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_Resumo

Neisser ia meningi t id is é um comensal da nasofar inge que ocasionalmen-

te causa doença invas iva. Os serogrupos são def in idos com base nos 

ant igénios capsulares e a s imi lar idade genética, ava l iada por Mult i locus 

Sequence Typing (MLST ), permite agrupar as est i rpes em complexos c lo-

nais (cc). Na Europa, os serogrupos B e C têm s ido os mais prevalentes. 

Desde a epidemia com or igem no Haj j em 2000, observa-se uma inc idên-

cia crescente de doença invas iva meningocócica (DIM) por est i rpes W 

(MenW), maior i tar iamente as designadas como a l inhagem Haj j. Per ten-

cendo ao cc11, estas est i rpes dispersaram-se e evolu í ram para vár ias 

subl inhagens, nomeadamente a sul-amer icana, à qual está associada 

DIM com apresentação c l in ica at íp ica e leta l idade e levada. É objet ivo 

deste estudo conhecer as caracter íst icas genómicas das est i rpes MenW 

isoladas em Por tugal e compreender a sua re lação evolut iva entre est i r-

pes cc11 do mesmo serogrupo, com uma distr ibuição geográf ica e tem-

pora l d iversa. Caracter izaram-se as est i rpes invas ivas MenW isoladas 

em Por tugal entre 2012 e 2018, por MLST e por sequenciação do genoma 

completo (WGS).  Para comparação genómica se lec ionaram-se os geno-

mas MenWcc11 disponíve is na base de dados Neisser ia PubMLST. A 

anál ise b io informática fo i rea l izada com o sof tware chewBBACA  e a pos-

s íve l re lação evolut iva fo i anal isada apl icando o a lgor i tmo GoeBURST 

na plataforma PHYLOViZ Onl ine. No per íodo em anál ise registaram-se 9 

casos de DIM por MenW em Por tugal, agrupadas apenas em dois genóti-

pos cc22 e cc11. As est i rpes MenW cc11 inc lu ídas no estudo (4 invas ivas 

e 2 de por tadores) d istr ibu í ram-se nas subl inhagens Orig ina l UK e Nove l 

UK, emergidas sequencia lmente a par t i r das est i rpes sul-amer icanas, e 

numa l inhagem da região dista l. Ta l poder de di ferenciação nunca ter ia 

s ido possíve l ut i l izando a metodologia tradic ional de caracter ização do 

genótipo (sequenciação de Sanger). O cenár io em Por tugal é semelhan-

te ao observado noutros países europeus, o que reforça a impor tância 

da v ig i lância da DIM, potencia lmente com um quadro c l ín ico at íp ico e le-

ta l idade e levada. A metodologia de WGS é uma ferramenta fundamenta l 

nesta v ig i lância e no estudo de sur tos pe lo seu poder de di ferenciação. 

_Abstract

Neisser ia mening i t id is is a commensa l that co lon ises the nasophar ynx 

and occas iona l ly causes invas ive d isease. Capsu lar po lysacchar ides 

def ine the meningococc i serogroups and Mul t i locus Sequence Typing 

(MLST ) ident i f ies genet ic s imi la r i t ies gather ing stra ins into c lona l com-

plexes (cc). Serogroups B and C have been the most preva lent in Europe 

however, s ince the Haj j ep idemics, in 2000, invas ive meningococca l d i -

sease ( IMD) due to W stra ins (MenW), most ly the re fe r red as the Ha j j 

l ineage, are been increas ing. Be long ing to cc11, these stra ins spread 

and evolved into d i f fe rent subl ineage, name ly the South Amer ican that 

is assoc iated to an atyp ica l c l in ica l presentat ion and h igh fata l i t y rate. 

Th is study a ims to characte r ize genet ica l ly Por tuguese MenW stra ins 

and understand the evo lut ionar y re lat ionsh ip wi th MenWcc11 wi th d ive r-

se geographic and tempora l d ist r ibut ion. Invas ive MenW stra ins iso lated 

in Por tuga l f rom 2012 to 2018 were characte r ized by MLST and whole 

genome sequenc ing (WGS). For genomic compar ison, MenWcc11 ava i-

lab le genomes were se lected f rom Ne isser ia PubMLST database. The 

sof tware chewBBACA was used for b io informat ics ana lys is and the a l-

gor i thm GoeBURST f rom the PHYLOViZ Onl ine p lat form was used for 

ana lys is of evo lut ionar y re lat ionsh ip between stra ins. N ine cases of IMD 

due to MenW were obser ved in Por tuga l in th is 7 years study. Just two 

genotypes were ident i f ied be long ing to cc22 and cc11. The MenWcc11 

iso lates inc luded in th is study (4 invas ive and 2 f rom car r ie rs) were c lus-

te red into the subl ineages Or ig ina l UK and Nove l UK, that success ive ly 

emerged f rom South Amer ican stra ins, and into a d ista l reg ion l ineage. 

Such d i f fe rent iat ion power would never been poss ib le us ing the t rad i t io-

na l genotype characte r izat ion methodology (Sanger sequenc ing). The 

scenar io in Por tuga l is qu i te s imi lar to other European countr ies, which 

re inforces the impor tance of sur ve i l lance of IMD, potent ia l ly wi th an aty-

p ica l c l in ica l presentat ion and h igh fata l i t y rate. WGS is an impor tant 

too l in th is sur ve i l lance and for outbreaks study due to i ts power to d i-

f fe rent iate st ra ins.         

_Introdução

Neisser ia meningit idis é uma bactéria estritamente humana, 

um comensal do trato respiratório superior, mas que é ainda 

uma importante causa de infeção invasiva no mundo inteiro, 

apesar dos enormes progressos alcançados com a util ização 

de vacinas na redução da morbilidade e mortalidade devidas 

a esta infeção (1). Dos 12 serogrupos conhecidos, definidos 
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com base nas características antigénicas dos polissacáridos 

capsulares, apenas seis (A, B, C, W, X e Y) são responsáveis 

pela quase totalidade dos casos de doença invasiva menin-

gocócica (DIM) (1). Com base na similaridade genética ava-

liada por Mult i locus Sequence Typing (MLST), as estirpes de 

meningococos são agrupadas em complexos clonais, alguns 

dos quais contendo estirpes reconhecidamente mais invasi-

vas e híper virulentas (2).   

Na Europa, estirpes dos serogrupos B e C têm sido as mais 

prevalentes, contudo, tem-se vindo a observar uma incidência 

crescente de DIM por estirpes do serogrupo W (MenW)_(3). No 

Reino Unido, no ano epidemiológico 2008-2009, os casos de 

DIM por MenW corresponderam a 1,8% do total de casos con-

firmados, enquanto que em 2013-2014 os casos por MenW au-

mentaram em todos os grupos etários, correspondendo a 15% 

do total de casos confirmados (4).

A primeira epidemia global, documentada, causada por 

Neisseria meningitidis do serogrupo W teve origem no Haj j 

(peregrinação anual a Meca), em 2000, e foi causada por uma 

estirpe híper virulenta do complexo clonal ST11 (cc11), do 

subtipo P1.5,2, designada a partir de então como a linhagem 

Hajj (5). Devido à dispersão geográfica desta estirpe surgiram 

surtos em vários países africanos e sul-americanos.

O estudo do genoma completo das estirpes cc11 (todos os 

serogrupos) por sequenciação de nova geração (NGS) permi-

tiu identif icar duas linhagens diferentes: a linhagem 11.1, na 

qual estão incluídas todas as estirpes MenW cc11, e a linha-

gem 11.2, onde se incluem estirpes dos serogrupos B e C do 

cc11. A linhagem 11.1 evoluiu para várias sublinhagens, no-

meadamente a sul-africana e a sul-americana, supostamen-

te devido a diversif icação genómica e expansão clonal (6). Da 

sublinhagem sul-americana, emergida na primeira década de 

2000, emergiram, em 2009, a sublinhagem original UK e, em 

2013, a sublinhagem novel UK (7).

O alerta para a apresentação clínica atípica e as altas taxas de 

letalidade associadas à DIM por estirpes MenW da sublinha-

gem sul-americana foi dado em 2013, pela análise de casos 

de DIM por MenW:cc11 registados no Chile em 2012 (8). Numa 

primeira avaliação, os principais sinais e sintomas nestes do-

entes foram a febre ≥38ºC (60,3% dos doentes), síndroma 

gripal (52,5% dos doentes), náuseas e vómitos (46,7%) e diar-

reia (35,6%). Apenas 8,7% dos doentes apresentavam sinais 

meníngeos. A taxa de letalidade foi de 31,7% (8). Não é claro 

se a letalidade tão elevada se ficou a dever a fatores de viru-

lência bacterianos ou se ao atraso no diagnóstico, consequ-

ência de um quadro clínico atípico. 

_Objetivo

Embora as estirpes invasivas MenW não sejam muito frequen-

tes em Portugal, é importante conhecer a sua evolução genéti-

ca, dado o histórico da doença nos seus aspetos clínicos e 

epidemiológicos. É objetivo deste estudo conhecer as caracte-

rísticas genómicas das estirpes MenW isoladas em Portugal e 

compreender a sua relação evolutiva entre estirpes do mesmo 

serogrupo e complexo clonal, o cc11, com uma distribuição 

geográfica e temporal diversa.

_Material e métodos

Seleção da amostra

As estirpes de Neisseria meningitidis dos casos reportados de 

DIM, isoladas nos laboratórios hospitalares, são enviadas ao 

Laboratório Nacional de Referência de Neisseria meningitides 

no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge.

A identif icação dos serogrupos foi realizada através da téc-

nica de PCR em tempo real. Os restantes marcadores def ini-

dores do genótipo (subtipo, FetA e tipo de sequência e com-

plexo clonal identif icados por MLST), foram identif icados 

por sequenciação completa do genoma (WGS, na sigla em 

inglês). A metodologia de WGS foi realizada como descrito 

num estudo nosso recentemente publicado (9).

Neste estudo foram analisados os genótipos das estir-

pes invasivas do serogrupo W isoladas em Portugal no 

período de 2012 a 2018. Para comparação genómica 

foram selecionados os genomas das estipes portugue-

sas MenW cc11, bem como todos os genomas das estir-

pes MenW cc11 disponíveis na base de dados Neisser ia 

PubMLST (ht tp://PubMLST.org/ne isser ia ) (até 15 de no-

vembro de 2018). Estes genomas foram categorizados de 

acordo com a l iteratura como Anglo-French_Haj j_strain, 

Burkina_Faso-North_African, Endemic South Afr ican strain 
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Tabela 1: Caracterização dos casos de DIM por serogrupo W registados em Portugal 
entre 2009 e 2018 e genótipo das respetivas estirpes invasivas.

Ano de 
isolamento Nº casos W Genótipo da est i rpe MenW

Local de 
isolamentoIdade (anos)

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

2016

2017

2018

0

0

0

1

1

0

0

1

2

4

-

-

-

88

50

-

-

6

88

62

47

70

97

52

-

-

-

Hemocul tura

LCR

-

-

Hemocul tura

Hemocul tura

Hemocul tura

Hemocul tura

Hemocul tura

Hemocul tura

Hemocul tura

-

-

-

W:P1.18-1,3:F4-1:St184 cc22

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

-

-

W:P1.18-1,3:F4-1:St184 cc22

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

(Em estudo)
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Lineage_11.1_distal_region, South_American-UK , Original UK 

e Novel UK (6,10).

A análise bioinformática foi realizada com o software de 

utilização livre chewBBACA (11) e assentou numa abordagem 

comparativa “gene-a-gene” de um conjunto de 1605 genes de 

N. meningitidis, que constituem o esquema de core-genoma 

MLST (cgMLST) v1.0 disponível na base de dados Neisseria 

PubMLST (12). Para analisar a possível relação evolutiva entre 

os isolados W cc11 aplicamos o algoritmo GoeBURST imple-

mentado na plataforma PHYLOViZ Online (13).

_Resultados

Desde 2009, ano a partir do qual todas as estirpes invasivas 

foram caracterizadas pela técnica de MLST no laboratório na-

cional de referência de Neisseria meningitidis, e outubro de 

2018 registaram-se 9 casos de DIM por serogrupo W em Por-

tugal. A média de idade dos doentes foi de 56 anos, (6 a 88 

anos). A caracterização de 8 destas estirpes invasivas (uma 

estirpe isolada em 2018 ainda em estudo) permite agrupá-las 

em apenas dois genótipos: W:P1.5,2:F1-1:cc11 (5 estirpes) e 

W:P1.18-1,3:F4-1:cc22 (3 estirpes), (tabela 1). Quatro estirpes 

do cc11 isoladas em 2017 e 2018 foram estudadas por WGS 

e incluídas neste estudo.   

Para a análise f i logenética selecionaram-se 1560 genomas 

das estirpes MenW cc11 disponíveis na base de dados

Neisser ia PubMLST, nas quais se incluem três genomas de 

estirpes isoladas de portadores em Portugal.

Utilizando a metodologia tradicional de caracterização do genó-

tipo (sequenciação de Sanger), não é possível conhecer a diver-

sidade genética das estirpes selecionadas, dado o seu caráter 

clonal e a fraca sensibilidade da metodologia para detetar evolu-

ção genética a partir de um ancestral comum (figura 1).

A utilização da metodologia de sequenciação de nova geração, 

com a sequenciação completa do genoma, permitiu distinguir 

duas sublinhagens, a Original UK e a Novel UK, emergidas se-

quencialmente a partir das estirpes sul-americanas, um ramo 

mais primitivo, próximo da linhagem Hajj, e um ramo na região 

designada como distal (figura 2). 

As estirpes isoladas em Portugal foram incluídas na sublinha-

gem Original UK (uma estirpe de portador e as duas estirpes 

invasivas isoladas em 2017), na sublinhagem Novel UK (as 

duas estirpes invasivas isoladas em 2018) e duas das estirpes 

MenW isoladas de portadores (data de isolamento desconhe-

cida) posicionaram-se na região distal (figura 2 ).
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Desconhecido

Novel UK

Original UK

Linhagem 11.1 (região distal )

Anglo-French Haj j

Sul-amer icana

Burk ina Faso (Nor te-afr icana)

PT

Árvore f i logenética simpli f icada baseada na sequên-

cia dos 9 genes uti l izados na genotipagem tradicio-

nal de estirpes de N. meningit idis (porA, fetA e 7 

genes que constituem o esquema de MLST).

Figura 1: Proximidade genética de todas as 1564 estirpes MenW cc11 analisadas.

Sul-afr icana

Nove l UK

Or ig ina l UK

Região d ista l

Árvore f i logenética s impl i f icada baseada na sequência de um conjunto de 1605 genes que consti tuem 

o esquema de cgMLST. Cada círculo representa uma subl inhagem com um per f i l genético par t icular, 

sendo os pontos de di ferentes cores a representação de grupos de esti rpes categor izadas, de acordo 

com a l i teratura, nas di ferentes subl inhagem (a c inzento – subl inhagem desconhecida).

Figura 2: Proximidade genética de todas as 1564 estirpes MenW cc11 analisadas.

Haj j

Desconhecido

Novel UK

Original UK

Linhagem 11.1 (região distal )

Sul-afr icana

Sul-amer icana

PT

Anglo-French Haj j

Burk ina Faso (Nor te-afr icana)
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_Conclusões

Embora o número de estirpes invasivas MenW isoladas em 

Portugal e incluídas neste estudo seja baixo, o que prejudica o 

valor da análise, os dados indiciam que o cenário em Portugal 

é semelhante ao que é observado noutros países europeus, 

nomeadamente no Reino Unido, país onde se tem observado 

o aumento do número de casos de DIM por MenW cc11 das 

linhagens emergentes da sul-americana, particularmente em 

adultos (14). Dadas as semelhanças, é importante ter em consi-

deração o quadro clínico atípico e a taxa de letalidade particu-

larmente elevada associados a estas estirpes.      

Este estudo demonstra a importância da metodologia de 

WGS na compreensão da diversidade e evolução genéticas, 

e dispersão global de estirpes MenW, anteriormente todas ca-

racterizadas num único tipo de sequência e complexo clonal, 

o ST11 do cc11. Esta é uma ferramenta fundamental no estudo 

de surtos e na monitorização das estirpes circulantes.

Agradecimentos

Aos colegas da Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA pela sua 

contribuição na sequenciação dos genomas e aos patologistas clíni-

cos que colaboram na vigilância de base laboratorial da DIM. 

À Doutora Cristina Furtado pela revisão do artigo.

artigos breves_   n. 6

Referências bibliográficas:

(1) Halperin SA, Bettinger JA, Greenwood B, et al. The changing and dynamic epidemio-
logy of meningococcal disease. Vaccine. 2012;30 Suppl 2:B26-36. 12.032. Epub 2011 
Dec 15. Review.

(2) Yazdankhah SP, Kr iz P, Tzanakaki G, et a l. Distr ibution of serogroups and genotypes 
among disease-associated and carr ied isolates of Neisser ia meningit id is f rom the 
Czech Republ ic, Greece, and Norway. J Cl in Microbiol. 2004;42(11):5146-53. 
ht tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar t ic les/PMC525265/

(3) European Centre for Disease Prevention and Control. Invasive meningococcal disease 
- Annual Epidemiological Report for 2016. Stockholm: ECDC, 2018. 
ht tps://ecdc.europa.eu/en/publ icat ions-data / invasive-meningococcal-disease-ann
ual-epidemiological-repor t-2016

(4) Ladhani SN, Beebeejaun K, Lucidarme J, et al. Increase in endemic Neisser ia menin-
git idis capsular group W sequence type 11 complex associated with severe invasive 
disease in England and Wales. Cl in Infect Dis. 2015;60(4):578-85. Epub 2014 Nov 10.

(5) Mayer LW, Reeves MW, Al-Hamdan N, et al. Outbreak of W135 meningococcal disea-
se in 2000: not emergence of a new W135 strain but clonal expansion within the elec-
tophoretic type-37 complex. J Infect Dis. 2002;185(11):1596-605. 

(6) Lucidarme J, Hi l l DM, Bratcher HB, et al. Genomic resolution of an aggressive, wides-
pread, diverse and expanding meningococcal serogroup B, C and W l ineage. J Infect. 
2015;71(5):544-52. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar ticles/PMC4635312/

(7) Eriksson L, Hedberg ST, Jacobsson S, et al. Whole-Genome Sequencing of Emerging 
Invasive Neisseria meningitidis Serogroup W in Sweden. J Clin Microbiol. 2018;56(4). 
pi i: e01409-17. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar ticles/PMC5869829/ 

(8) Moreno G, López D, Vergara N, et al. [Clinical characterization of cases with meningo-
coccal disease by W135 group in Chile, 2012]. Rev Chilena Infectol. 201;30(4):350-60. 
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182013000400002 

(9) Macedo R, Nunes A, Por tugal I , et a l. D issect ing whole-genome sequencing-based 
onl ine too ls for predict ing res istance in Mycobacter ium tuberculos is: can we use 
them for c l in ica l decis ion guidance? Tuberculos is (Edinb). 2018;110:44-51. 

(10) Luc idarme J, Scot t KJ, Ure R, et a l. An internat iona l invas ive meningococca l d i-
sease outbreak due to a nove l and rap id ly expanding serogroup W stra in, Sco-
t land and Sweden, Ju ly to August 2015. Euro Sur ve i l l . 2016;21(45). p i i : 30395. 
ht tps://www.ncbi.n lm.n ih.gov/pmc/ar t ic les/PMC5144941/

(11) Si lva M, Machado MP, Si lva DN, et al. chewBBACA: A complete suite for gene-by-
gene schema creation and strain identi f ication. Microb Genom. 2018; 4(3): e000166. 
[Epub ahead of pr int]. ht tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar tic les/PMC5885018/

(12) Bratcher HB, Cor ton C, Jol ley K A, et a l. A gene-by-gene populat ion genomics pla-
t form: de novo assembly, annotat ion and genealogica l analys is of 108 representa-
t ive Neisser ia meningi t id is genomes. BMC Genomics. 2014;15:1138. 
ht tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar t ic les/PMC4377854/ 

(13) 13. Ribeiro-Gonçalves B, Francisco AP, Vaz C, et al. PHYLOViZ Online: web-based 
tool for v isual ization, phylogenetic inference, analysis and sharing of minimum span-
ning trees. Nucleic Acids Res. 2016 ;44(W1):W246-51. 
ht tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/ar t ic les/PMC4987911/ 

(13) Bethea J, Makk i S, Gray S, et a l. C l in ica l character is t ics and publ ic hea l th ma-
nagement of invas ive meningococca l group W disease in the East Mid lands re-
g ion of England, Uni ted K ingdom, 2011 to 2013. Euro Sur ve i l l . 2016 Jun 16;21(24). 
ht tps://do i.org/10.2807/1560-7917.ES.2016.21.24.30259

_Doenças Infeciosas

2018

especial 10
número

_ 

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt


