCTACGATTTCGGCGA 271 

AF016292        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGACTTCGGCGA 188 

U03405          CAGAAACATCCGTACGCATTCCATCCACCCTCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 188 

AF001201        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 202 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTATGATTTCGGCGG 202 

AF016290        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTATGATTTCGGCGG 188 

U03406          CAGAAACATCCGTACGCATTCCATCCACCCTCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 188 

U03412          CAGAAACATCCGTACGCATTCCATCCACCCTCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 188 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGG 188 

X63111          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGAGTGTCAGTCGGCTACGATTTCGGCGA 247 

AF016287        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGAGTGTCAGTCGGCTACGATTTCGGCGG 188 

AF016291        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGACTTCGGCGG 188 

AF031334        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 194 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 409 

AF001204        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGA 202 

AF016285        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTATGATTTCGGCGG 188 

AF016286        CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTATGATTTCGGCGG 188 

U37255          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGG 252 

X63110          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGG 366 

X63109          CAGAAACATCCGTGCGCATTCCATCCACCCCCGGGTGTCGGTCGGCTACGATTTCGGCGG 272 

 

AF001203        CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 262 

U37257          CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 311 

U77881          CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 342 

X63108          CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 331 

AF016292        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 248 

U03405          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACGACAATAAATATTCCGT 248 

AF001201        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 262 

U03410          -------------GCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 47 

AF001202        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 262 

AF016290        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 248 

U03406          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACGACAATAAATATTCCGT 248 

U03412          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACGACAATAAATATTCCGT 248 
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U03409          ----------------------GCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 38 

U03411          -------------GCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 47 

AF016289        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 248 

X63111          CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTATAGAAAATGGAACAACAATAAATATTCCGT 307 

AF016287        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAGCAACAATAAATATTCCGT 248 

AF016291        CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAACGACAATAAATATTCCGT 248 

AF031334        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTATTCTAA 254 

U03408          ----AGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTATTCTAA 56 

U03404          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTATTCTAA 469 

AF001204        CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTCTTCTAC 262 

AF016285        CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTCTTCTAC 248 

AF016286        CTGGAGAATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTCTTCTAC 248 

U37255          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTCTTCTAC 312 

X63110          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAATGGAAAGAAAGTAATTCTTCTAC 426 

X63109          CTGGAGGATAGCGGCAGATTATGCCAGTTACAGAAAGTGGAACAACAATAAATATTCCGT 332 

                                      ******** ***** ****   * * *** * ***    

                                            Primer foward LB02 
AF001203        CAACACAAAAGA------GTTGGAAAACAAGCATAACAAT---AAGAAAGACCTGAAGAC 313 

U37257          CAACACAAAAGA------GTTGGAAAACAAGCATAACAAT---AAGAAAGACCTGAAGAC 362 

U77881          CAACACAAAAGA------GTTGGAAAACAAGCATAACAAT---AAGAAAGACCTGAAGAC 393 

X63108          CAACACAAAAGA------GTTGGAAAACAAGCATAACAAT---AAGAAAGACCTGAAGAC 382 

AF016292        AAACACAAAAGA------GTTGGAAAACAAGAATAACAAT---AAGAGAGACCTGAAGAC 299 

U03405          CAACACAAAAAATGTGCAGGTGAATAAAAGCAATGGCAAC---AGGCAAGACCTGAAGAC 305 

AF001201        AAACACAAAAGAGGTGCAAAGAAACAATAGCAATGGCACCACCTGGAAAGAACTGAAGAC 322 

U03410          CAACACAAAAGAGGTGCTAAGAC---ATAGCAATGGCAAC---TGGCAAGAACTGAAGAC 101 

AF001202        CAACACAAAAGAGGTGGAAAGAAACAATACCAGTGGCAAC---TGGAAAGAACTGAAGAC 319 

AF016290        CAACACAAAAGAGGTGGAAAGAAACAATACCAGTGGCAAC---TGGAAAGAACTGAAGAC 305 

U03406          CAACACAAAAAATGTGCAGGTGAATAAAAGCAATGGCAAC---AGGCAAGACCTGAAGAC 305 

U03412          CAACACAAAAAATGTGCAGGTGAATAAAAGCAATGGCAGC---AGGCAAGACCTGAAGAC 305 

U03409          CAACACAAAAGAGTTGG----AAAACA-AGCA-TAACAAT---AAGAAAGACCTGAAGAC 89 

U03411          CAACACAAAAGAGGTGC---TAAGACATAGCAATGGCAAC---TGGCAAGAACTGAAGAC 101 

AF016289        TAACACAAAAGAGTTGCAAAAAAACAATAGCAGTGGCATC---TGGCAAGAACTGAAGAC 305 

X63111          CAACACAAAAGAGTTGCAAAGAAACAATAGCAGTGGCATC---TGGCAAGAACTGAAGAC 364 

AF016287        CAACACAAAAGTGTTGAAAGAAAACCAGG------GCAAC---AGGATAAAACTGAAGAC 299 

AF016291        CAACACAAAAGAGTTGCAAAGAAACAAGGAGCATGGCAAC---TGGATAGAACTGAAGAC 305 

AF031334        AAAAGTTACTGAATT-----TAAACAC-CAAAACGGCAAC---AAACAAGAAGACAAAAC 305 

U03408          AAAAGTTACTGAATT-----TAAACAC-CAAAACGGCAAC---AAACAAGAAGACAAAAC 107 

U03404          AAAAGTTACTGAATT-----TAAACAC-CAAAACGGCAAC---AAACAAGAAGACAAAAC 520 

AF001204        TAA---TACAGAAAA-----TAGCGAGACTCAACAGAACC---GCATAAAGAT-TGAAAC 310 

AF016285        TAAA---AAAGTTAC-----TGAAGAG-ATAAACAACAAC---TACAAAGAAACCCAAAC 296 

AF016286        TAAA---AAAGTTAC-----TGAAGAG-ATAAACAACAAC---TACAAAGAAACCCAAAC 296 

U37255          TAAA---AAAGTTAC-----TGAAGAT-ATAGCAGACAAC---TACAAAGAAACCAAAAC 360 

X63110          TAAA---AAAGTTAC-----TGAAGAT-ATAGCAGACAAC---TACAAAGAAACCAAAAC 474 

X63109          CAACATAAAAAAGGG-----GAGAGAA-ACCCAGGACAAT---AGGGAAGAACTGAAGAC 383 

                 **    *                             *          *       * ** 

 

AF001203        GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 373 

U37257          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 422 

U77881          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 453 

X63108          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 442 

AF016292        GGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 359 

U03405          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGTCTCCTCGCTCGGCTTGTCCGCCGTTTA 365 

AF001201        GGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCGTTTCTTCTCTCGGCTTATCAGCCATTTA 382 

U03410          AGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCACTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 161 

AF001202        GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCTCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 379 

AF016290        GGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCGTCTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 365 

U03406          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGTCTCCTCGCTCGGCTTGTCCGCCATTTA 365 

U03412          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGTCTCCTCGCTCGGCTTGTCCGCCGTTTA 365 

U03409          GGAAAATCAGGAAAACGGTACGTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 149 

U03411          AGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCACTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 161 

AF016289        GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 365 

X63111          GGAAAATCAGGAAAACGGTACATTCCACGCCGTCTCATCGCTCGGCTTATCCGCCATTTA 424 

AF016287        GGAAAATCAGGGAAACGGTACGTTCCACGCCTCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 359 

AF016291        GGAAAATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCGTCTCATCGCTCGGCTTATCCGCCATTTA 365 

AF031334        AGAACATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCACTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 365 

U03408          AGAACATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCACTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 167 

U03404          AGAACATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCACTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 580 

AF001204        AGGACATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 370 

AF016285        AAAACATCAGGGAAACGGGAGCTTCCACGCCTCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 356 

AF016286        AAAACATCAGGGAAACGGCAGCTTCCACGCCGTTTCTTCTCTCGGCTTGTCCGCCATTTA 356 

U37255          AGAACATCAAGGAAACGGCAGCTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 420 

X63110          AGAACATCAAGGAAACGGCAGCTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 534 

X63109          GGAAAATCAGGAAAACGGCAGCTTCCACGCCGCTTCTTCTCTCGGCTTATCCGCCATTTA 443 

                   * **** * ****** *  *********   ** ** ******** ** *** **** 
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                                  Primer foward LB03 
AF001203        CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 424 

U37257          CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 473 

U77881          CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 504 

X63108          CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 493 

AF016292        CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 410 

U03405          CGATTTCAATACCGGTTCCCGCT---------TCAAACCCTATGTAGGCGTGCGCGTCGC 416 

AF001201        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 442 

U03410          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 221 

AF001202        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 439 

AF016290        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 425 

U03406          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 425 

U03412          CGATTTCAAACTCAACGATAAAT---------TCAAACCCTATATCGGCGTGCGCGTCGC 416 

U03409          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 209 

U03411          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGTGCGCGTCGC 221 

AF016289        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 425 

X63111          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 484 

AF016287        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 419 

AF016291        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGCGCGCATCGC 425 

AF031334        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGTGCGCGTCGC 416 

U03408          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGTGCGCGTCGC 218 

U03404          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGTGCGCGTCGC 631 

AF001204        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 421 

AF016285        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 407 

AF016286        CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 407 

U37255          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 471 

X63110          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTC---------AAACCCTATATCGGCGCGCGCGTCGC 585 

X63109          CGATTTCAAACTCAACGATAAATTCGATAAATTCAAACCCTATATCGGTGCGCGCGTCGC 503 

                *********   *         *           ********* * ** * **** **** 

                        Primer reverse LB04 
AF001203        CTACGGACACGTCAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAGAGGTTGTTACCTC 484 

U37257          CTACGGACACGTCAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAGAGGTTGTTACCTC 533 

U77881          CTACGGACACGTCAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAGAGGTTGTTACCTC 564 

X63108          CTACGGACACGTCAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAGAGGTTGTTACCTC 553 

AF016292        CTACGGACACGTCAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAGAGGTTCTTACCTC 470 

U03405          CTACGGACATGTTAGACACAGCATCGATTCGACCAAAAAAACAACAAATGTTCTTACCGT 476 

AF001201        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGAGAAAAGAAACCACGACTGTTTTCAG 502 

U03410          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGAGAAAAGAAACCACGACTGTTTTCAG 281 

AF001202        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGAGAAAAGAAACCACGACTGCTTTCCT 499 

AF016290        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGAGAAAAGAAACCACGACTGCTTTCCT 485 

U03406          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGATTGTTACCTC 485 

U03412          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGATTGTTACCTC 476 

U03409          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGGAAGCAAAACCACGATTGTTACCTC 269 

U03411          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGATTGTTACCTC 281 

AF016289        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGAGAAAAGAAACCACGACTACTTTCAG 485 

X63111          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGAGAAAAGAAACCAAGACTACTTTCAG 544 

AF016287        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGGAAACCAAAACCACGATTTATACCAC 479 

AF016291        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGGAAACAGAAACCACGATTATTTTCAC 485 

AF031334        CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGACTGTTACCAC 476 

U03408          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGACTGTTACCAC 278 

U03404          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAAGCAAAACCACGATTGTTACCTC 691 

AF001204        CTACGGATACGTTAAGCATCAGGTTCAATCAGTGGAAAGCAAAACCAAGACTGTTACCTC 481 

AF016285        CTACGGACACGTTAAACATCAAGTTCATTCGGTGGAAACCAAAACCACGATTGTTACCTC 467 

AF016286        CTACGGACACGTTAAACATCAAGTTCATTCGGTGGAAACAAAAACCACGACTATTACCTC 467 

U37255          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAACAAAAACCACGACTGTTACCTC 531 

X63110          CTACGGACACGTTAAACATCAGGTTCATTCAGTGGAAACAAAAACCACGACTGTTACCTC 645 

X63109          CTACGGGCACGTTAAACATCAGGTTCATTCGGTGGAAACCAAAACCACGATTGTTACCTC 563 

                ******  * ** *  **     *  * **      **    ***      *  *  *   

                                                                  Primer reverse LB05 
AF001203        CACCCATGGTGGTGCTGACACAAAACCTA-CGATTTATAATGGGGAAAGTACGC--AAAA 541 

U37257          CACCCATGGTGGTGCTGACACAAAACCTA-CGATTTATAATGGGGAAAGTACGC--AAAA 590 

U77881          CACCCATGGTGGTGCTGACACAAAACCTA-CGATTTATAATGGGGAAAGTACGC--AAAA 621 

X63108          CACCCATGGTGGTGCTGACACAAAACCTA-CGATTTATAATGGGGAAAGTACGC--AAAA 610 

AF016292        CTCCCATGCT---CCTGGCACAGCACCTA-CGATTTATAATGTGCCAAAGACGC--AAAA 524 

U03405          CCCCACCAATATTCCTGGCGGAACACCTA-CGATTTATAATCAGGGAAGTACGC--AAGA 533 

AF001201        TAAACCAAGTGGTAGCACTACAAAGCCAGGCGAGATC---CCAAGTTTGGTTAC--CAAA 557 

U03410          TAAATCACAAG---GCTCTACAGCGCCAGGCAAGATC---CCAAGTTCGGTTAC--CAAA 333 

AF001202        TAAACCATCGAAAGGTGCTACAGAGCCAGGCAAGATC---CCAAGTTTGGTTAC--CAAA 554 

AF016290        TAAACCATCGAAAGGTGCTACAGAGCCAGGCAAGATC---CCAAGTTTGGTTAC--CAAA 540 

U03406          TAAACCAACGAAAGGTGCTACACAGCCAGGCAAGCTTGTATCAGGTCCGACCCC--CAAA 543 

U03412          TAAACCAACGAAAGGTGCTACACAGCCAGGCAAGCTTGTATCAGGTCCGACCCC--CAAA 534 

U03409          TAAACCAACGAAAGGTGCTACACAGCCAGGCAAGCTTGTATCAGGTCCGACCCC--CAAA 327 

U03411          TAAACCAACGAAAGGTGCTACACAGCCAGGCAAGCTTGTATCAGGTCCGACCCC--CAAA 339 

AF016289        TCCACCAGCGCAAGGCGCTACAGTGCCAGGCAAAATCGTACAAGGTCCGACCAA--CAAA 543 
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X63111          TAAACCAGGGGTTGGCGTTACAGAGCCAGGCAAGATCGTAGAAGGTCCGACCCC--CAAA 602 

AF016287        TGCACCAACGGGAGACGCTACAGTGGGAGGCACTATCCCAGAGAGACCGAGTAG--CAAA 537 

AF016291        TACACCAACGAAAGGCGCTAAAGTTGGAGGCACGATCACACACAATTCGATGAG--CAAA 543 

AF031334        TAA--CAATGGAGG------CCCTGTCCCACAAG----------GTCCGACCCC--CAAA 516 

U03408          TAA--CAATGGAGG------CCCTGTCCCACAAG----------GTCCGACCCC--CAAA 318 

U03404          TAAACCAACGAAAGGTGCTACACAGCCAGGCAAGCTTGTATCAGGTCCGACCCC--CAAA 749 

AF001204        TAAACCAAATGGAGG-----CCCTGTCAAAGAAG----------GTCCGACCCC--CAAA 524 

AF016285        TAAACCAACGCAAGGCGCTGCACAGGGAGGTCCTATTATAC--AAACTGATCCCAGCAAA 525 

AF016286        TAAACCAAAGAACGGCTCTCCACAGGGAGGCCCTATTATAC--AAACTGATCCCAGCAAA 525 

U37255          TAAACCGACGGCAACCTCTCCACAGGGAGGCCCTATTATAC--AAACTGATCCCAGCAAA 589 

X63110          TAAACCGACGGCAACCTCTCCACAGGGAGGCCCTATTATAC--AAACTGATCCCAGCAAA 703 

X63109          TAAACCGACGGCAACCTCTCCACAGGGAGGCCCTATTATAC--AAACTGATCCCAGCAAA 621 

                              Primer reverse LB06                            * * 
                                    Primer reverse LB05 
AF001203        C--GCCTATCACGAAAGCCACAGCATCCGCCGCTTGGGTCTTGGTGTCGTCGCCGGTGTC 599 

U37257          C--GCCTATCAC-AAAGCCACAGCATCCGCCGCTTGGGTCTTGGTGTCGTCGCCGGTGTC 647 

U77881          C--GCCTATCACGAAAGCCACAGCATCCGCCGCTTGGGTCTTGGTGTCGTCGCCGGTGTC 679 

X63108          C--GCCTATCACGAAAGCCACAGCATCCGCCGCTTGGGTCTTGGTGTCGTCGCCGGTGTC 668 

AF016292        C--GCCTATCACGAAAGCCACAGCATCCGCCGCTTAGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 582 

U03405          C--GCCTATCACGAAAGCCACAGCATCCGCCGCTTGGGTCTTGGTGTCGTCGCCGGTGTC 591 

AF001201        CCTGCCTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 617 

U03410          CCTGCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCTTGGGTTTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 393 

AF001202        CCTGCCTATCACGAAAGCCACAGCACCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 614 

AF016290        CCTGCCTATCACGAAAGCCACAGCACCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 600 

U03406          CCTGCTTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 603 

U03412          CCTGCTTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTT------------------ 576 

U03409          CCTGCTTATCACGAAAGCAAC--------------------------------------- 348 

U03411          CCTGCTTATCACGAAAGCA----------------------------------------- 358 

AF016289        CCTGCCTATCACGAAAGCAACAGTATCAGCAGCTTAGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 603 

X63111          CCTCCCTATCACGAAAGCAACAGTATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 662 

AF016287        CCTGCCTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGGCTTGGTGTCATCGCTGGTGTC 597 

AF016291        CCTCCCTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 603 

AF031334        CCTGCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCGTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 576 

U03408          CCTGCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCGTGGGTCTTGGTGTCATCGCC------ 372 

U03404          CCTGCTTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 809 

AF001204        CCTGCCTATCACGAAAGCAACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 584 

AF016285        CCTCCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCGTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 585 

AF016286        CCTCCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCGTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 585 

U37255          CCTCCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 649 

X63110          CCTCCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTC 763 

X63109          CCTCCCTATCACGAAAGCCACAGCATCAGCAGCTTGGGTCTTGGTGTCATCGCCGGTGTT 681 

                *   * ****** *****                                           

 

AF001203        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 659 

U37257          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 707 

U77881          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 739 

X63108          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 728 

AF016292        GGTTTCGACATCACACCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGCTACCACAACTGGGGA 642 

U03405          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACTTTAGACACCGGATACCGCTACCACAA------- 644 

AF001201        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 677 

U03410          GGTTTCGACATCACGCC-AAGCTGACCTTGGACAC------------------------- 427 

AF001202        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 674 

AF016290        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 660 

U03406          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACTTTAGACACCGGATACCGCTACCACAACTGGGGA 663 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        GGTTTCGACATCACACCCAAGCTGACTTTAGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 663 

X63111          GGTTTCGACATCACACCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGCTACCACAACTGGGGA 722 

AF016287        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 657 

AF016291        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 663 

AF031334        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 636 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 869 

AF001204        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 644 

AF016285        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 645 

AF016286        GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 645 

U37255          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGCTACCACAACTGGGGA 709 

X63110          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCTTGGACACCGGATACCGCTACCACAACTGGGGA 823 

X63109          GGTTTCGACATCACGCCCAAGCTGACCCTGGACACCGGATACCGTTACCACAACTGGGGA 741 

                                                                             

                                              Primer reverse LB07 
AF001203        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 719 

U37257          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 767 
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U77881          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 799 

X63108          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 788 

AF016292        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 702 

U03405          ------------------------------------------------------------ 

AF001201        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 737 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 734 

AF016290        CGCTTGGAAAACACCCGATTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 720 

U03406          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGCCTCATTGG----------------- 706 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 723 

X63111          CGCTTGAAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 782 

AF016287        CGCTTGGAAAACACCCGATTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 717 

AF016291        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCGTGCGCTACCGCTTC 723 

AF031334        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 696 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACC--------------------------------- 896 

AF001204        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCGTGCGCTACCACTTC 704 

AF016285        CGCTTG-AAAACACCCGATTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 704 

AF016286        CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 705 

U37255          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 769 

X63110          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCGCTTC 883 

X63109          CGCTTGGAAAACACCCGCTTCAAAACCCACGAAGTCTCATTGGGCATGCGCTACCACTTC 801 

                                                                             

 

AF001203        TGA--------------------------------------------------------- 722 

U37257          TGATTCCC---------------------------------------------------- 775 

U77881          TGA--------------------------------------------------------- 802 

X63108          TGATTCCCCGATACCGATGGCCGTCTGAACCTTCAGACGATTTTTGATTTACCTGCCGTT 848 

AF016292        TGA--------------------------------------------------------- 705 

U03405          ------------------------------------------------------------ 

AF001201        TGA--------------------------------------------------------- 740 

U03410          ------------------------------------------------------------ 

AF001202        TGA--------------------------------------------------------- 737 

AF016290        TGA--------------------------------------------------------- 723 

U03406          ------------------------------------------------------------ 

U03412          ------------------------------------------------------------ 

U03409          ------------------------------------------------------------ 

U03411          ------------------------------------------------------------ 

AF016289        TGA--------------------------------------------------------- 726 

X63111          TGA--------------------------------------------------------- 785 

AF016287        TGA--------------------------------------------------------- 720 

AF016291        TGA--------------------------------------------------------- 726 

AF031334        TGA--------------------------------------------------------- 699 

U03408          ------------------------------------------------------------ 

U03404          ------------------------------------------------------------ 

AF001204        TGA--------------------------------------------------------- 707 

AF016285        TGA--------------------------------------------------------- 707 

AF016286        TGA--------------------------------------------------------- 708 

U37255          TGATTCCCC--------------------------------------------------- 778 

X63110          TGATTCCCCGATACCGATGCCGTCTGAACCTTCAGACGATTTTTGATGCACCTGCCGTTT 943 

X63109          TGA--------------------------------------------------------- 804 

                                                                             

 

AF001203        ---------------------- 

U37257          ---------------------- 

U77881          ---------------------- 

X63108          TACAGGCG-------------- 856 

AF016292        ---------------------- 

U03405          ---------------------- 

AF001201        ---------------------- 

U03410          ---------------------- 

AF001202        ---------------------- 

AF016290        ---------------------- 

U03406          ---------------------- 

U03412          ---------------------- 

U03409          ---------------------- 

U03411          ---------------------- 

AF016289        ---------------------- 

X63111          ---------------------- 

AF016287        ---------------------- 

AF016291        ---------------------- 
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AF031334        ---------------------- 

U03408          ---------------------- 

U03404          ---------------------- 

AF001204        ---------------------- 

AF016285        ---------------------- 

AF016286        ---------------------- 

U37255          ---------------------- 

X63110          ACAGACGCGGGGCGGGCGTGGG 965 

X63109          ---------------------- 
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