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“The same relationship between initiation of treatment and favorable results could be applied
to the antibiotic drugs which later relayed, and more or less replaced, the sulfonamides.
However, there remained the question: how to dispense efficient treatment to patients
scattered over large territories where there were no medical facilities? The answer was very
difficult, if not impossible. This led to the second question: could people be protected against
meningococcal infection?”

Lapeyssonnie L. — Milestones in meningococcal disease. In: Vedros NA. Evolution of
meningococcal disease. 1987
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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

LUCIETE ALMEIDA SILVA

Neisseria meningitidis, uma bactéria capsulada, é o agente etiologico da doenga meningocdcica,
a qual ¢ reconhecida como uma das principais emergéncias médicas. Ha uma caréncia de
estudos epidemiologicos sobre a doenga meningocdceica (DM) no Amazonas, o que a torna
uma doenga negligenciada pela sua importancia no diagnodstico diferencial das febres
hemorragicas. Este trabalho teve como objetivo analisar o padrio da doenga meningocdcica
no Estado do Amazonas entre 2000 e 2010, num periodo que antecede a introdugdao no
programa nacional de imunizag¢ao infantil da vacina conjugada contra o sorogrupo C no ano
de 2010. O estudo inclui a analise dos casos notificados e a tipagem genética dos isolados
clinicos pela técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) e o sequenciamento de trés genes
codificadores de proteinas da membrana externa, além do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos. Os resultados mostraram que no petriodo do estudo, 948 casos de DM
foram notificados por 58 dos 62 municipios do estado, com uma maior concentragao em
Manaus (81%; 769/948). Houve uma mudanca no petfil epidemiol6gico com o aumento dos
casos de doenga pelo sorogrupo C a partir de 2007 (2007-2010 = 68%), associado a um maior
numero de casos acima de 10 anos de idade e alta letalidade (2007-2010 = 25%). O
deslocamento dos casos clinicos para individuos acima de 10 anos tem implicagdo para a
atual estratégia de imunizacao apenas para criancas com menos de 2 anos. A genotipagem
revelou uma populacdo de N. meningitidis bastante diversa, prevalecendo o ST-5996
(complexo clonal [cc]32) do sorogrupo B (43%) e o ST-11401 (cc103) do sorogrupo C (61%),
o qual é um novo ST identificado neste estudo. Mudanca de capsula de B para C foi
identificado dentre as cepas do cc32: ST-639 e ST-5996. A resisténcia aos principais
antibiéticos de importancia clinica foi um evento raro entre as bactérias estudadas. Com esses
resultados espera-se contribuir para melhoria das medidas de controle e na avaliagao futura
do impacto da introdu¢ao da vacina conjugada na epidemiologia da doenga meningocédcica
no Amazonas.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

LUCIETE ALMEIDA SILVA

Neisseria meningitidis, a capsulated bacterium, is the causative agent of meningococcal disease,
which is recognized as major medical emergencies. There is a lack of epidemiological studies
on meningococcal disease (MD) in the Amazon, which makes it a disease neglected by its
importance in the differential diagnosis of hemorrhagic fevers. This study aimed to analyze
the pattern of meningococcal disease in the state of Amazonas between 2000 and 2010, a
period before the introduction in the national childhood immunization program of the
serogroup C conjugate vaccine in 2010. The study includes the analysis of reported cases and
genetic typing of clinical isolates by Multilocus Sequence Typing technigne (MLST) and sequencing
of genes encoding three outer membrane proteins, in addition to the antimicrobial
susceptibility profile. During the study period, 948 cases of MD were reported by 58 of the
62 municipalities in the state, with a higher concentration in Manaus (81%; 769/948). There
was a change in the epidemiological profile with the increase in cases of disease caused by
serogroup C from 2007 (2007-2010 = 68%), associated with an increased number of cases
above 10 years of age and high case fatality rate (2007-2010 = 25%). The displacement of
clinical cases for individuals above 10 years has implications for the current strategy for
immunization only for children under 2 years. Genotyping revealed a diverse population of
N. meningitidis, prevailing ST-5996 (clonal complex [cc] 32) of serogroup B (43%) and ST-
11401 (cc103) of serogroup C (61%), which is a new ST identified in this study. Capsular
switching from B to C was identified among strains of cc32: ST-639 and ST-5996. Resistance
to antibiotics of clinical significance was a rare event among the studied bacteria. These
results are expected to contribute to improved control measures and the future impact
assessment of the introduction of the conjugate vaccine in the epidemiology of

meningococcal disease in the Amazon.
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1. INTRODUCAO

Neisseria meningitidis é o agente etioldgico da doenga meningocdceica, uma doenga
invasiva grave considerada uma das principais emergéncias médicas e uma séria ameaga a0
bem-estar das pessoas em todo o mundo, a qual pode apresentar as seguintes formas clinicas:
meningite, meningite com septicemia ou septicemia."”

A doenga meningocdcica (DM) foi descrita pela primeira vez por Vieusseux, em
Genebra, na Suica, durante um surto ocorrido em 1806. A bactéria responsavel pela doenga
foiidentificada inicialmente em 1884 por Marchiafava e Celli na Italia, mas, somente em 1887
foi cultivada por Weichselbaum.™

No Brasil, os primeiros casos de meningite meningocodcica foram registrados no ano
de 1906. No entanto, somente na década de 1970 foi registrada uma grande epidemia de
doenga meningocdcica em todo o pafs, quando os sorogrupos A e C acarretaram duas ondas
epidémicas coincidentes. Isto motivou a realizagao de uma campanha de vacinagao nacional
utilizando a vacina antimeningocé6cica A+C.>°

Na década de 2000, foram registrados no pafs cerca de 30.000 (trinta mil) casos de
doenga meningococica na forma de meningite, meningite com septicemia, ou septicemia;
algo em torno de 20% desses casos morreram e o nimero de sobreviventes com sequelas
permanentes ¢ desconhecido’. Essa doenga ocorre em todo o tetritério nacional, com
predominio na regiao sul e sudeste (68%). Uma maior concentracao da doen¢a em area
urbana, pelo menos em parte, pode ser explicada pela localizagio de laboratérios de
microbiologia, capacitados para identificagio de patégenos meningeos e pela qualidade do
sistema de vigilancia.

No ano de 1998 a incidéncia da doenga meningocdcica em Manaus, quando havia o
predominio claro do sorogrupo B (> 90%), motivou uma campanha com a vacina
antimeningocécica B+C (Va-Mengoc-BC®, Finlay). A campanha de vacinacio foi estendida
a populagao com até 14 anos de idade, quando foram vacinadas com a primeira dose 449.449
(quatrocentos e quarenta e nove mil, quatrocentos e quarenta e nove) individuos e, 1 més
mais tarde, 317.123 (trezentos e dezessete mil centos e vinte e trés) individuos receberam a
segunda dose. No entanto, ha uma caréncia de estudos epidemiolégicos sobre a doenca
meningocdcica no estado do Amazonas, o que a torna uma doenca negligenciada pela sua
importancia no diagnoéstico diferencial das febres hemorragicas. Ademais, se deve levar em
consideracao que o tratamento eficiente para esta emergéncia médica nao pode ser oferecido
para parte da populagao dispersa no vasto territorio daquele estado, o que aumenta o desafio
para o controle da enfermidade. Em relagio a etiologia da doen¢a meningocdcica, as
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informagoes disponiveis ficam restritas a caracterizagao fenotipica, i.e., sorogrupo e soro-
subtipo.

Deste modo, ha necessidade de um melhor entendimento da epidemiologia da doencga
meningocodcica naquele estado por meio de métodos de vigilancia molecular, num periodo
que antecede a introdugdo no programa nacional de imunizacao infantil da vacina conjugada
contra o sorogrupo C no ano de 2010. Assim, torna-se fundamental um estudo clinico e
epidemioldgico, a fim de gerar informagdes para a revisao das medidas de controle e a
introdugao de novos modelos de acompanhamento da doenga, que permitirdi melhor
avaliagao futura do impacto da introdugao da vacina conjugada na epidemiologia da doenca

meningococica no Amazonas.

1.1Epidemiologia e clinica da doenga meningocdcica

A doenga meningocdceica ocorre em todos os continentes, com maior predominio na
Africa, Asia e América do Sul (Figura 1). Na Africa subsaariana, na extensa faixa territorial
denominda "cinturio da meningite", a incidéncia de infec¢io meningococica aumenta
acentuadamente no final da estagao seca, normalmente resultando em grandes epidemias em
periodos muito curtos (Figura 1). As epidemias sio predominantemente, causadas pelo
sorogrupo A, porém surtos mais recentes foram causados pelos sorogrupos C, W e, em
menor propor¢io, X." Nas Américas e Europa hia um predominio dos sorogrupos B e C,
porém um aumento dos casos de doen¢a meningocdcica pelo sorogrupo W foi observado

na América do Sul nos anos 2000.”"°

I cinturdo da meningite II zona epidémicas |:| casos esporadicos

Figura 1. Distribuicdo global da doenga meningocécica de acordo com a sua frequéncia'l.
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A distribuicao temporal dos casos demonstra uma varia¢io sazonal, com o maior
percentual ocorrendo no inverno. As populagées mais carentes sao as mais afetadas pela
doenga meningocdcica, porém nao sao bem conhecidos os fatores de risco relacionados com
esta tendéncia. Nos pafses desenvolvidos também se observa uma associagdo entre nivel
socioeconomico baixo e uma maior incidéncia da doenga. As residéncias pequenas e mal
ventiladas, a aglomeragdo, o indice de pessoas por dormitério, o consumo de tabaco, as
migragoes e o registro de infecgdes virais concomitantes (cofatores) tém sido associados com
a incidéncia da doenga e a prevaléncia de portadores.'*'>"

A epidemiologia da doenga meningocdcica usualmente apresenta variagoes
marcantes quando sao estudadas regides ou periodos diferentes. No contexto da doenca
meningocdcica a palavra epidemia pode referir-se a diferentes eventos, relacionados a areas
geograficas distintas no mundo. Portanto, condigoes epidémicas podem ser definidas para
uma determinada localidade, como uma incidéncia inaceitavelmente alta e requerendo
medidas urgentes de controle. Assim, o indice endémico relativo a uma populagao definida
e as flutuacdes por este afetadas é que definem uma situacio epidémica.™

Pequenas modificagdes no padrao epidemiolégico da doenga meningocdcica sao
dificeis de serem consideradas, assim como, a tendéncia. No momento ha necessidade do
desenvolvimento de uma metodologia capaz de analisar, com poder de predicdo, as
mudangas iniciais do padrao epidemiol6gico. No entanto, algumas mudancas do padrio
epidemiolégico podem ajudar a distinguir uma situagdo epidémica de um padrio endémico
e as suas flutuagoes sazonais. As criangas sao as mais afetadas, especialmente, as lactentes.
Em condi¢oes endémicas cerca de 60% dos casos ocorrem em menores de 10 anos, o que
justifica a sua inclusdo entre as doengas da infancia. No entanto, a mudanga na distribuicao
dos pacientes por faixa etaria, com uma grande proporcao dos casos envolvendo
adolescentes e adultos jovens, indica que uma epidemia pode estar em curso. A mudanc¢a no
padrio das formas clinicas e o aumento da chance de falecer pela doenga meningocdcica,
também ajudam a reconhecer a possibilidade de um surto emergente na comunidade.>">'*"

Um novo aspecto da epidemiologia da doenga meningocédcica tem sido a ocorréncia
de surtos localizados (c/uster) entre adolescentes, como o resultado de contato na escola, na
universidade, bares, discotecas ou clubes de esportes. A quase totalidade desses surtos tem
sido associada com doenca pelo sorogrupo C. O aumento da doenga entre adolescentes
provoca uma alteracio no perfil epidemioldgico, como consequéncia da vasta rede de
contatos sociais deste grupo. A possibilidade de aquisicao intradomiciliar da infecgao

meningococica fica reduzida nessa situagao, enquanto que os grupos sociais extradomiciliares
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e os contatos de escola passam a ter uma importancia maior na transmissao da bactéria na
comunidade.'®""?

A distribui¢do dos pacientes pelo sexo mostra um predominio da doenga nos
homens. Entretanto, entre os pacientes com mais de 50 anos ha um claro predominio da
doenca nas mulheres.”'

Nao incluindo os dados das epidemias, estima-se que aproximadamente 500.000
casos novos de doenga meningocdcica ocorrem anualmente em todo o mundo; 50.000 destes
casos sio fatais e 60.000 recuperam-se com seqiielas.'* No Brasil a doenga meningocécica é
registrada em toda a sua extensao geografica, onde 31.457 casos foram reportados entre 2000
e 2010; cerca de 20% destes casos morreram e os sobreviventes com sequelas permanentes,
sio desconhecidos.” A maioria das notificacoes ¢ das regices sul e sudeste (68%; 21.459) e,
em outras regioes, nas metropoles, um dado provavelmente relacionado a existéncia de
estrutura para o diagndstico e a notifica¢ao dos casos, o que de algum modo deve mascarar
a importancia da doenga nas areas rurais, justamente onde as estratégias de tratamento sao o
maior desafio.

N. meningitidis ¢ essencialmente um comensal bem adaptado da mucosa da
nasofaringe humana, desde que a progressao da colonizagao para a invasao e a agressao do
hospedeito é um evento relativamente raro'. A invasio da corrente sanguinea
frequentemente ocasiona meningite ou septicemia. Essas manifesta¢des clinicas evoluem em
poucas horas com o inicio da bacteremia, podendo ocorrer separadamente ou juntas”.

Os pacientes com doenga meningocdcica apresentam sintomas prodromicos,
geralmente, na semana anterior a admissao hospitalar. Os sintomas sugerem infec¢ao do trato
respiratorio superior: dor de garganta, coriza, tosse e otalgia. A presenca de febre nessa fase
somente ¢ descrita por uns poucos. Os prédromos, eventualmente, podem ser provocados
por uma infec¢ao viral do trato respiratério, que ocasionalmente atuaria como um fator
predisponente”*,

Um quadro de febre subita acompanhada de dor de garganta, artralgia ou mialgia
sugere o diagnostico de doenga meningococica. Dor nas costas e astenia também sao queixas
frequentes. A histéria clinica na admissao hospitalar, frequentemente, é de febre, rigidez de
fnuca, vomitos e purpura. A purpura ¢ uma das manifestacoes mais significantes encontrada
nos doentes, o qual deveria ser visto como um sinal de mau prognéstico imediato™.

A classificacao dos pacientes por formas clinicas ¢ essencial para a compreensao da

doenga meningococica e o seu controle. A distincio entre a septicemia e a meningite

meningocdcica tem importantes implicagoes, por serem entidades clinicas distintas e
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demandarem condutas terapéuticas diferenciadas. A meningite meningococica é uma
infeccao do sistema nervoso central, com alteragdes caracteristicas no liquido cérebro-
espinhal (LCE) e uma letalidade em torno de 5% ou menos. Por outro lado, a
meningococcemia ¢ uma infec¢ao sistémica grave, relacionada com um quadro de choque
séptico por bactéria Gram negativa, com uma letalidade que segundo a literatura varia de
15% a 809>,

O quadro clinico dos pacientes com meningite meningococica nio difere da
descrigdo classica observada para as outras etiologias bacterianas de meningite piogénica. Em
fase inicial pode haver apenas um quadro febril abrupto inespecifico, com posterior
desenvolvimento de cefaleia, vomitos e rigidez de nuca. Altera¢ao do nivel de consciéncia e
convulsio podem fazer parte da evolugio, assim como alteracio do comportamento. A
meningite comumente esta associada a purpura, o que indica a presen¢a concomitante de
septicemia. A presenca de purpura nesta situag¢ao deveria sempre sugerir o diagnostico clinico
de doenc¢a meningocécica (Figura 2). Pode haver ainda a presenca de hipotensiao ou choque,
um indicativo de mau prognostico'*?

A septicemia meningococica pode ser dividida em leve, grave ou cronica, tendo
como base a evolugio clinica. A meningococcemia ¢ corretamente definida pela auséncia de
meningite (LCE <10céls/mm’), porém pacientes com uma celularidade do LCE de até
100céls/mm’ apresentam evolugdo que caracteriza a septicemia meningocécica®. Um
componente de encefalite ou sinais de irritacio meningea, eventualmente, podem estar

presentes mesmo com a analise inicial do LCE estando normal??

. Inicialmente o aspecto
das lesoes cutaneas da doenca meningocdcica, um sinal clinico de manifestagao septicémica,
pode ser maculo-papular ou urticariforme, com posterior evolug¢ao para as lesdes com

aspecto hemorragico (Figura 2).



Figura 2. Petéquias (< 3 mm ) e manchas equimoticas em uma crianga com meningite e septicemia
(Fotografia da Dra. Luciana G. F. Pedro)?’.

Um amplo espectro clinico tem sido documentado com menor frequéncia associada
a infecgdo por N. meningitidis como artrite, panoftalmite, conjuntivite, endocardite,
pericardite, faringite, pneumonia, osteomielite, epiglotite, celulite orbital, uretrite, salpingite
e infeccio cervical'®.

O reconhecimento precoce da doenca meningocécica é essencial para um
prognostico favoravel. Entretanto ainda existe confusio e desconhecimento sobre a
apresentacao dos aspectos clinicos da doenca, o que acaba por prejudicar o diagndstico na
fase inicial, retarda o tratamento especifico e afeta a educacao da populagao através de
informes sobre a doenga. O prognoéstico da doenga meningocdcica é variavel de acordo com
a forma clinica, as condi¢des do atendimento, a disponibilidade de servico de saude e a
percepgao dos médicos e leigos acerca da doenga. A maioria das séries de casos aponta uma
letalidade global em torno de 10%, com as mortes ocorrendo principalmente em pacientes
com sinais e sintomas de meningococcemia.”®

Informagoes sobre a doenca devem ser dadas em uma tentativa de melhorar o
prognostico, incluindo o tratamento precoce com antibidticos e o treinamento de agentes de
saude das comunidades, a fim de reconhecer o exantema hemorragico. Em 4areas rurais ou
de floresta, protocolos de tratamento de curto prazo e antibiéticos com esquemas de
administracao simples, sao fundamentais, em particular com a possibilidade de injecao

intramuscular e dose unica."’ Uma dose didria de ceftriaxona (100 mg/Kg até um maximo de
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4 g) administrada por via intramuscular parece ser um opgao adequada para o tratamento da
doenga meningococica, considerando as circunstancias encontradas naquela regido, a sua
eficicia e a facilidade de uso.” A ocorréncia de doen¢a meningocécica em comunidades de
area rurais ou de floresta na regido amazonica representa um desafio para a saude publica,
onde a prevengido por vacinas é a melhor op¢ao, devido a complexidade do tratamento das
formas graves.

A importancia do reconhecimento precoce da doenga meningocdcica é essencial para
uma area endémica de maldria, pois algumas infec¢Oes bacterianas, como por N. meningitidss,
ocorrem concomitantemente em casos de malaria grave (infec¢ao mista). Este ¢ um problema
adicional para o reconhecimento da doenga meningocdcica pois a malaria cerebral nio é
facilmente distinguivel de meningite bacteriana e encefalite viral.'* A pun¢do lombar deve ser
seriamente considerada em pacientes com malaria cerebral diagnosticada clinicamente,
mesmo quando a parasitemia por Plasmodium é detectada, porque nao exclui a coexisténcia
de meningite bacteriana.”

O transporte no Amazonas é normalmente possivel por barcos ou por aeronaves,
que transportam pessoas e¢ mercadorias entre as principais cidades ao longo dos rios
principais e seus afluentes. Isso agrava o prognodstico de pacientes do interior com doengas
que ameagam a vida, porque a assisténcia médica esta ausente nas aldeias ou mesmo precaria
na cidade mais proxima, que pode estar localizada a poucas horas ou dias de distancia. A
percepgao da populacdo e os profissionais de saide sobre a doenga meningococica é outro
problema sério, porque a sintomatologia inicial - febre, dor de cabeca, dor de garganta e
mialgia - sao indistinguiveis daqueles relacionados a outras doencas infecciosas
diagnosticadas de modo muito mais prevalente.”” Além de apresentacdes atipicas, as
manifestacdes que sugerem um diagnostico de outras doencas infecciosas menos graves
também podem ocorrer. Os sintomas gastrointestinais - nauseas, vomitos e diarréia - podem
preceder o exantema hemorragico e outros aspectos mais caracteristicos de
meningococcemia, especialmente em uma crianga ou um paciente idoso, por vezes,
sugerindo o diagndstico de gastroenterite.'® Assim, raramente é pensado como um
diagnéstico diferencial da febre hemorragica infecciosa numa fase inicial, resultando em

atraso no diagnoéstico e, portanto, no inicio da terapia especifica.

1.2 Métodos de diagndstico para doenga meningococica
O diagnoéstico da doenga meningocdcica inicialmente é clinico, o qual deve ser

precoce e bem estabelecido devido ao elevado potencial fatal da doenca. Para tal é necessario

7



um alto grau de suspei¢ao do médico assistente. A confirmagao do diagnéstico clinico ¢é feito
por métodos laboratoriais para a identificagao de agentes bacterianos. No caso em tela, a
melhor alternativa deveria incluir uma abordagem com diferentes técnicas para o diagndstico
bacteriolégico convencional e molecular. Dentre os métodos de diagnéstico convencional se
destacam a bacterioscopia, a cultura e o teste do latex, enquanto os métodos moleculares
despontam o ensaio de PCR e PCR em tempo real.

O exame direto pela bacterioscopia de material como liquido cérebro-espinhal
(LCE), secre¢ao da conjuntiva, liquido sinovial, biépsia (p#nch) ou fluido aspirado de lesoes
purpuricas possuem valor diagnéstico. O material de eleicao deve ser corado,
preferencialmente, pelo método de coloragio de Gram.”

Nos pacientes a bactéria pode ser habitualmente isolada da nasofaringe, das lesoes
cutaneas (purpura), do liquido sinovial, do sangue, do LCE ou de secre¢io conjuntival. O
isolamento primario é obtido com sucesso quando empregamos o agar Mieller-Hinton (MH)
suplementado com 5% de sangue de carneiro ou coelho. A maioria dos caldos comerciais

para hemocultura serve para o isolamento de IN. weningitidis, o que permite a semeadura de

sangue ou liquido sinovial. A temperatura 6tima de crescimento fica entre 35 e 37°C.
Apresentam necessidades essenciais para o desenvolvimento, como a presenca de umidade
e CO,, que estimulam o crescimento. As culturas diariamente verificadas sem crescimento
apo6s 72h sao dadas como negativas. As hemoculturas mantidas em estufa, preferencialmente
com agitacao, nao devem ser descartadas com menos de uma semana, procedendo-se
repiques para meio sélido com 2,5e 7 dias.”

A detecgao de antigenos de meningococos em fluidos organicos ¢ possivel através do
teste do litex. Esse teste contém anticorpos polivalentes para os sorogrupos A/B/Y, C/W.
O teste imunolégico permite ao laboratério a identificagao presuntiva, porém um resultado
negativo nio exclui o diagnéstico.”

A técnica da reagao da polimerase em cadeia (PCR) vem sendo empregada para o
diagnéstico da infecgdo por IN. meningitidis através da deteccdo do DNA gendmico extraido
diretamente do LCE, do sangue ou de material de bidpsia. Esse ensaio vem sendo apontado
como uma ferramenta fundamental para ampliar a vigilancia epidemiolégica da doenga

%O ensaio de PCR em tempo real

meningococica, especialmente em areas remotas
, . . , . . , . 37 ,
também tem sido empregado para o diagnéstico da doenca meningococica™, porém a
sensibilidade se equivale a do ensaio convencional. Como o seu custo é muito superior, em
particular quando inclui a genogrupagem, o seu emprego somente se justifica em

laboratérios com uma alta demanda de exames, portanto a implementag¢ao do protocolo de
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PCR em tempo real ndo deve ser baseada na visao equivocada de varios relatos que tendem
a generalizar a ideia de que o PCR quantitativo, em geral, tem uma sensibilidade aumentada

comparada com a técnica convencional de PCR ou ELISA-PCR*,

1.3 O agente etiologico

N.  meningitidis, uma bactéria Gram negativa encapsulada, pertence a classe

Proteobacteria, subclasse-PB. A classe Proteobacteria inclui um grupo amplo e fisiologicamente
diverso de bactérias Gram negativas, fototroficas e ndo-fototrédficas.” Dentre as espécies do
género Neisseria, IN. meningitidis é a tnica capsulada. A morfologia observada pela
bacterioscopia de cultura ou de espécimes clinicos ¢ de cocos Gram negativos, normalmente
dispostos em pares (diplococos), com os lados adjacentes concavos, o que lembra a forma
de feijao ou rim (Figura 3). Possuem cerca de 0,6 a 0,8 micra de diametro. Nao formam
esporos ou possuem flagelos na superficie externa. A presenca de fimbrias (pi/) é notada com
frequéncia, porém as células sao imoveis. A superficie externa é revestida por uma capsula
em virtualmente todas as amostras isoladas de pacientes, e algo em torno de 50% das
amostras isoladas de portadores.” A cipsula é composta por uma longa cadeia de
carboidratos, chamados de polissacarideos capsulares, os quais possuem um lipideo numa
extremidade. A capsula, além de ser um mecanismo de escape do sistema imune do

hospedeiro, serve como uma protecao contra a dessecacao (Figura 3).

2 lembrana citoplasmatica
& ;"Q—_— Espago periplasmatico

o Lipooligosaciridos

Pili

Cépsula

Proteinas membrana
externa

Figura 3. Diplococos Gram negativos e estrutura da superficie de Neisseria meningitidis
(modificado de Rosenstein et al.#!).



1.4 Métodos para caracterizagdo de Neisseria meningitidis

1.4.1 Tipagem fenotipicas
A caracterizacdo de N. meningitidis, tanto de isolados em cultura como diretamente de
espécimes clinicos, é essencial para uma resposta eficaz a saide publica e, consequentemente,
a aplicagdo de medidas de prevencao e controle na comunidade. Os primeiros métodos de
caracterizagdo a alcancarem ampla aceitagdo foram abordagens imunoldgicas que
identificavam variantes antigénicas da capsula (sorogrupo ou sorotipo) e de antigenos
subcapsulates (soro-subtipo).” A classificacio fenotipica de N. meningitidis tem como base os
antigenos de superficie externa, como os polissacarideos capsulares, as proteinas da
membrana externa e os lipooligossacarideos. A bactéria é classificada de acordo com as
caracteristicas dos polissacarideos da capsula em sorogrupos, das proteinas da membrana
externa em sorotipos e subtipos (soro-subtipos) e dos lipooligossacarideos em imunotipos.
O esquema de tipagem de sorotipos e subtipos por métodos imunolégicos apresenta
uma série de limitagdes, incluindo: cobertura incompleta e dificuldades na produgao e
distribuicao de reagentes (anticorpos monoclonais), o que resulta em um nimero crescente
de isolados ndo tipaveis por esta abordagem. Ha necessidade de a proteina alvo estar sendo
expressa. Correspondéncia inconsistente com a relagao genética dos isolados, em parte
devido a transferéncia horizontal de genes combinada com um alto nivel de selecao positiva
sobre os antigenos subcapsulares (proteinas de membrana externa). Dificuldade de aplicar
métodos imunoldgicos para o diagnéstico e a tipagem da bactéria direto de espécimes
clinicos, algo de importancia crescente em decorréncia do tratamento precoce com

antibidticos, o que resulta em mais espécimes clinicos com resultados de cultura negativos.

1.41.1 Sorogrupos

Os sorogrupos sao baseados na especificidade imunolégica dos polissacarideos
capsulares, que podem ser identificados pelas técnicas de soroaglutinagao, co-aglutinagao ou
através de anticorpos monoclonais. Sao reconhecidos 12 sorogrupos de N. meningitidis
designados por letras capitais: A,B,C,X,Y, Z,29E,W,H,LIK,I..* Contudo, os sorogrupos A,
B, C, W e Y sao os responsaveis pela quase totalidade dos casos de doenga meningocdceica
em todo o mundo. Os demais sorogrupos excepcionalmente causam doenga invasiva, porém
o sorogrupo X emergiu na década de 2000 como causa de epidemia em alguns paises da

Africa: Niger, Uganda, Kenya, Togo e Burkina Faso.* O sorogrupo é uma caracteristica
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fenotipica que pode ser instavel, devido a possibilidade de mudanga de capsula, de modo que

o sorogrupo pode nio ter correspondéncia com a relagio genética dos isolados.”

1.4.1.2 Sorotipos

Os sorotipos se baseiam na presenca das proteinas de classe 2 ou 3 da membrana
externa de IN. meningitdis, os quais sio detectadas pela técnica de immunoblot com anticorpos
monoclonais. Essas protefnas sio mutuamente excludentes, de maneira que um
meningococo pode apresentar ou a proteina de classe 2 (PorB2) ou a de classe 3 (PorB3),
mas nao as duas simultaneamente. As PorB3 normalmente sdo expressas por bactérias do
sorogrupo B, enquanto as PorB2 sao expressas por bactérias do sorogrupo C. Essa proteina

est4 invariavelmente presente nos isolados clinicos.*

1.4.1.3 Subtipos

As proteinas de classe 1 (PorA) possuem valor como marcador microbiolégico, por
terem sua estrutura conservada na maiotia das bactérias.” Assim como os sorotipos, os
subtipos sdo a determinados pela técnica de zmmunoblot com anticorpos monoclonais. As
proteinas de classe 1 tém sido um componente importante na formula¢ao de vacinas contra

o sorogrupo B.

1.4.1.4 Imunotipos

A espécie pode ainda ser distinguida através de diferencas dos epitopos dos
lipooligossacarideos, localizados na parede celular.” Uma célula bacteriana pode apresentar
um ou mais determinantes de imunotipos, ou ainda simplesmente nao expressar nenhum, o

que fez com que nao lograsse como marcador epidemiolégico.

1.4.2 Tipagem genotipicas
A ampla disponibilidade de técnicas moleculares aplicadas para identificagao e
caracteriza¢ao do microrganismo de interesse tém sido de grande valor para melhorar o
entendimento acerca da doenga meningococica, especialmente no monitoramento da
disseminagio de alguns clones e da investigagio subjacente da biologia da infec¢io.*
A necessidade da utilizagao de marcadores genéticos tornou-se imprescindivel para a
avaliacao da epidemiologia da infeccao por IN. meningitidis, o que permite ainda a identificagao
e a caracteriza¢ao da bactéria diretamente do espécime clinico de pacientes com cultura
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negativa, o que facilita a ampliacdo da vigilincia epidemiolégica.” De maneira notavel, os
trabalhos de epidemiologia molecular desempenharam um papel importante na concepgao
de vacinas especialmente desenvolvidas contra o sorogrupo B, os quais identificaram a

diversidade e wvariabilidade dos antigenos de superficie.”

A selecao de antigenos
subcapsulares foi fundamental para o desenvolvimento de vacinas contra este sorogrupo.

A genotipagem de isolados clinicos de IN. meningitidis, a partir dos trabalhos pioneiros
com a técnica de eletroforese de multilocus enzimatico (MLEE),” foi de grande valor para
melhorar o nosso entendimento da doenga meningocdcica, especialmente no mapeamento
global da propagacao de alguns gendtipos em particular, o que definiu que determinados
clones siao responsaveis por epidemias e a maioria dos casos de doenga endémica em uma
regido ou em diferentes 4reas geograficas.”” Assim ficou claro que a tipagem fenotipica,
isoladamente, ndo permite identificar a diversidade e a correlagdo entre as bactérias, cujos
clones podem expressar diferentes combinagdes antigénicas, regular a expressio de um
antigeno, ou modificar seus antigenos de superficie, p.ex., a cipsula de polissacarideos.'™” A
necessidade da utilizagdo de marcadores genéticos tornou-se imprescindivel para a avaliagao
da epidemiologia da infeccao por N. meningitidis, o que permite ainda a identificacao e a
caracterizagao da bactéria diretamente do espécime clinico de pacientes com cultura negativa,
o que facilita em muito a ampliagio da vigilancia epidemioldgica.”” De maneira notavel, os
trabalhos de epidemiologia molecular desempenharam um papel importante na concepgao
de vacinas especialmente desenvolvidas contra o sorogrupo B, os quais identificaram a

49

diversidade e wvariabilidade dos antigenos de superficie.” A selegdo de antigenos

subcapsulares foi fundamental para o desenvolvimento de vacinas contra este sorogrupo.

1.4.2.1 Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Maiden et al’ desenvolveram um método de tipagem molecular utilizando DNA de
N. meningitidis que conservou os conceitos utilizados por eletroforese de multilocus
enziméatico (MLEE),” ao analisar genes constitutivos que nio estio sob qualquer selecio
imunolégica conhecida. Multilocus sequence hping (MLST) define clones ou linhagens pelos seus
perfis alélicos determinados a partir das sequéncias de nucleotideos dos fragmentos internos
de sete genes de constitutivos (abeZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdh, pgm), ao invés da alteragdo dos
padrdes de mobilidade electroforética das enzimas que codificam. Esta abordagem tem sido
adaptada para a tipagem de diferentes bactérias, e agora é o método mais amplamente

utilizado para tipagem molecular.
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MLST apresenta as seguintes vantagens: determina de forma inequivoca as variagoes
genéticas, através do sequenciamento dos alvos de interesse. B facilmente mensuravel em
escala e adaptavel para um formato de alto desempenho. Os dados de sequenciamento sdao
reproduziveis e podem ser objetivamente comparados entre laboratérios. A analise das
sequencias pode ser realizada 4 distancia e os resultados retornados através da Internet. As
sequéncias obtidas podem ser enviadas para um banco de dados centralizado, o que as torna
acessiveis a todos os cientistas através da internet, a fim de produzir uma ferramenta eficaz
para a compreensao da epidemiologia global. As sequéncias podem ser obtidas a partir da
amplificagao pela PCR diretamente do espécime clinico.

Atualmente, recomenda-se que os sete /oc de MLST sejam sequenciados e utilizados
para a genotipegam de IN. meningitidis isolados de doenca invasiva ou portadores, pelo menos
para uma selecio representativa de cada pafs ou para ampliar a vigilancia regional.'>** A cada
alelo original é atribuido um nimero, em ordem de descoberta, e cada isolado pode ser
caracterizado por MLST pelo seu gendtipo ou perfil alélico, designado como tipo
sequenciado (ST), o qual é a combinacao dos seus alelos formados pelos sete loci de interesse.
Os ST podem ainda ser agrupados em complexos clonais (cc), os quais sao definidos na base
de dados do MLST — Neisseria Sequence Typing Home Page (http://pubmlst.org/neissetia/)
— como um grupo de ST que partilham, pelo menos, quatro dos sete /oe/ em comum com o

ST principal.

1.4.2.2 Genes porA, porB, fetA, fHbp

O emprego do MLST nao é adequado para caracterizar eventuais diferencas de cepas
relacionadas a um surto devido ao seu baixo poder para resolver pequenas diferencas
evolutivas. Portanto, para fornecer capacidade adicional discriminatéria na analise de N.
meningitidis, os dados de MLST podem ser combinados com a sequéncia de outros /oci
variaveis sob pressao seletiva positiva, como PorA, PorB, FetA e FHbp (Figura 4). E essa
variabilidade que torna estas proteinas excelentes marcadores para investigacdes
epidemioldgicas limitadas a um curto espago de tempo. As sequéncias para estes marcadores
também sao importantes para avaliar a distribui¢ao dos alelos de proteinas que sao potenciais
antigenos vacinais, o que pode ajudar na concepgao racional de vacinas antimeningococicas,
em especial contra o sorogrupo B."

As regides variaveis dos genes codificadores de antigenos porA e ferA é uma resolucao
adicional e necessaria. O gene porB é importante para investigacao rapida de surtos da doenga

e a distribuicdo de variantes antigénicas. Estes genes de interesse tém sido usados
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extensivamente em laboratérios de referéncia em todo o mundo e protocolos validados
foram publicados. Recomenda-se, ainda, que uma nova nomenclatura seja adotada na
seguinte forma: sorogrupo: porB: Pl.porA-VR1, VR2: FfetA-VR: ST (complexo clonal),
expressa como p.ex, B:3-1: P1.19,15: F5-1: ST-33 (cc32).

Lipopolissacarideo

) Dupla camada

/) 4-Pilus (fimbria)
1, de fosfolipideos J

Proteina fixadora
de ferro

ex: FetA

PorB  fHbp

“Coeneo

capsula
7| polissacaridica

membrana
exterior

Proteina de transporte
ex: FbpA, SodC espaco

=4 | periplasmatico

SEoas

[ ( l \ membrana
\ | \ | citoplasmatica

Complexo de transporte Estrutura de
ex: FbpB, FbpC montagem de Pilus

Figura 4. Estrutura de superficie de Neisseria meningitidis. Classificacio soroldgica de IN meningitidis é
baseada na cipsula (sorogrupo), nas proteinas da membrana externa — PorB (sorotipo) e PorA
(subtipo) — e lipopolissacarideos (imunotipo). Outras proteinas de importancia da membrana externa
sd0 os novos componentes vacinais: FHbp e NadA (modificado de Sadarangani & Pollard??).

1.4.2.2.1 porA

O gene porA codifica variantes antigénicos dos subtipos, i.e., as proteinas de classe 1
(PorA) da membrana externa, possuem peso molecular entre 43 e 47 kDa™. Esse gene possui
duas regides variaveis principais, além de uma regiao secundaria ou semi-variavel (VR3), o
que explica porque N. meningitidis pode expressar multiplos subtipos. E recomendado o
sequenciamento das duas principais regides variaveis para a genotipagem: VR1 e VR2.
Analise das sequéncias de nucleotideos do gene porA demostrou que a diversidade antigénica
¢ muito mais ampla do que aquela definida por anticorpos monoclonais, além de definir o

subtipo nos isolados com o gene desativado e identificar quando o gene esta deletado.
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1.4.2.2.2 porB
O gene porB, relacionado com a codificagao destas proteinas (PorB), possui 4 regides
variaveis (VR1,VR2,VR3,VR4) as quais ampliam a diversidade antigénica, permitindo a
modulagdo da variagdao de fase e, consequentemente, da expressao das proteinas como um
mecanismo de evasio e adaptagao ao meio ambiente. O peso molecular dessas proteinas de

membrana externa é de 37 a 42 kDa”.

14.2.2.3 fetA
O gene fetA codifica a proteina formalmente designada proteina reguladora de ferro
(FrpB), a qual é uma proteina de membrana externa do meningocécico, possui peso
molecular de 76 kDa™. A sua importincia foi reconhecida devido ao interesse como um

candidato vacinal e como marcador microbiolégico.

1.4.2.2.4 fHbp

A proteina fixadora de fator H (FHbp), anteriormente referida como antigeno de
Neisseria 1870 derivado do genoma (GNA 1870) ou lipoproteina 2086 (Lp2086), com peso
molecular de 27 kDa™, é um antigeno exposto na superficie da membrana externa que esti
invariavelmente presente na espécie N. meningitidis®. FHbp é componente critico para a
sobrevivéncia desta bactéria na corrente sanguinea do hospedeiro nao imune, uma vez que ¢é
responsavel pela interagao primaria com o fator H humano (fH), um importante membro do
grupo de reguladores da ativagiao do sistema de complemento. A ligagao da FHbp com o fH
inibe a ativacdo do complemento, aumenta a resisténcia a atividade bactericida do soro e
permite que a bactéria escape dos mecanismos de defesa da imunidade inata, o que facilita a
sobrevivéncia da bactéria e, eventualmente, o desenvolvimento da doenca invasiva no
hospedeiro.”” A exposicio a este antigeno induz a atividade bactericida contra N. meningitidis,
de modo que é um antigeno vacinal viavel, e faz parte da formulagao de vacinas aprovadas
contra o sorogrupo B.”*’ Ademais, os dados obtidos até o momento indicam alguma
correlagao dos alelos de fHip com determinados clones de MLST ou sorogrupos, o que o

2003 prosseguimento  da

transformam em um bom marcador epidemiolégico.
determinagao da diversidade das sequéncias de fHbp fornecera valiosas informagdes para
avaliar a potencial eficicia e cobertura das vacinas, bem como caracterizar as populagoes de

N. meningitidis circulantes.
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1.5 Controle e quimioprofilaxia

O controle da doenga meningocécica, uma doencga de notificagio compulséria no
Brasil desde o inicio do século XX, é uma das principais atividades da vigilancia
epidemioldgica, assim como outras patologias que exigem qualquer medida imediata seja para
0s casos, contatos intimos ou grupos de risco.

A quimioprofilaxia é uma estratégia universalmente aceita para o controle da doenga
meningocdcica, que ¢ uma doenga com alto potencial de evolucio fatal. Embora as criangas
pequenas sofram risco maior de adoecer, os contatos {ntimos de qualquer idade estao
potencialmente vulneraveis. O risco de doenga entre contatos intimos de um caso é cerca de
mil vezes maior, comparado com pessoas da comunidade, e este risco persiste por varios
meses. O uso profilatico de antimicrobianos tem como proposito prevenir os casos
secundarios de doenga meningococica, os quais representam cerca de 1 a 3% do total
registrado'*?

A quimioprofilaxia, de acordo com a estratégia adotada em nosso pafs, visa eliminar
o estado de portador de um individuo convivendo em contato intimo com um caso detectado
e, assim, diminuir a chance de exposi¢ao de um susceptivel. A reducao do nimero de casos
secundarios nesse contexto é consequéncia da interrup¢ao da transmissao de IN. meningitidis
em um grupo definido como contatos intimos®.

A emergéncia de IN. meningitidis resistente a rifampicina aliada as complicagdes do
seu uso pressionaram pela busca de uma droga alternativa®*. Azitromicina, ciprofloxacina e
ceftriaxona sdo as alternativas disponiveis para a quimioprofilaxia®. Até o momento apenas
a ceftriaxona e a azitromicina estdo liberadas para o uso em gestantes e criangas. A
ciprofloxacina ou a azitromicina sao as melhores op¢des por serem bastante eficazes, de
administracao oral e em dose unica, o que permite a medicacao supervisionada. A ceftriaxona
por ser de uso parenteral exclusivo limita o seu emprego como agente profilatico de primeira
linha, devido a aceitacao pelos contatos.

A medicagao deve ser oferecida aos contatos intimos nas primeiras 24 horas apos a
internagao do paciente, a fim de se alcangar a protecio maxima desejada. A ingestio da
primeira dose do antibidtico precisa ser iniciada sem muita diferenca de tempo pelos

25,62

contatos™*". O médico assistente deveria ser o responsavel pela quimioprofilaxia, pelo

menos, dos contatos intradomiciliares.
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1.6 Vacinas

A primeira geracao de vacinas antimeningococicas foi formulada com polissacarideos
purificados da capsula bacteriana, os quais induzem imunidade grupo-especifica (Quadro 1).
No entanto, os polissacarideos sio antigenos linfocitos T independentes, os quais nao podem
ser apresentados as células T em conjunto com as moléculas de classe II do complexo
principal de histocompatibilidade (traducdo do inglés de major histocompatibility complex -
MHC). Tais vacinas nao induzem prote¢ao duradoura, por conseguinte, a resposta aos
antigenos capsulares ¢ de curta duragao e incapaz de gerar uma resposta anamnéstica quando
o vacinado é mais tarde exposto a0 mesmo antigeno. Essas vacinas ndo protegem contra a
colonizagao da nasofaringe, o que poderia reduzir o numero de infec¢Oes assintomaticas
(estado de portador). Ademais, as vacinas polissacaridicas sdo pouco imunogénicas em
criangas menores de 2 anos de idade, particularmente os lactentes, devido a incapacidade dos
polissacarideos estimularem os linfécitos B neste grupo etario, estes sao os mais afetados
pelas bactérias relacionadas 2 meningite comunitaria aguda.”*’

O polissacarideo capsular conjugado a uma proteina carreadora, através de ligagdes
covalentes, em muito melhora a imunogenicidade das vacinas antimeningocdcicas em
criangas pequenas (< 2 anos). Assim, o processo de conjugac¢ao torna o antigeno de interesse
células T dependente, o que permite o desenvolvimento de células B de memoria e,
consequentemente, uma resposta anamnéstica. A administragdo das vacinas conjugadas
também afeta o estado de portador, um efeito particularmente importante para um patégeno
como N. meningitidis cujo inico hospedeiro é o homem®.

As vacinas conjugadas trouxeram uma nova perspectiva de controle da doenga
(Quadro 1), devido a eficacia elevada, protecio prolongada, boa resposta em criangas
menores de 2 anos e interferéncia no estado de portador.” Todos esses atributos juntos
permitem o seu uso de rotina, o que pode levar ao controle da doenga na comunidade e a
protecao indireta daqueles que nao foram imunizados, um resultado da redugao do nimero
de portadores assintomaticos e, consequentemente, da taxa de aquisi¢ao de novas infecgdes.
Admite-se que a taxa de aquisi¢ao de novas infecgoes esta ligada com o risco de doenca.
Portanto, a efetividade dessas vacinas ¢ frequentemente maior do que a eficacia devido a
reduc¢ao do numero de portadores na populagao, o que leva a uma menor exposi¢ao daqueles
que ndo foram vacinados ao meningococo.” No Brasil, a primeira vacina conjugada
introduzida no calendario de imuniza¢ao infantil foi contra H. nfluenzae sorotipo b, em 1999,
subsequentemente, em 2010, contra S. preumoniae e IN. meningitidis, uma intervencao que exige

avaliacdo ao longo dos préximos anos.’
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Vacinas polissacarideas (1969-1978)

Menomune (Sanofi-Pasteur) A, CY,W
ACWY Vax (GlaxoSmithKline) A, CY,W
Mengiva A+C (Sanofi-Pasteur) A, C
AC Vax (GlaxoSmithKline) A, C
Trivalente ACW (GlaxoSmithKline) A, C,W

Vacinas conjugadas (1999-2005)
Meningitec (Wyeth) C + CRM,o"
Menjugate (Novartis) C + CRMyy7
NeisVac-C (Baxter) C + toxoide tetanico
Menactra (Sanofi-Pasteur) A, C,Y, W + toxoide diftérico
Nimenrix (GlaxoSmithKline) A, C,Y, W + toxoide tetanico

Novas vacinas conjugadas (2000-2010)
DTPw-HBV/Hib-MenAC-TT
(GlaxoSmithKline)

A, C + toxoide tetanico

MenAfrivac (Serum Institute of India) A + toxoide tetAnico

Menveo (Novartis) A C.Y.W + CRM o
MenHibrix (GlaxoSmithKline)

Menitorix (GlaxoSmithKline)

C, Y + toxoide tetanico

C + toxoide tetanico

Vacinas subcapsulares (2000-2013)

Trumenba, MenB-FHbp (Wyeth) FHbp (subfamilia A e B)
Bexsero, MenB-4C (Novartis) FHbp, NadA, NHBA, PorA (P1.4)

Quadro 1. Vacinas antimeningocdécicas licenciadas e comercializadas atualmente (Modificado das
referéncias 10 e 32). *CRM197 ¢ uma proteina mutante nio toxica da toxina de Corynebacterinm diphteriae.

O progresso em direcdo a uma vacina contra N. meningitidis do sorogrupo B foi
dificultado porque a sua capsula divide estruturas homoélogas com o tecido neural humano,
cujo resultado é um polissacarideo com baixa imunogenicidade e com a possibilidade, ainda
que tedrica, de induzir doenga auto-imune.” Novas vacinas com a capacidade de proteger
contra o sorogrupo B (Quadro 1), com base em antigenos proteicos da membrana externa
(antigenos subcapsulares), tém sido desenvolvidas.”” O desenvolvimento dessas e a sua

recente introducao serdo mais um componente que podera modificar o padrio
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2 Neste

epidemiolégico, o que precisara ser monitorado com ferramentas adequadas.
contexto, um reforco da vigilancia epidemioldgica precisa ser cuidadosamente implantado
apos a introducao de tais vacinas, particularmente, devido a um dos mecanismos de evasao
da bactéria do sistema imunolégico do hospedeiro: mudanga de capsula.*™

Na ultima década ficou demonstrado o sucesso dos programas de imunizagao com a
vacina sorogrupo C conjugada, com impressionante impacto na saide publica. Espera-se que
um impacto semelhante fique demonstrado com a disponibiliza¢ao de uma vacina sorogrupo
A conjugada para a Africa, em particular no cinturio da meningite localizado na regiio

subsaariana. No entanto, desafios ainda persistem na busca do desenvolvimento e

implantag¢do de uma vacina com ampla prote¢ao contra a doenga pelo sorogrupo B.
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo da doenga meningocécica no Amazonas, um grave problema de saude
publica, tem grande importancia devido a falta de dados publicados sobre este tema naquele
estado, o que faz com que medidas de controle sejam dimensionadas com base em dados e
experiéncias de outras regides. O estudo de casos clinicos de doenga meningocdcica constitui
um ponto importante, pois permite estabelecer os padroes de doenca e a sua analise. O maior
desafio para a saide publica na regidao amazonica é o controle da doenga meningocdcica em
areas remotas, uma doenca infecciosa aguda com alto potencial fatal. A analise dos casos
clinicos e do agente etiologico dessas areas traz subsidios para melhorar o prognostico das
populagoes com dificil acesso aos servicos de saude. A compreensio da epidemiologia da
doenga meningocdceica naquela regiao, utilizando ferramentas de epidemiologia molecular,
permite a implementacao e a revisio das medidas de controle e o planejamento da introdugao
de uma nova geracio de vacinas em desenvolvimento. Ademais, a utilizacao de métodos
atualmente empregados para a vigilancia molecular da doenga meningocdcica é necessaria
para o monitoramento das mudangas na populagao de IN. meningitidis, o que nao pode ser
percebido pelos métodos tradicionais de tipagem fenotipica. Assim, esperamos que 0s
resultados deste estudo contribuam para a revisio de estratégias para o tratamento e a

vigilancia da doenga meningocdcica em areas urbana e rural do Amazonas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

e Descrever o perfil clinico e epidemiolégico da doenga meningocécica e a diversidade
genética pela caracterizagdo molecular do agente etiolégico, no estado do Amazonas, entre

os anos de 2000 e 2010.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever a distribuigdao temporal e geografica da doenga meningocdcica.

e Descrever a epidemiologia e a clinica da doenga meningocdcica em areas urbana e rural.
e Descrever a estrutura genética de IN. weningitidis isolados de pacientes.

e Descrever o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de IN. meningitidis.

e Avaliar a circulagdo de cepas isogénicas que possuem variagao genotipica no antigeno

capsular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo do estudo

Para atingir os objetivos realizou-se um estudo retrospectivo, clinico e
epidemioldgico da investigagdo da doenga meningocécica no Estado do Amazonas, no
periodo de 2000 a 2010.

O projeto foi aprovado pelo CEP do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
— FIOCRUZ n* 0029.0.009.000-10 (Anexo A).

4.2 Local e populagio do estudo

O estudo foi realizado no Amazonas, que possui uma populagao estimada em 2010
de 3.483.985 habitantes, com estimativa de 3.938.336 para o ano de 2015. O estado apresenta
uma estrutura ecolégica favoravel a disseminagao e a ocorréncia da doenga, principalmente,
por suas condi¢bes de temperatura e umidade, caracteristicas proprias da zona equatorial,
assim como, um periodo intenso de chuvas na regiao norte que também se associa ao
aumento do numero de ocorréncia da doenga. A populagao do estudo consistiu de casos de

doenga meningocdcica, confirmados ou suspeitos, notificados ao nivel local.

4.3 Fonte de dados

O banco de dados de meningites da Secretaria de Estado de Saude do Amazonas
(SUSAM), do petiodo de 2000 a 2010, foi utilizado como a fonte de dados secundarios
demograficos, clinicos, epidemioldgicas e laboratoriais do estudo, o qual contém
informagoes individualizadas de doen¢a meningocdcica, que foram digitadas a partir das
fichas de notificagao e investigacao (Anexo B). Os casos de doenca meningocdcica e outras
meningites foram revisados no sentido de que todos os casos que preenchessem os critérios

de inclusdo descritos abaixo pudessem ser incluidos:

e (ritérios de inclusao

o Caso confirmado: isolamento de IN. meningitidis em cultura do LCE ou sangue;
deteccido de antigeno capsular de N. meningitidis em LCE ou soro pelo teste do latex
ou contra imunoeletroforese; identificagio de diplococos Gram negativos em
raspado de lesdao cutanea ou esfregaco de LCE corados pelo método de Gram; ou
laudo de necrépsia.

o Caso suspeito: quadro clinico sugestivo com febre de inicio abrupto seguido de
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exantema hemorragico, com exames bacteriol6gicos negativos ou indisponiveis.

e C(Critérios de exclusiao

o Casos de meningite bacteriana ndo especificada, ou por outras etiologias que nao a

meningococica.

4.4 Descrigao do aspecto clinico
Os pacientes foram classificados em trés formas clinicas, sendo que os casos de
septicemia seguiram a recomendacido de Niklasson et al.*:
o Meningite: caso confirmado sem puarpura.
o0 Meningite com septicemia: caso confirmado com purpura ou caso suspeito com
liquido cérebro-espinhal com >100 células/mm’.
o Septicemia: caso confirmado com purpura ou suspeito com liquido cérebro-espinhal

com <100 células/mm’ ou sem puncio lombar.

4.5 Geoprocessamento

Os dados foram georrefenciados no Laboratério de Geoprocessamento (LabGeo)
do Instituto de Comunica¢io e Informagao Cientifica e Tecnolégica em Saide da Fundacio
Oswaldo Cruz (ICICT/Fioctruz), utilizando o programa Google Earth e ArcGIS 10. Para
facilitar a analise dos dados e permitir comparagoes temporals, separaram-se 0s €asos por
ano de notificacao, destacando-se a cidade de Manaus por ter uma quantidade de casos muito
elevada e nao permitir interpretacdes mais detalhadas deste local. Para inserir os casos dos
sorogrupos B e C em ambiente de Sistema de Informag¢oes Geograficas (SIG), referenciaram-
se os enderecos dos casos utilizando o programa Google Earth. A partir desse processo
obteve-se um par de coordenadas, dos quais foi possivel estabelecer uma referéncia espacial
a partir de pontos, que representassem a posicao geografica deste evento na superficie da
terra, utilizando-se o programa ArcGIS 10.

Os mapas digitais utilizados do estado do Amazonas, foram obtidos no site do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).”" Para facilitar a anélise dos dados
dividiu-se os mapas entre os sorogrupos B e C. Para cada sorogrupo ha tipos sequenciados,
nos quais foram gerados os pontos no mapa, distinguindo-se as quantidades localizadas nas
cidades por tamanho, quanto mais casos do tipo sequenciado do sorogrupo naquele local,

maior o tamanho de seu ponto no mapa.
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4.6 Calculo das taxas de incidéncia

As taxas de incidéncia foram calculadas utilizando as bases populacionais dos censos

de 2000 e 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE).

4.7 Tratamento estatistico

O tratamento estatistico foi realizado pelo programa Epi Info™ para o calculo
estatistico de dados categodricos, o que permite o emprego de estatisticas descritivas (médias)
e alguns testes nao paramétricos, dentre eles o qui-quadrado das diferengas entre proporgdes
com corre¢ao de Yates na tabela 2x2. Para a razao dos produtos cruzados foi calculado limites
exatos de confianga, para intervalos com 95% de confiancga, os quais para valores préximos

de 0% ou 100% nao sao exatos.

4.8 Analise das amostras de Neisseria meningitidis

4.9 Selegido e caracterizagdo das amostras

As amostras de IN. meningitidis neste estudo foram isoladas de pacientes residentes no
estado do Amazonas entre 2002 e 2010, as quais foram encaminhadas pelo Laboratério
Central de Satde Publica do Amazonas (LACEN) ao Centro de Referéncia Nacional de
Meningites (CRNM) do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, para caracterizacio fenotipica
como sorogrupo, sorotipo e subtipo. Nao ha registro de amostras preservadas de IN.
meningitidis isoladas de pacientes do Amazonas em anos anteriores a 2002. As bactérias
liofilizadas foram requisitadas pela Fundacido de Vigilancia em Sadde (FVS), as quais,
posteriormente, foram encaminhadas ao Laboratério de Biodiversidade do Amazonas do

Instituto Leonidas e Maria Deane (ILMD).

4.10 Conservacao das amostras
As amostras de N. meningitidis foram preservadas em criotubos contendo caldo TSB

com 20% de glicerol em freezer -70°C.

4.10.1 Extragdo do DNA

O DNA genoémico de cada uma das bactérias foi extraido do crescimento bacteriano
em placa de 4gar sangue, obtido a partir de uma unica colonia, utilizando o protocolo para
bactérias Gram negativas do QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), conforme

orienta¢oes do fabricante.
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4.10.2 Caracterizagio fenotipica

A sorogrupagem e a sorotipagem (sorotipo e subtipo) foram realizadas no CRNM,

que passou a receber amostras de N. mweningitidis do estado do Amazonas a partir de 2002,

utilizando as técnicas de soroaglutinagdo em lamina, com anticorpos especificos para os 12

sorogrupos conhecidos, e de iunoblotting (Tabela 1), respectivamente.

Tabela 1. Especificidade, linhagem e origem dos anticorpos monoclonais (mabs) utlizados na

sorotipagem de cepas de Nezsseria meningitidis.

Mabs Mabs

Clone Fonte Clone Fonte
(Sorotipo) (Subtipo)
1 MN3C6B RIVM P11 F10-5G6/1B11 IAL
2a F12-7B7/1E10 TIAL P1.2 0Od6-8 WRAIR
2b F1-9H10/1B3 TAL P1.3 12-1 WRAIR
2c 5-1-P2C WRAIR P1.4 F11-2A/1A IAL
4 2303C5 FDA P1,5 MN22A9.19 RIVM
5 9-1-P5 WRAIR P1.7 MN14C11.6 RIVM
7 F22-8B5/1D10 IAL P1.9 F24-5E11/2H9 IAL
9 F24-11F5/3B4 TAL P1.10 MN20F4.17 RIVM
10 F11-6D12/1C5 IAL P1.12 MN20A.10 RIVM
1 9-1-P11 WRAIR P1.14 MN21G3.17 NIBSC
14 MN5C8C RIVM P1.14-6 F29-8H11/1E11 TIAL
15 1951C8 FDA P1.15 MN3C.5C B RIVM
17 F4-3C1/1A6 TAL P1.16 3-1-P1.16 WRAIR
19 10F1(17-1-P19)  WRAIR P1.19 2-1-P1.19 WRAIR
21 - WRAIR P1.22-1 F4-1F1/1G11 IAL
22 TA5A12 NIPH
23 F29-1G1/1B4 IAL

4.10.3 Caracterizagao genotipica

Todas as amostras foram processadas no Laboratério de Biodiversidade do

ILMD/AM, para o cultivo e conservacio das bactérias, extragaio do DNA genoémico e testes

de sensibilidade aos antibiéticos. Nesse laboratorio 55% das amostras foram genotipadas

25



pelo método de multilocus sequence typing (MLST) e pelo sequenciamento do gene fHbp. As
demais amostras (45%) foram processadas na Universidade de Pittsburgh, EUA, para

realizagao do MLST e sequenciamento dos genes porB, porA e fetA.

4.10.3.1 Multilocus sequence typing (MLST)

A técnica de MLST ¢ realizada através da amplificacdo e do sequenciamento dos 7
genes constitutivos (bousekeeping genes) de interessse: abeZ (transportador ABC), adk (adenilato
quinase), arolZ (chiquimato desidrogenase), fu#C (fumarato hidratase), gdh (glicose-6-fosfato

desidrogenase), pdhC (piruvato desidrogenase) e pgm (fosfoglicomutase).

4.10.3.1.1 Amplificagiao pela Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificagiao dos genes do MLST foi realizada em volume de 50ul. contendo: 0,2
uM de cada primer (Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs, tampao de PCR, 2,5 mM MgCl,, 0,25 U
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 1 ul do DNA alvo. A reacdo foi realizada em um
termociclador (Applied Biosystems ProFlex) de acordo com os parametros contidos na
Tabela 2. Os Primers utilizados para a amplificagdo dos genes do MLST para a Neisseria

meningitidis estao descritos na Tabela 3.

Tabela 2. Condigoes de ciclagem da PCR dos genes do MLST.

Ciclo Temperatura Tempo

1 94°C 2 minutos
2 94°C 1 minuto
3 55°C 1 minuto
4 72°C 1 minuto
5 2,3,4 34x

6 72°C 2 minutos
7 4°C o0
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Tabela 3. Primers de amplificacio do MLST para N. meningitidis™

Eiﬁ: Nome Primer Sequéncia Tar(z;;t;ho
abcZ — P1C TGTTCCGCTTCGACTGCCAAC
R e TCCCCGTCGTAAAAAACAATC 58
« dK-PIB CCAAGCCGTGTAGAATCGTAA o
adK — P2B TGCCCAATGCGCCCAATAC
. AwoE-PIB TTTGAAACAGGCGGTIGCGG s
AroE — P2B CAGCGGTAATCCAGTGCGAC
fumC — P1B TCCCCGCCGTAAAAGCCCTG
SumC 860
fumC — P2B GCCCGTCAGCAAGCCCAA
P CTGCCCCCGGGGTTTTCATCT .
odh—P2B  TGTTGCGCGTTATTTCAAAGAAGG
g PARC—PIB CCGGCCGTACGACGCTGAAC o1
pdhC—P2B  GATGTCGGAATGGGGCAAACA
pem — P1 CTTCAAAGCCTACGACATCCG
e pem — P2 CGGATTGCTTTCGATGACGGC 1359

4.10.3.1.2 Protocolo de eletroforese dos produtos de PCR

Para a visualizacdao dos fragmentos amplificados foram utilizados 6 uL. do produto
da PCR adicionado de 1 pl. de loading buffer, os quais foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1%, com voltagem de 100 volts, por 45 minutos a temperatura ambiente,
em cuba de eletroforese horizontal contendo tampao TAE 1X. Os fragmentos de DNA

foram visualizados sobre luz UV (254 nm).

4.10.3.1.3 Purificagdao dos produtos de PCR
Os produtos de PCR foram purificados por precipitagao dos oligos e nucleotideos
nao incorporados na reagao utilizando polietilenoglicol 20% (PEG) de acordo com o
procedimento descrito abaixo:
e Adicionou-se 50 uL. de PEG 20% ao produto de PCR (p/v) e em seguida o mesmo foi
homogeneizado.
¢ O produto de PCR com PEG 20% foram agitados em vortex por 10 segundos e incubados
a 37°C por 15 minutos.
e Apds esse periodo o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 125 uL. de
etanol a 80% gelado.
e Centrifugou-se a 1500 RCF por 2 minutos, depois o sobrenadante foi descartado.

e Utilizando o termobloco, o residuo de EtOH foi evaporado a 70°C durante 15 minutos.
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¢ Adicionou-se 4gua ao produto do PCR na mesma quantidade do volume inicial.

¢ O produto da PCR foi incubado em temperatura ambiente por 12 horas.

e Ap6s esse periodo o mesmo foi agitado em vortex e armazenado a — 20°C.

4.10.3.1.4

Sequenciamento dos genes do MLST

O sequenciamento foi realizado seguindo metodologia padrio utilizando o

sequenciador ABI 3130 4 capilares de 36cm (Plataforma ILMD/FIOCRUZ).

Para a reagao de sequenciamento dos produtos da PCR dos genes do MLST utilizou-

se o volume de 10 uL. em placas de 96 pogos contendo: 0,32 uM de Primers, 0,3 ul. de Big

Dye, 2 uL. do tampao (5 X) e 60 ng do produto amplificado. A reagao foi realizada em

termociclador (Applied Biosystems ProFlex) seguindo as condi¢cdes mostradas na Tabela 4.

Os Primers utilizados para o sequenciamento dos genes do MLST para a Neisseria meningitidis

estao descritos na Tabela 5.

Tabela 4. Condi¢des de ciclagem da reagio de sequenciamento do MLST™

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
1 96°C 1 minuto
2 96°C 15 segundos 25 ciclos
3 60°C 10 segundos
4 60°C 2 minutos
5 60°C 15 segundos _
6 96°C 10 segundos > clos
7 60°C 3 minutos
8 4°C 00

Tabela 5. Primers de sequenciamento do método MLST para N. meningitidis™

lGene NQme Primer forward (5°-3")! Nome primer Primer reverse (5” — 3")!

ocus Primer

abcZ abcZ — S1A AATCGTTTATGTACCGCAGR abcZ — S2 GAGAACGAGCCGGGATAGGA
adK adK — S1A AGGCWGGCACGCCCTTGG adK — S2 CAATACTTCGGCTTTCACGG
aroE | AroE - S1A TCGGTCAAYACGCTGRTK AroE —S2 ATGATGTTGCCGTACACATA
fumC fumC — S1 TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG fumC — S2 TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC
Gdh gdh — S3 CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC gdh — S4C RCGCACGGATTCATRYGG
pdhC pdhC - S1 TCTACTACATCACCCTGATG pdhC — 82 ATCGGCTTTGATGCCGTATTT
pgm pgm — S1 CGGCGATGCCGACCGCTTGG pgm — S2A GGTGATGATTTCGGTYGCRCC

Denominagoes de nucleotideos da IUPAC: R =AouG;W=TouG; Y =CouT;N=A,T,G,ouC
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4.10.3.1.5  Purificagao da reagdo de sequenciamento

A reagdo de sequenciamento foi purificada para remover ddNTPs, ANTPs, Prinzers e

enzimas nao incorporados na rea¢ao, de modo que nao interfiram na leitura do sequenciador.

Entao, foi utilizado o seguinte protocolo:

Foram adicionados 2 pL. da solugao de EDTA 125 mM e acetato de sédio 3M (pH5,2)

em cada pogo da placa de sequenciamento.

Em seguida, adicionou-se 25 pl de EtOH a 100% gelado em cada pogo da placa de

sequenciamento.

A placa foi vedada com adesivo e misturada por inversio quatro vezes.

A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
Em seguida, a placa foi centrifugada a 2000 RCF por 45 minutos.

Ap6s esse periodo foi desprezado o excesso do conteudo da placa.

A placa foi invertida sobre papel absorvente para garantir a retirada do etanol, em

seguida centrifugada por 1 minuto a 180 RCF.
Adicionou-se 35 pLL de EtOH a 70% em cada um dos pogos.
Com a placa vedada, foi centrifugada por 15 minutos, a 4°C, e 1650 RCF.

Apbs a centrifugacao foi desprezado o conteuido da placa, para retirar o excesso de

etanol.

A placa foi invertida sobre papel absorvente para garantir a retirada do etanol, em

seguida centrifugada por 1 minuto a 180 RCF.
A placa foi incubada a 52°C por 15 minutos.

Apbs esse periodo a placa foi vedada e congelada, ao abrigo da luz, até a realizacao do

sequenciamento.

4.10.3.1.6  Analise das sequéncias obtidas no sequenciamento

As sequéncias obtidas foram transformadas em arquivo FASTA para serem

analisadas utilizando o software Genious 6.0, ferramenta de bioinformatica que permite

alinhamento e montagem das sequencias, comparando as sequéncias entre si e agrupando de

modo que se obtenha uma sequéncia consenso ou contig, com base na sobreposi¢ao de

sequeéncias.
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4.10.3.1.7 Analise de dados do MLST

O consenso das sequéncias analisadas, foram submetidas ao banco de dados da
plataforma do MLST para N. meningitidis (disponivel em http://pubmlst.org/neissetia/) para
ser atribuida uma identificacio numérica, que pode ser conhecida ou nio, como no caso de

um alelo novo.

e A partir das combinagdes dos alelos identificados foi determinado um tipo
sequenciado (sequence type — ST)
e Considerou-se um novo ST quando foi encontrado um alelo novo ou uma
nova combinacdo de alelos;
Os dados gerados foram analisados contra todos os ST encontrados na plataforma
do MLST, a fim de organizar a popula¢ao em complexos clonais (cc).
Os complexos clonais foram definidos como um grupo de ST em uma populagao
que compartilha de 4 a 7 alelos.

Os ST novos e os complexos clonais (cc) foram definidos pelo curador da plataforma

do MLST.

4.10.3.2 Analise dos genes codificadores de proteinas da membrana externa: porB,
porA, fetA e fHbp

4.10.3.2.1 Amplificagdo dos genes alvos

A amplificagao das regides variaveis dos genes codificadores de antigenos porA, ferA,
porB e fHbp foram realizadas seguindo o seguinte protocolo: volume final de 50 uL. do mix
da PCR contendo: 0,4 uM de cada Primers, 200 mM de dNTPs, 5 uLL de tampao de PCR, 0,5

ul de Tag DNA polimerase e 1 ul. do DNA alvo. Os parametros estao descritos na Tabela
0.

Tabela 6. Condigbes de ciclagem para amplificagao dos genes fe£A, porA, porB, fHbp de N.
meningitidis”

Gene porA Gene porB Gene ferA Gene fHpp
1x (95°C, 5 min) 1x (94°C, 5 min) 1x (95°C, 5 min) 1x (95°C, 5 min)
30x 35x 40x 35x
95°C, 1 min; 94°C, 1 min; 95°C, 1 min; 95°C, 50 seg;
60°C, 30 seg; 60°C, 30 seg; 55°C, 1 min; 56°C, 50 seg;
72°C, 2 min 72°C, 1 min 72°C, 2.5 min 72°C, 50 seg
1x (72°C, 5 min) 1x (72°C, 5 min) 1x (72°C, 7 min) 1 x (72°C,7 min)
4°C o© 4°C o© 4°C o0 4°C o0
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Os Primers utilizados para a reacio de PCR dos genes porB, porA, fetA, fHbp estao
relacionados na Tabela 7. Os fragmentos dos genes codificadores de proteinas da membrana

externa foram submetidos a eletroforese em gel de agarose conforme descrito anteriormente.

Tabela 7. Primers para amplificacio dos genes fetA, porA, porB , fHbp de N. meningitidis™™”

Gene Primer forward (5-3’) Primer reverse (5’ — 3’) Tar(r;a;;ho
P14 P22
P CGGTGTTIGCCCGATGTTTTTAGG  TTAGAATTTGTGGCGCAAACCGAC 1236
PB-Al PB-A2
PoB A AATGCAAAGCTAAGCGGCTTG TTTGTTGATACCAATCTTTTCAG 1755
fetA $1 CGGCGCAAGCGTATTCGG 88 CGCGCCCAATTCGTAACCGTG 1189
FHp Mur-F Mur-R 899
CTATTCTGCGTATGACTAGGAG GTCCGAACGGTAAATTATCGTG

4.10.3.2.2 Purificagdo dos produtos amplificados
Para executar o sequenciamento de nucleotideos de DNA, os produtos de
amplificagdo foram purificados utilizando o Kit Promega de acordo com o procedimento

descrito abaixo:

e Adicionou-se 50 puL da solu¢ao de “Membrane binding” (MB) no produto de PCR.

Foi adicionado a coluna em um tubo coletor para transferir a mistura produto de PCR +
MB, em seguida incubado a temperatura ambiente por 1 minuto
e Apods a incubagao, o tubo foi centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto. Ao término da

centrifugagao, descartou-se o liquido do tubo coletor.

Foi adicionado 500 pl. de Membrana Wash Solution — MWS — (ja com etanol 95%) e
centrifugou-se a 14000 por 1 minuto. Ao término da centrifugacdo, descartou-se o
liquido do tubo coletor.

e Esse processo foi repetido com 300 ul. de MWS e centrifugado por 5 minutos. Ao

término da centrifugacio, descartou-se o liquido do tubo coletor.

Para retirar o excesso do liquido, o tubo com MWS foi centrifugado por 1 minuto.
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e A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mLL com o nome da amostra, onde foi
adicionado 20 uL de agua, realizando uma nova incubagao por 1 minuto e centrifugagao

por 1 minuto.

4.10.3.2.3 Sequenciamento
As reagoes de sequenciamento dos genes foram realizadas em volume final de 20 uLL
contendo: 0,16 uM de primer, 4 uL. de tampao 5 X, 1 uL. de Big Dye e 3,0 pL. do amplicon
purificado. As condi¢oes de ciclagem conforme a Tabela 8. Os Primers utilizados para a reagiao

de sequenciamento dos genes porB, porA, fetA, fHbp estao descritos na Tabela 9.

Tabela 8. Condic¢bes de ciclagem para o sequenciamento dos genes fe£A, porA, porB, fHbp de
N. meningitidis™

Etapa  Temperatura Tempo Ciclos
1 96°C 10 segundos
2 50°C 5 segundos 25 ciclos
3 60°C 2 minutos
4 4°C Infinito

Tabela 9. Primers de sequenciamentos dos genes fetA, porA, porB de N. meningitidis™™*"

Gene Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5° — 3)
pord | US6 R435
VR1 |GCCCTCGTATTGTCCGCACTG TTGCTGTCCCAAGGATCAATGGC
porA | F435 R773
VR2 |GCCATTAATCCTTGGGACAGCAA |GGCATAGTTCCCGGCAAAACCGCCAT
B PB-S1 PB-S2

GCAGCCCTTCCTGTTGCAGC TTGCAGATTAGAATTTTGTG

sU 8L
P8 e CGTACGCTACGATTCTCC GGAGAATCGTAGCGTACGGA

244U 2441,
B CGCCCCGCGTTTCTTACG CGTAAGAAACGCGGGGCG

PB260

porB AGTGCGTTTGGAGAAGTCGT
fetA |S12 TTCAACTTCGACAGCCGCCTT |S15 TTGCAGCGCGTCR*TACAGGCG
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A reacdo de sequenciamento foi purificada para remover ddNTPs, dNTPs, Primers e
enzimas nao incorporados na rea¢do, de modo que nao interfiram na leitura do sequenciador.
Entao, foi utilizado o seguinte protocolo:

e TForam adicionados 2 pL da solu¢ao de EDTA 125 mM e acetato de sédio 3M (pH5,2)
em cada pogo da placa de sequenciamento.

e Em seguida, adicionou-se 25 ul de EtOH a 100% gelado em cada pogo da placa de
sequenciamento.

e A placa foi vedada com adesivo e misturada por inversio quatro vezes.

e A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

e Em seguida, a placa foi centrifugada a 2000 RCF por 45 minutos.

e Apos esse periodo foi desprezado o excesso do contetddo da placa.

e A placa foi invertida sobre papel absorvente para garantir a retirada do etanol, em
seguida centrifugada por 1 minuto a 180 RCF.

e Adicionou-se 35 pLL de EtOH a 70% em cada um dos pogos.

e Com a placa vedada, foi centrifugada por 15 minutos, a 4°C, e 1650 RCF.

e Apds a centrifugacao foi desprezado o conteudo da placa, para retirar o excesso de
etanol.

e A placa foi invertida sobre papel absorvente para garantir a retirada do etanol, em
seguida centrifugada por 1 minuto a 180 RCF.

e A placa foi incubada a 52°C por 15 minutos.
Ap6s esse periodo a placa foi vedada e congelada, ao abrigo da luz, até a realizagao do

sequenciamento.

4.10.3.2.4  Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram transformadas em arquivo FASTA para serem
analisadas utilizando o software Genious 6.0, ferramenta de bioinformatica que permite
alinhamento e montagem das sequencias, comparando entre si e agrupando de modo que se
obtenha uma sequéncia consenso ou contig, com base na sobreposi¢ao das mesmas.

Apbs obtencao dos consensos, os mesmos foram submetidos a consulta no banco
de dados da plataforma do MLST  N.  meningitidis  (disponivel  em

http://pubmlst.org/neisseria/), para obter uma identificacio numérica.
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4.11 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

As concentragOes inibitérias minimas (CIM) da penicilina, ampicilina, rifampicina e
cloranfenicol foram determinadas pelo método de E-test® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
France), de acordo com as recomendagoes do fabricante. Todos os testes foram realizados
em placa com agar Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, UK) suplementado
com 5% de sangue de carneiro desfibrinado. Cada placa (90 mm ) foi semeada por
inundacao com 2 ml de uma suspenc¢io bacteriana preparada em salina fisiolégica estéril e
ajustada em espectrofotdmetro a uma Agpswn = 0,10 (absorbancia), o que equivale a 10°
unidades formadoras de colonias por mililitto (ufc/ml). Esta suspensio bacteriana
corresponde ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Depois de retirado todo o excesso da
suspengao e a superficie da placa ter secado sao colocadas duas fitas em sentido inverso. As
placas foram em seguida acomodadas em jarra com atmosfera de 5% de CO»/95% de atr
atmosférico obtida com vela, a qual foi incubada a 35°C em estufa bacteriolégica por um
periodo de 20 a 24 horas. Os critérios para interpretacao das CIM para N. meningitidis
publicados no documento M100-S20 do Clinical and Laboratory Standards Institute foram
seguidas (Tabela 10).° A cepa de referéncia Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 foi incluida

no controle de qualidade.

Tabela 10. Critérios de interpretacio das CIM dos antimicrobianos testados™

Critérios (ug/ml)
Categoria
Penicilina Ampicilina Rifampicina Cloranfenicol
Sensivel <0,06 <0,12 <0,5 <2
Resisténcia intermediaria 0,12 - 0,25 0,25 -1 1 4
Resistente =0,5 >2 >2 >8
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5. RESULTADOS

5.1 Casos de doenga meningococica no Amazonas

A analise do banco de dados utilizado neste estudo, que cobre o periodo de 2000 a
2010, identificou 948 casos que preenchiam pelo menos um dos critérios de inclusio deste
estudo: clinica (31%), cultura (40%), bacterioscopia (18%), detecgao de antigeno (10%) ou

necropsia (1%).

5.1.1 Variagdo na incidéncia da doenga meningocdcica

A média da taxa de incidéncia anual da doenga meningocécica no Amazonas, entre
2000 e 2010, foi de 3 casos/100.000 habitantes, enquanto na capital foi de 4.8 casos/100.000.
Além de concentrar o maior nimero de casos e apresentar as maiores taxas de incidéncia do
estado, a doenga meningococica apresentou um comportamento hiperendémico na capital
entre 2000 e 2004, com taxas de incidéncia variando de 5,8 a 8,3 casos/100.000 habitantes

(Figura 5).
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Figura 5 Taxa anual de incidéncia (casos/100.000 habitantes) da doenga meningocdcica no estado
do Amazonas e na cidade de Manaus, 2000 - 2010.

35




5.1.2 Distribuigdo geografica

Os casos de doenga meningococica estio distribuidos por 58 (94%) dos 62
municipios que compoem o estado do Amazonas (Figura 6); a capital Manaus concentra o
maior nimero de casos (81%; 769/948). Os demais municipios foram agrupados na categoria
interior, onde foram registrados 179 (19%) casos de doen¢a meningocécica: 103 (58%) em
area urbana, 72 (40%) em area rural e 4 (2%) em area indigena. Anote-se, porém, que
possivelmente alguns casos da area rural sejam na verdade populacbes indigenas.

Alternativamente, outros casos notificados como residentes em 4area urbana, na verdade,

estejam em locais periurbanos ou com caracteristicas de area rural.
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Figura 6. Distribui¢io da doenga meningocdcica no estado do Amazonas no petiodo de 2000 a 2010.

A Figura 7 mostra a distribuicao da doen¢a meningocécica em todas as zonas da
capital do Amazonas, onde podemos identificar a ocorréncia da doenga em todas elas. Ha
um menor registro de casos de doenca na periferia das zonas norte, oeste e leste, onde a

populacdo é mais dispersa.
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Legenda
Todos os casos
Casos ano 2010

Regido

Figura 7. Distribuicdo da doenga meningocéeica no municipio de Manaus no periodo de 2000 a
2010.

As Figuras 8 e 9 apresentam ano a ano a localiza¢ao da doenga meningocdcica, entre
2000 e 2010, respectivamente no estado do Amazonas e na capital, onde ¢ possivel observar
um constante maior nimero de casos na capital. A dispersio dos casos de doenca
meningocdcica mostrada nesses mapas confirma a tendéncia de persisténcia da ocorréncia
de casos novos em determinadas regides, assim como a ocorréncia de casos esporadicos em
certas areas isoladas. Fora da capital os casos se concentram nos municipios proximos de
Manaus e, em menor propor¢ao, ao longo dos rios Amazonas e Solimoes, as principais vias

fluviais de deslocamento da populagao.
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Figura 8. Distribuicio anual dos casos novos de doen¢a meningocéeica no Amazonas, 2000 — 2010.
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Figura 9. Distribuicao anual dos casos novos de doenga meningocécica em Manaus, 2000 - 2010.
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5.2 Descrigao dos casos clinicos de doenga meningocdcica

Em Manaus a propor¢ao de casos confirmados foi de 71% (543/769), maior do que
aquela registrada nos demais municipios (63%; 113/179) (x* = 3,4; p= 0,03), assim como a
propor¢ao de casos com o sorogrupo identificado: 53% (404/769) e 31% (56/179),
respectivamente (x° = 25; p< 0,01). A partir de 2007 hia uma queda no numero de casos
confirmados em compara¢io com o petiodo de 2000 a 2006: 62% (149/242) e 72%

(507/706) (x> = 8,3; p< 0,01), respectivamente. Esta reducio ocorreu, principalmente,
devido a um menor rendimento das culturas no periodo mais recente (29%; 70/242), de 2007
a 2010, em comparagio com o anterior (44%; 311/706) (x* = 16; p< 0,01), o que levou
também a uma reducio dos casos confirmados com o sorogrupo identificado: 40% (97/242)
e 51% (363/706), respectivamente (x* = 8,8; p< 0,01). Esta redu¢do no nimero de casos
confirmados foi estatisticamente significativa no municipio de Manaus (2000-2006 = 73% x
2007-2010 = 63%; x* = 7,6; p= 0,01), mas nio no interior (2000-2006 = 65% x 2007-201
Os pacientes foram classificados em trés formas clinicas: meningite (25%; 233/948),
meningite com septicemia (37%; 354/948) e septicemia (38%; 361/948). As propor¢oes de
formas clinicas foram semelhantes em Manaus (24%, 37%, 39%) e no interior (26%, 39%,
35%). Contudo, houve menos formas purpiricas no petriodo de 2007 a 2010 (72%; 174/242)
em compara¢io com o petiodo de 2000 a 2006 (77%; 544/706) (x* = 2,3; p= 0,06), o que se
refletiu numa redu¢do na propor¢io dos casos de meningite com septicemia (33% x 39%; ¥
= 2,8; p= 0,04). A reduc¢io na proporcao de pacientes com purpura foi significativa apenas
no interior, onde houve uma reduc¢io de 78% para 67% (y° = 2; p= 0,07), e a propotcio de
casos de septicemia caiu de 40% para 21% (y* = 4,6; p<0,01). Alternativamente, em Manaus
a variagao de pacientes com purpura foi menor, de 77% para 73%, e acompanhada de uma

reducio de casos de meningite com septicemia (31% x 39%; y* = 4; p= 0,02).

5.3 Distribui¢ao da doenga meningocécica por faixa etaria e sexo.

Os pacientes foram estratificados em oito grupos etarios. Quase metade dos
pacientes tinha menos de 10 anos de idade (45%), e 33% entre 10 e 19 anos, totalizando 78%
de todos os casos notificados. Dentre os casos nao confirmados por método laboratorial,
L.e., critério clinico, houve uma maior propor¢ao de pacientes menores de 10 anos (60%;
174/292) em comparagio com os casos confirmados (38%; 252/656) (x> = 35; P < 0,01), o
que pode estar relacionado a um maior nimero de métodos laboratoriais com resultados

negativos ou dificuldade de coleta de material para exames.

39



20%
0
17% 16%

14%
0
1% 12%
8%
I 2%
H

<lano 1a4 529 10al14 15219 20a29 30a59 =60

anos anos anos anos anos anos anos

Figura 10. Distribuicio da doenca meningocécica de acordo com os grupos etarios.

Quando os pacientes sao estratificados pela faixa etaria e o sorogrupo da bactéria ha
uma menor propor¢io de criangas (< 10 anos) infectadas pelo sorogrupo C (27%; 31/114)
em comparagio com o sorogrupo B (42%; 144/344) (y* = 7; P < 0,01); os dois casos de
doenga pelo sorogrupo A eram em criangas (2 e 10 anos). O mesmo é observado quando
comparamos o total de casos do periodo de 2000 a 2006 (48%; 340/706), quando havia um
predominio do sorogrupo B, com aquele do petiodo de 2007 a 2010 (36%; 86/242), quando
houve um aumento dos casos provocados pelo sorogrupo C. (x> = 11; P < 0,01). Ademais,
nota-se uma maior propor¢ao de casos de doenga meningocdcica na faixa etaria de 30 a 59
anos tanto dentre os infectados pelo sorogrupo C (23% x 12%; p < 0.01) quanto no periodo
entre 2007 e 2010 (17% x 11%; p < 0.01).

Houve um predominio da doen¢a no sexo masculino (55%) em relagiao ao feminino
(45%), assim como tem sido telatado na literatura médica; relacio homem/mulher foi de 1,2
(523/425). Entretanto nas faixas etitias de 15 a 19 anos e maiores de 59 anos a doenga foi
mais frequente nas mulheres do que nos homens: 16% x 12% (68/425 x 62/523; y* = 3; P
=0,04) e 2% x 0,8% (10/425 x 4/523; y* = 3; P = 0,04), respectivamente. O predominio da
doenga no sexo feminino no grupo de adolescentes foi observado nos dois perfiodos do
estudo (16% x 12%; 17% x 12%), enquanto nos maiores de 59 anos apenas no primeiro

periodo (2% x 0,3%; 3% x 2%).
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5.3.1 Taxa de letalidade da doenga meningocécica

A média da taxa de letalidade no periodo do estudo foi calculada em 18% (171/930;
18 [2%)] casos sem informacao), a qual foi igual aquela calculada para Manaus (18%; 140/757)
e o interior (18%; 31/173). Entretanto a taxa de letalidade apresentou variagao significativa
entre os dois petiodos do estudo, com uma taxa de 16% (114/701) entre 2000 a 2006 e de
25% (57/229) entre 2007 a 2010 (x> = 7,9; p < 0,01). Um aumento da chance de falecer no
segundo periodo também foi observado para a cidade de Manaus (16% x 25%; x* = 5,6; p <
0,01) e o interior (15% x 26%; y* = 1,8; p = 0,08).

No conjunto de municipios do interior, a taxa de letalidade foi de 23% (23/102) para
os residentes em areas utbanas, 9% (6/66) para os de area rural ¢ 50% em édrea indigena
(2/4). Anote-se, porém que 63% (113/179) dos pacientes do interior foram transferidos para
a capital, e destes 10% (11/109; 4 sem informacio) faleceram, enquanto 31% (20/64; 2 sem
informac¢ao) que foram hospitalizados no municipio de residéncia evoluiram para um
desfecho fatal (y* = 10; p < 0,01).

A taxa de letalidade variou de acordo com os grupos etarios definidos neste estudo,
sendo que as maiores letalidades foram registradas nas criangas pequenas ¢ nos idosos
(Tabela 11). Um aumento das taxas de letalidade foi observado em todas as faixas etarias,

exceto nos idosos, a partir de 2007.

Tabela 11. Taxas de letalidade de acordo com os grupos etarios.

Grupo etario Letalidade Letalidade Letalidade
(anos) (2000-2006) (2007-2010) (2000-2010)
<1 29% 36% 32%
1-4 25% 41% 28%
5-9 11% 25% 14%
10- 14 5% 13% 7%
15-19 8% 14% 10%
20-29 16% 28% 19%
30 -59 20% 29% 23%
= 60 75% 50% 64%

A taxa de letalidade de acordo com a forma clinica foi de 4% (8/227) pata a
meningite, 8% (27/344) para a meningite com septicemia e 38% (136/359) pata a septicemia.

Apesar de ter havido no segundo periodo do estudo uma redugdo das formas clinicas com
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purpura, as quais sao associadas a um pior prognostico, a chance de falecer aumentou (Tabela

12). A mesma tendéncia foi observada na capital e no interior.

Tabela 12. Taxas de letalidade de acordo com as formas clinicas.

2000 - 2006 2007 - 2010
Forma clinica Letalidade Letalidade X2 Valor de p
Meningite 3% (5/162) 5% (3/65) 0.02 0,4
Meningite/Septicemia 6% (17/272) 14% (10/72) 35 0,02
Septicemia 34% (92/267) 48% (44/92) 4,6 0,01

O desenlace da doenca apresentou diferenca quando comparado os casos
confirmados por exame laboratorial com aqueles nao confirmados. A taxa de letalidade
estimada para os casos confirmados por exame laboratorial foi de 11% (73/642), enquanto
para os casos nio confirmados foi de 34% (98/288) (x> = 66; p<0,01), um fato relacionado
a um maior numero de formas purpuricas, em particular as formas septicémicas (20%
[133/656] x 79% [228/292], respectivamente; y* = 284; p<0,01);

A infecgao pelo sorogrupo C também foi associada a uma maior chance de falecer
(12%; 13/109) em comparacao com aquela provocada pelo sorogrupo B (9%; 29/341),

porém a diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0.1).

5.4 Quadro clinico da doenga meningocoécica

A frequéncia dos sinais e sintomas é apresentada na Figura 11. Os sintomas com
frequéncia menor que 10% nao constam na ficha de notificacao (Anexo B), os quais sio
anotados um a um no espago “outros sintomas”, o que pode influenciar a na frequéncia.
Todos esses sintomas sao inespecificos e surgem em uma fase precoce do desenvolvimento
da doenga invasiva, o que pode retardar o diagnostico por serem normalmente associados a
outras doengas mais comuns. No entanto, histéria prévia de febre subita acompanhada de
dor de garganta, artralgia ou mialgia deveriam sugerir o diagndstico de doenca
meningocdcica. Dor nas costas e no abdomen também sao queixas frequentes num contexto
de quadro febril de inicio subito."” Ademais em algumas faixas etarias tais sintomas aparecem
com uma frequéncia significativa, o que deveria levar a uma revisao da ficha epidemiolégica

e os alertas sobre o diagnostico precoce da doenga meningocdceica (Tabela 13).
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Figura 11. Frequéncia dos sinais e sintomas da doenga meningocécica.

Tabela 13. Frequéncia dos sinais e sintomas da doenca meningocécica de acordo com o grupo etario.

GR Febre Vomitos Cefaleia | Parpura RN Convulsiao Coma Mialgia Diarreia DA Artralgia DL
<1 100% 79% n/a 71% 47% 16% 11% n/a 9% n/a n/a n/a
1-4 99% 87% 66% 87% 54% 26% 9% 3% 4% 2% 0,5% 1%
5-9 99% 93% 89% 80% 70% 22% 9% 7% 5% 4% 3% 0%
10- 14 99% 99% 96% 68% 82% 19% 8% 8% 6% 2% 2% 2%
15-19 99% 96% 98% 76% 77% 13% 14% 17% 8% 4% 4% 0%
20-29 99% 91% 97% 75% 76% 13% 7% 14% 8% 4% 4% 3%
30 - 59 97% 87% 93% 66% 76% 20% 16% 15% 9% 4% 5% 0%
= 60 100% 86% 79% 79% 50% 7% 21% 7% 7% 7% 0% 0%

GR = grupo etério (anos); RN = rigidez de nuca; DA = dor abdominal; DL = dor lombar

5.5 Caracterizagio fenotipica de N. meningitidis

5.5.1 Variagdo na frequéncia dos sorogrupos

Dentre os casos confirmados (69%; 656/948), 70% (460/656) continham a
identificacdo do sorogrupo. Do total de casos confirmados com a identificagao do sorogrupo
(n = 4060), entre 2000 e 2010, 344 foram causados pelo sorogrupo B (74,8%) e 114 pelo
sorogrupo C (24,8%); dois casos foram atribuidos ao sorogrupo A (0,4%). Entretanto, houve
uma mudanga da prevaléncia dos sorogrupos ao longo do tempo (Figura 12). A partir de
2007 ha um aumento gradual e sustentado do sorogrupo C, o que resultou em 68% (66/97)
dos pacientes infectados pelo sorogrupo C entre 2007 e 2010, enquanto no perfodo anterior
a proporcio foi de 13% (48/363) (xy* = 120; P < 0,01). Esta tendéncia se manteve inalterada
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até o final de 2015 (Figura 12). Assim, o estudo foi subdivido em dois periodos: 2000 a 20006,
quando havia predominio da doenga pelo sorogrupo B, e 2007 a 2010, quando ocorreu a

inversao para o predominio da doenga pelo sorogrupo C.
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Figura 12. Distribui¢do anual dos casos contfirmados de acordo com o sorogrupo B e C no periodo

de 2000 a 2015.

5.5.2 Variagdo na frequéncia dos sorotipos e subtipos

De 2002 até 2010, foram enviadas 254 amostras ao CRNM, sendo que 192 foram
caracterizadas como sorogrupo B e 62 como sorogrupo C; média de 28 isolados por ano. Do
total de amostras depositadas na colec¢io de cultura, 196 (77%; 196/254) estavam vidveis e
foram incluidas neste estudo: 144 (75%; 144/192) do sorogtrupo B e 52 (84%; 52/62) do
sorogrupo C.

Os perfis de sorotipos e subtipos do total de amostras depositadas no CRNM sao
apresentados nas Figuras 13 e 14. Dentre os isolados do sorogrupo C, 6 (10%; 6/62) foram
caracterizados como 4,7:P1.19,15 e incluidos no estudo. Este perfil de proteinas da
membrana externa, tipicamente relacionada ao sorogrupo B, é um indicativo de mudanca de

capsula de B para C.
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Figura 13. Perfil de soro-subtipos de Nezsseria meningitidis do sorogrupo B isolados de pacientes no
estado do Amazonas no petiodo de 2002 a 2010.
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Figura 14. Perfil de soro-subtipos de Neisseria meningitidis do sorogrupo C isolados de pacientes no
estado do Amazonas no periodo de 2002 a 2010.
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5.6 Diversidade genética de Neisseria meningitidis

A genotipagem por MLST associada ao sequenciamento quatro genes codificadores
de proteinas da membrana externa determinou as linhagens genéticas de 196 IN. meningitidis
dos sorogrupos B ou C (Tabela 14). Ficou demonstrada uma populagdao bastante diversa
associada com doenga invasiva, com alguns clones predominando em cada complexo clonal,
sendo que alguns desses clones ja eram conhecidos enquanto outros até entdo nao haviam
sido descritos.

O complexo clonal (cc) 32 foi preponderante dentre as amostras do sorogrupo B,
enquanto o cc103 foi para o sorogrupo C. Em ambos complexos clonais foram identificados
varios novos STs, os quais até entio nao haviam sido descritos. Dentre as bactérias do
sorogrupo B do cc32 houve o predominio do ST-5996 (43%), seguido pelos ST-639 (17%)
e ST-33 (13%), os quais ja haviam sido descritos anteriormente. As bactérias do sorogrupo
C do ccl03 na sua maioria foram identificadas como ST-11401 (61%), um novo ST
identificado neste estudo, seguido pelo ST-3779 (22%), o qual ja foi descrito anteriormente.
Duas bactérias do ST-3779 e uma do ST-11401 foram identificadas com dele¢ao do gene
porA (P1.AA). Todos os isolados do sorogrupo B apresentaram PorB3, normalmente 3-1 ou
3-79. Alternativamente, os isolados do sorogrupo C apresentaram PorB2, 2-23 ou 2-30, com

a excecao de 6 bactérias que apresentaram PorB3, 3-1 ou 3-587.
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Tabela 14. Genotipagem de 196 cepas de Nezsseria meningitidis associados com doenga
invasiva no Amazonas, 2002 — 2010.

Sorogrupo Genoétipo (nimero de amostras)
B Complex clonal ST-32 (n = 135)
2002 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-33 (1)
2001-2005 3-1:P1.19,15:F3-4:ST-33 (15)
2004-2006 3-1:P1.19,15:F2-1:ST-33 (2)
2010 3-593:P1.19,15:F3-4:ST-33 (1)
2006-2009 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-34 (6)
2002 3-1:P1.19,15:F3-4:ST-639 (1)
2002-2007 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-639 (7)
2001-2008 3-79:P1.7-1,1:F5-1:ST-639 (15)
2010 3-589:P1.19,15:F5-1:ST-639 (1)
2002-2008 3-35:P1.7-2,16:F1-50:ST-2503 (4)
2004 3-1:P1.19,15:F3-4:ST-2763 (1)
2003 3-79:P1.7-1,1:F5-1:ST-3764 (2)
2004 3-1:P1.19,15:F5-13:ST-3765 (1)
2003-2007 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-5707 (5)
2002-2006 3-1:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (44)
2002-2005 3-1:P1.19,15:F1-37:ST-5996 (2)
2004 3-1:P1.19,15:F2-1:ST-5996 (1)
2004 3-1:P1.19,15:F5-1:8T-5996 (1)
2004 3-1:P1.19,15:F6-2:ST-5996 (2)
2005 3-1:P1.19,15:F3-15:ST-5996 (1)
2002-2004 3-272:P1.19,15:F5-13:8T-5996 (9)
2002 3-591:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (1)
2005 3-592:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (1)
2004 3-1:P1.19,15:F5-13:8T-8025 (1)
2002 3-586:P1.19,15:F5-1:ST-11402 (3)
2008 3-79:P1.7-1,1:F5-1:ST-11403 (1)
2002 3-1:P1.19,15:F5-13:ST-11600 (1)
2002 3-1:P1.19,15:F5-13:ST-11608 (1)
2002 3-1:P1.19,15:F5-13:8T-11610 (1)
2003 3-1:P1.19,15:F5-13:8T-11612 (1)
2002 3-1:P1.19,15:F5-13:8T-11921 (1)
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2010 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-11913 (1)
C Complex clonal ST-32 (n = 6)
2004-2007 3-1:P1.19,15:F5-1:ST-639 (2)
2004 3-587:P1.19,15:F5-1:ST-639 (2)
2002-2004 3-1:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (2)
Sorogrupo Genoétipo (nimero de amostras)
B Complexo clonal ST-41/44 (n =7)
2004 3-588:P1.18-7,9:F4-38:ST-303 (1)
2003-2004 3-1:P1.5-2,10-11:F5-2:ST-1788 (2)
2003 3-66:P1.18-1,3:F1-76:ST-7042 (1)
2005 3-71:P1.7-1,1:F5-2:ST-11404 (1)
2009 3-1:P1.7-2,13-1:F5-2:ST-11613 (1)
2003 3-590:P1.18-7,9:F1-10:ST-11615 (1)
C Complexo ST-8 (n = 4)
2003 2-30:P1.7-2,13:F5-2:ST-153 (4)
C Complexo ST-103 (n =41)
2002-2009 2-23:P1.18-1,3:F3-9:ST-3779 (6)
2008 2-23:P1.22,14-6:F3-9:ST-3779 (1)
2004-2005 2-23:P1.AA:F3-9:ST-3779 (2)
2010 2-23:P1.22,14-6:F3-9:ST-3780 (2)
2004-2010 2-23:P1.22,14-6:F3-9:ST-11401 (23)
2008 2-23:P1.22,14-6:F1-84:ST-11401 (1)
2009 2-23:P1.AA:F5-1:ST-11401 (1)
2010 2-23:P1.19,15:F3-9:ST-11405 (1)
2010 2-23:P1.22,14-6:F3-9:ST-11599 (2)
2003 2-23:P1.18-1,3:F3-9:ST-11614 (1)
2002 2-23:P1.18-1,3:F3-9:ST-11616 (1)
B Complexo clonal ainda nio atribuido (n = 2)
2003 3-16:P1.22-1,14:F5-5:ST-11406 (1)
2002 3-79:P1.7-1,1:F5-1:8T11609 (1)
C Complexo clonal ainda nio atribuido (n = 1)
2006 2-23:P1.22,14-6:F3-9:ST-11522 (1)
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5.6.1 Cepas isogénicas com diferengas na capsula

As seis bactérias do sorogrupo C, com fenétipo C:4,7:P1.19,15, que apresentaram
PorB3 (3-1 ou 3-587) foram genotipadas como ST-639 ou ST-5996, os dois principais ST's
do cc32 (Tabela 14), com perfis de proteinas da membrana externa idénticos aqueles
identificados como do cc32 (Tabela 14). O pertil descrito é idéntico aqueles encontrados em
isolados do sorogrupo B do cc32, um indicativo de mudanga de capsula de B para o C (Tabela

15).

Tabela 15. Mudanga de capsula entre Neisseria meningitidis com perfis antigénicos idénticos

do complexo clonal ST-32 (cc32) isolados de doenga invasiva no Amazonas.

Ano Sorogrupo, Perfil antigénico e ST (nimero de isolados)
2002-2007 B:3-1:P1.19,15:F5-1:ST-639 (7)
2004-2007 C:3-1:P1.19,15:F5-1:ST-639 (2)

2004 C:3-587:P1.19,15:F5-1:ST-639 (2)
2002-2006 B:3-1:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (43)
2002-2004 C:3-1:P1.19,15:F5-13:ST-5996 (2)

5.6.2 Cotrelagido dos STs com FHbp

Houve uma melhor correlagao de FHbp com os principais ST do que aquela
estabelecida pela tipagem de FetA, o que indica a sua utilidade como marcador
epidemiolégico (Tabela 16). Os FHbp-25 e -160 sao da subfamilia A, enquanto os FHbp-1
e -679 sao da subfamilia B.

Tabela 16. Correlacio dos principais STs com FHbp-P (identidade peptideo)

cc32
ST-33 FHbp-160
ST-34 FHbp-1 ou FHbp-160
ST-5996 FHbp-1
ccl03
ST-3779 FHbp-25
ST-11401 FHbp-679
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5.7 Perfil de susceptibilidade aos antibidticos

As amostras foram invariavelmente sensiveis ao cloranfenicol (CIM: 0,125 — 0,75
ug/ml). A maioria das amostras foram sensiveis a penicilina (97%; 190/196), com CIM
variando de 0,004 a 0,064 pg/ml. No entanto, seis amostras (3%; 6/196) apresentaram
resisténcia relativa a penicilina (CIM = 0,125 — 0,19 pg/ml) e a ampicilina (CIM = 0,25
ug/ml) 7. Apenas uma (0,5%) apresentou resisténcia a rifampicina (CIM > 32 pg/ml).
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6. DISCUSSAO

A epidemiologia da doenga meningocdcica tem sido pouco documentada no estado
do Amazonas, onde a caracterizagao molecular e o perfil de sensibilidade aos antibi6ticos de
N. meningitidis ainda nao haviam sido realizados. Essa relativa negligéncia pode servir para
subestimar as necessidades de saide daquela populacio em relagdo a uma doenga com alto
potencial para uma evolu¢ao fatal. Em nossa revisio da literatura encontramos uma tnica
tese sobre a ocorréncia da doenga meningocdcica naquela regiao, porém com dados
secundarios apenas da cidade de Manaus, i.e., local de residéncia, idade, sexo, forma clinica,
evolugao, sazonalidade e critério diagndstico, coletados entre 1998 e 2002, um periodo em
que a caracterizagao do agente etioldgico ficava restrita a0 sorogrupo, mesmo assim em um
baixo percentual (20-30%) do total de casos notificados.™

A doeng¢a meningocdcica representa um fardo desproporcional para determinadas
populagoes, de modo que mais pesquisas sao necessarias para identificar medidas eficazes
para resolver as desigualdades encontradas. O mapeamento das taxas de incidéncia e dos
indices de privacdo, i.e., a falta de beneficios materiais considerados como necessidades
basicas de uma sociedade, por areas definidas por microrregides melhora os dados da
vigilancia epidemiologica, além de enfatizar a natureza focal da doenga meningocdcica e a
sua relacdo com dreas de maior privagao de condi¢bes basicas de subsisténcia. Além disso,
dados de incidéncia sdo tipicamente analisados em escala nacional ou estadual, apesar das
grandes diferengas geograficas de condi¢bes socio-demograficas e da distribuicio da
populagao dentro dos limites da divisao politico-administrativa.

Estudos recentes tém apresentado resultados que dao suporte a teoria de que a

doenga meningocdcica esta associada com baixo nivel socioecon6mico,

0 que costumava
ser relatado no inicio do século passado.” Em um estudo na Inglaterra na area urbana, um
aumento do indice de privacdo foi fortemente associado com o aumento da incidéncia da
doenc¢a meningocécica.” Alternativamente, um outro estudo inglés, apontou que frequentar
bares ou casas noturnas, beijo intimo e tabagismo sdo variaveis independentes e fortemente
associadas a um maior risco de infeccao assintomatica por N. meningitidis. O tabagismo
passivo também foi associado ao estado de portador, porém idade, sexo, e condigao social,
aglomeragao doméstica ou caracteristcas da escola tiveram pouco ou nenhum efeito. O
comportamento social, em vez de idade ou sexo, pode explicar a maior frequéncia de
portadores de meningococos entre os adolescentes.*

Diferentes aglomerados sociais propiciam a transmissao de IN. meningitidis: escolas,

creches, grupos de brincadeira, bailes, transporte de massa, ambiente de trabalho, encontros

51



religiosos, festas familiares. Esses contextos estdo entre as situagdes cotidianas que podem
permitir a aquisi¢ao da infecgdo meningococica. Os locais ou os eventos com concentragao
de adolescentes tém sido associados com a transmissao da bactéria seguida pela ocorréncia
de surtos. Igualmente, tem sido demonstrada a transmissao da bactéria entre alunos de
escolas e, posteriormente, a dissemina¢do para os contatos intradomiciliares, com a
ocorréncia de casos clinicos em ambos os ambientes.'”*>**

A dispersiao dos casos de doenga meningocéeica demonstrada neste estudo confirma
a tendéncia de ocorréncia de casos novos em determinadas regides (ilhas de doenca), tanto
na capital como no interior do estado do Amazonas, assim como, a ocorréncia de casos
esporadicos em certas regides isoladas. No entanto, isto nao significa que a doenca
meningocdcica nao ocorra em outras areas onde nao foi diagnosticada. A auséncia da doenca
em areas remotas pode refletir a dificuldade de diagnoéstico ou a impossibilidade de
notificagao. Assim, é importante salientar a necessidade de se pesquisar nas areas mais
afetadas os possiveis fatores relacionados a uma maior incidéncia, além de intensificar a
vigilancia em areas do interior do estado.

A doeng¢a meningocdcica apresentou uma taxa de incidéncia média compativel com
padrio endémico — i.e., taxas de incidéncia entre 1 e 5 casos/ 100.000 habitantes — durante
o periodo do estudo, com exce¢io de 2000 a 2004 quando foram registradas taxas de
incidéncia acima de 5 casos por 100.000 habitantes, o que caracteriza um padrao
hiperendémico. Apesar da doenga ter ampla distribuigao geografica, a maioria dos casos esta
concentrada em Manaus, a capital do estado. Neste caso, porém, deve se considerar que a
menor concentra¢ao de casos no interior tem, dentre outros fatores, relagdo com a percepgao
dos médicos sobre a doenga meningocdcica, a perda dos casos mais graves em areas rurais,
as limitacoes para a confirmacao da doenga e a dificuldade para notificacao do agravo.

Outra questao importante para a vigilancia da doen¢a meningocéeica no Amazonas
¢ a existencia de outras doengas mais frequentes que podem apresentar um curso semelhante,
inclusive com manifestagdes hemorragicas ou comprometimento do sistema nervoso central,
0 que torna necessario o suporte de métodos laboratoriais e um alto grau de suspei¢ao do
médico assistente.”’

A proporgao de casos confirmados se mostrou satisfatoria, com cerca de 70%
apresentando algum resultado de método diagndstico positivo, e metade destes com a
confirmacao do sorogrupo. E, como era esperado em Manaus o numero de casos

confirmados foi mais expressivo.
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Houve ainda uma associagao dos casos em criancas (< 10 anos) com uma maior
chance de nao serem confirmados, um grupo etario com maior exposi¢ao ao uso prévio de
antibidtico e uma maior dificuldade para a coleta de material para exame laboratorial. Isto
demonstra a necessidade da introdu¢ao de métodos moleculares para a identificacio do
agente etiologico e a sua caracterizagao diretamente do espécime clinico, os quais nao sofrem
interferéncia do uso prévio de antibiéticos e do tempo entre a coleta e a realizagio do
Cxa1,1,16.35,85,86

A doenga meningocdcica foi mais frequentemente diagnosticada em pacientes do
sexo masculino, como acontece com diversas outras doencas infecciosas. Entretanto, no
grupo de idosos ela passa a ser mais comum em mulheres.”> O predominio da doenca em
mulheres entre 15 e 17 anos ja havia sido relatado, porém em associacio com doenca por
uma cepa do sorogrupo B, a qual causou epidemias na Europa nas décadas de 1980 e 1990,
a qual foi caracterizada por eletroforese de multilocus enzimatico (MLEE) como do
complexo ET-5," hoje reconhecido por MLST como complexo clonal ST-32."*! Porém, no
Amazonas observamos uma maior propor¢ao de doenga entre adolescentes (15-19 anos) do
sexo feminino tanto durante o periodo de predominio da doenga pelo sorogrupo B quanto
naquele perfodo que predominou o sorogrupo C.

A taxa de letalidade da doenga meningocécica no Amazonas foi semelhante ao que
tem sido descrito em outras regides do Brasil. Na capital a taxa de letalidade foi igual aquela
calculada para os pacientes do interior, considerando que uma grande parte dos pacientes do
interior foi transferida e tratada em Manaus, provavelmente as formas menos graves. Quando
calculamos em separado a taxa de letalidade dos casos do interior que foram tratados no
municipio de residéncia esta foi mais elevada. Uma maior letalidade também foi registrada
dentre os casos suspeitos. Isso ocorre principalmente por um maior numero de pacientes
com purpura e, consequentemente, septicemia, os quais evoluem de forma dramatica e com
maior rapidez para um desfecho fatal sem ter um espécime clinico coletado a tempo.” A
realizagdo de puncgdo lombar em pacientes com meningococcemia, durante a admissio
hospitalar, pode colocar em risco a vida dos pacientes, além de ser de pouco valor
diagnostico, visto que, nessa situa¢do, nao hi invasdo do sistema nervoso central.*®

Uma maior chance de falecer foi relacionada ao periodo de 2007 a 2010, embora
nesse perfodo tenha ocorrido uma redu¢ao da forma purpura, as quais apresentam as maiores
taxas de letalidade. Esta situacao é preocupante e precisa ser avaliada cuidadosamente, pois
pode estar havendo falha no diagnéstico precoce, dificuldade de acesso ao atendimento

hospitalar ou conduta inadequada do tratamento.”
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Os principais sinais e sintomas registrados para os pacientes do Amazonas estao de

: 32 2
acordo com o que tem sido relatado em outros estudos,™ porém vale ressaltar que alguns
deles podem ser relacionados com outras doengas e influenciar a condugao do caso, como

16,21,90

diarreia, dor abdominal e dor lombar, geralmente antecedem um quadro de septicemia

bactetiana associado a um pior prognéstico.*”!

Apesar da frequéncia com que sio
registrados, esses sintomas, nao aparecem como variaveis na ficha de notificagao e
investigacdo, o que leva a supor que estejam subestimados.

Nesse contexto, ha necessidade de enfatizar o reconhecimento precoce das
manifestagdes de septicemia, as quais costumam preceder o aparecimento dos sinais e
sintomas classicos da doen¢a meningocéceica.” A divulgagio atualizada do quadro clinico da
doenga, assim como, o alerta para os sinais de gravidade e mau prognéstico ¢ de fundamental
importancia para o reconhecimento precoce e o sucesso do tratamento que niao depende
apenas do diagnostico médico, mas também dos pais reconhecerem a urgéncia de procurar
pela atencao médica para os filhos.

Durante os anos 1990 houve um aumento acentuado do numero de casos de doenca
pelo sorogrupo C em diferentes paises. Este aumento estimulou a introdu¢ao da vacina
conjugada contra o sorogrupo C, a qual tinha acabado de ser desenvolvida.

Um aumento dos casos de pacientes que desenvolvem meningococcemia também
tem sido associado a doenga pelo sorogrupo C, particularmente em criangas e
adolescentes.””>”** Durante o periodo do estudo houve uma variagio marcante na
prevaléncia dos sorogrupos associados com doenca invasiva. A partir de 2007, ocorreu um
aumento do nimero de casos de doenga meningocdcica pelo sorogrupo C e uma reducio
significativa dos casos pelo sorogrupo B. Essa variagao na frequéncia dos sorogrupos teve
relagado com uma modifica¢ao do padrao epidemioldgico.

A estratificagao dos pacientes por grupos etarios mostrou as criangas como as mais
afetadas pela doenca invasiva por N. meningitidis, com alguma variagido ap6s o aumento do
namero de casos pelo sorogrupo C. A partir de 2007 ha uma diminuigao significativa no
numero de casos abaixo de 10 anos de idade, além de um aumento da doenca entre adultos,
uma mudanga importante no padrao epidemiolégico com reflexos na rede de transmissao da
bactéria e na eficacia do protocolo de imunizacio. Uma modificacao semelhante do padrao
epidemiolégico ocorreu no Rio de Janeiro entre 1993 e 1995, quando o sorogrupo C emergiu
como causa de doenca epidémica.”’ Posteriormente o mesmo padrio epidemiolégico foi

observado nos anos 2000, quando um aumento dos casos de doenga meningocdcica pelo
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sorogrupo C ocorreu em varias outras regioes do Brasil como causa de doenga esporadica e
surtos localizados. '***>%

Desde o ano 2000, se observa a nivel nacional um aumento do nimero de casos de
doenca meningococica pelo sorogrupo C, acompanhado por surtos nos estados de Santa
Catarina, Rio de Janeiro, Bahia e Sdo Paulo. "**”’Ademais, a vacina conjugada contra o
sorogrupo C foi introduzida em 2010 no programa Nacional de Imunizagao (PNI) para
criangas menores de 2 anos. Portanto, a importancia do desenvolvimento de estudos
regionais, a fim de descrever a epidemiologia nas diferentes regides de um pafs com
dimensoes continentais. Interessante notar que apesar da introdugao desta vacina conjugada
a doenca pelo sorogrupo C continua a predominar, o que pode ser uma consequéncia da
unica faixa etaria alvo escolhida.

A doenga pelo sorogrupo C, além das criangas, afeta de forma particular os
adolescentes e adultos jovens. A vacina¢ao desses grupos etarios ficou demonstrada como
importante para a reducdo da incidéncia da doenga pelo sorogrupo C. Ademais ficou
demonstrado que a dramatica redugdao dos casos de doenga estava associada ao
desenvolvimento de imunidade de rebanho pela reducdo da infecgiao assintomatica nestes
grupos por N. meningitidis do sorogrupo C, o que protegetia a transmissdo para as criancas.””

Na Inglaterra, primeiro pafs a introduzir a vacina conjugada C, inicialmente o
esquema de imunizac¢do visava as criangas de 2, 3 e 4 meses. Porém, a ocorréncia de surtos
da doenga em escolas e universidades levou a uma campanha com uma unica dose para
alcangar todas as pessoas com menos de 19 anos, as quais receberam a vacina no local de
estudo. Esta campanha foi mais tarde estendida para todas as pessoas com até 24 anos de
idade, mas a cobertura foi menor pela impossibilidade de oferecer a vacinagao através das
escolas. No entanto, esta estratégia revelou-se essencial, por que subsequentemente ficou
claro que aqueles imunizados aos 2, 3 ¢ 4 meses nao estavam protegidos apos o primeiro ano
de vida.” Além disso, um ntmero significativo de falhas vacinais setia provavelmente
prevenido somente pela imunidade de rebanho ou imunidade comunitaria, a qual ¢ gerada
pela imunizagao de adolescentes, entre os quais a transmissao da bactéria por uma cadeia de
infecgdes assintomaticas ocorre com maior frequéncia.*'" Subsequentemente, combinado
com a experiéncia inglesa, o sistema de vigilancia da Holanda e do Canada confirmaram que
o esquema que inclui uma dose apds 1 ano de vida (entre 12 e 14 meses) e outra dose de
reforco na adolescéncia é altamente eficaz.'"’ Mais de uma década apés a introdugdo da vacina
C conjugada, os esquemas de vacinacao ainda estio sendo modificados em funcio dos

conhecimentos obtidos a partir da analise de dados fidedignos da vigilancia epidemiolégica,
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de estudo imunolégicos e, principalmente, de estudos de prevaléncia de portadores
assintomaticos.""!

Interessante apontar que nos paises com dados fidedignos de wvigilancia
epidemioldgica tem-se observado uma tendéncia de decréscimo da incidéncia da doenga pelo
sorogrupo B, mesmo quando a propor¢io de doenca meningococica provocada pelo
sorogrupo B aumentou. De modo que ha necessidade de ampliagio da vigilancia
epidemioldgica antes que estratégias de imunizagio sejam tragadas.'’

Todas as amostras foram invariavelmente sensiveis ao cloranfenicol, uma droga agora
em desuso para o tratamento das meningites bacterianas agudas. Segundo nossos dados a
resisténcia a penicilina e a rifampicina — antibidticos utilizados para o tratamento e a
quimioprofilaxia, respectivamente — ¢ um fenémeno detectado com baixa frequéncia entre
os isolados de IN. meningitidis do Amazonas. Igualmente, a prevaléncia de resisténcia a
penicilina parece ser baixa em outras regides do Brasil.*'** Apesar disto, o conhecimento do
perfil de sensibilidade de IN. meningitidis aos antibiéticos ¢ valioso para aquela regido, uma vez
que nao era conhecido. Ademais, esta informagao tem implicagdes para a terapia inicial de
um caso suspeito, quando a bactéria nao foi identificada ou o teste de sensibilidade nao foi
realizado. Um fator independente critico que influencia o prognéstico de um paciente com
doeng¢a meningocdcica € o lapso de tempo ap6s o inicio da doenga.*”"'”” Um elevado grau
de suspeicao do médico assistente e a administracao imediata de um regime empirico de
antibiético bem ponderado sio de suma importancia para a sobrevivéncia do paciente.
Assim, o uso de ceftriaxona é a melhor op¢ao atualmente para o tratamento da doencga
meningocdcica.'’

O perfil de sorotipos e subtipos relacionado aos sorogrupos B e C é semelhante ao
de outros estados brasileiros (fonte: Centro de Referéncia Nacional de Meningites). .
meningitidis com o perfil 4,7:P1.19,15, o principal dentre os isolados do sorogrupo B, tem sido
relacionado ao complexo clonal ST-32, o qual foi introduzido na década de 1980 no Brasil,

21,104

e desde entdo permanece como importante causa de doenca invasiva. Ja o fenétipo

23:P1.14-6 prevalente do sorogrupo C tem sido relacionado ao complexo clonal ST-103, hoje
presente em varias regides do nosso pafs associado com casos esporadicos e surtos.'””
Porém, este esquema de tipagem fenotipica ¢ falho, o que ficou demonstrado também com
os resultados desta tese devido a possibilidade de nao detectar o antigeno, por nao permitir
a correlacdo com um clone, a descricio da diversidade antigénica, a possibilidade de

identificar a delagao do gene. No6s detectamos a dele¢ao do gene porA em trés amostras do

sorogrupo C (cc103), fenotipicamente caracterizadas como 23:nt. Alternativamente,
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caracterizamos o perfil antigénico do porA através do sequenciamento de varias outras
amostras igualmente caracterizadas por anticorpos monoclonais como nio tipaveis (nt), o
que demonstra a fragilidade deste esquema de tipagem fenotipica.

A caracterizagdo por MLST, refinada pelo sequenciamento de genes codificadores de
antigenos, foi realizada para determinar as linhagens genéticas de IN. meningitidis isoladas de
pacientes do estado do Amazonas. A populagao bacteriana se mostrou bastante diversa, com
o predominio de alguns clones dentre outros de um complexo clonal. Observou-se ainda um
namero significativo de novos ST, que emergiram em diferentes momentos do periodo
estudado, o que denota uma populagdo em constante evoluciao. Vale destacar que alguns
isolados bem-sucedidos do cc32, como o ST-5996 e, em menor extensao, ST-33 e ST-639,
fortemente associados ao FHbp 1, foram prevalentes dentre os casos de doenga invasiva pelo
sorogrupo B. Interessante notar a expansiao do ST-11401, um ST até entdo nao descrito do
cc103, o qual inclui ST, e.g., ST-3780 ou ST-3779," responsaveis por surtos recentes em
diferentes partes do pafs. O ST-11401 expressa o FHbp 679, o qual pode vir a ser um
marcador epidemioldgico conveniente para rastrear este clone. Em cada complexo clonal a
variacdo do perfil antigénico das proteinas de membrana externa ficou restrita a alguns perfis,
como pode ser observado na Tabela 14.

Os nossos resultados de genotipagem reforcam a necessidade de estudos regionais
com o maior nimero de isolados possiveis, a fim de descrever com maior precisao a
diversidade genética e as linhagens associadas com doenga invasiva. Podemos demonstrar a
fragilidade de estudos de abrangéncia nacional com estes objetivos, nos quais um numero
pequeno de isolados das varias regides do pais ¢ selecionado, normalmente por uma amostra
de conveniéncia. Em um recente estudo sobre a epidemiologia molecular de IN. meningitidis

sorogrupo B no Brasil,"

o ST-5996 apareceu como a cepa prevalente dentre os isolados
incluidos (54%, 7/13) da “regido norte”, sem especificar a distribui¢ao das cepas por estado.
Niao obstante, outros ST relacionados ao sorogrupo B nao foram identificados, p.ex., ST-
639, o qual tem presenca significativa no Amazonas e em outras regides do Brasil, além de
ter sido associado com mudanga de cipsula de B para C.* O ST-33, também de importancia
para o Amazonas, aparece naquele estudo como prevalente na regiao nordeste.

Através da mudanca de capsula, definida como a presenca de diferentes fenotipos
capsulares (sorogrupos) dentro do mesmo complexo clonal, N. meningitidis de linhagens
virulentas podem eventualmente se evadir da imunidade induzida por vacina. A identificag¢ao

de um clone de N. meningitidis do cc32 com capsula do sorogrupo C ¢ um indicativo de

mudanca de capsula de B para C, o que ocorre por transferéncia horizontal de genes.'” Tal
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fenémeno de escape do sistema imune do hospedeiro ja havia sido descrito anteriormente
no estado do Rio de Janeiro, onde a vacina Va-Mengoc-BC® foi usada em campanhas de
imunizagio em massa na década de 1990.* Esta vacina é composta de uma proteina de
membrana externa de alto peso molecular (65-95 kD) e uma proteina sorotipo especifica da
cepa epidémica cubana B:4:P1.15, adicionadas ao polissacarideo C e combinadas com
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hidroxido de aluminio.™ Entretanto, este evento é comum na auséncia de vacinagao e tem

implica¢des para vacinas meningocdcicas que nio cobrem todos os sorogrupos.”'”

O mesmo fendémeno descrito acima foi registrado no Amazonas durante o periodo
do estudo. Os resultados da genotipagem de proteinas da membrana externa demonstrou a
mudanca de capsula de B para C em 3 clones especificos: ST-5996 (3-1:P1.19,15:F5-13), ST-
639 (3-1:P1.19,15:F5-1) e ST-639 (3-587:P1.19,15:F5-1). Com a excecdo do clone 3-
587:P1.19,15:F5-1:ST-639, os clones ST-639 e ST-5996 apresentam correlagao temporal e o
mesmo perfil antigénico com aqueles do sorogrupo B do mesmo complexo clonal (Tabela
15). No Rio de Janeiro, 2 clones do ST-639 foram identificados com mudanca de capsula de
B para C, porém com um perfil de antigenos de superficie diferentes.”

Apesar dos grandes avancos que tém sido feitos pelas ciéncias biomédicas nas ultimas
décadas, o desenvolvimento e a implementacio de novas vacinas continua a ser um
empreendimento altamente pragmatico e incerto. Embora o conceito de vacinagdo tenha
mais de 200 anos, o qual foi formalizado por Pasteur 100 anos atris, o progresso no
desenvolvimento de vacinas continua a ser relativamente lento e nao tem acelerado da mesma
forma como visto em praticamente todas as outras areas tecnologicas. As muitas razoes para
isso incluem problemas de seguranca decorrentes da administracio de vacinas a pessoas
saudaveis, muitas vezes, lactentes ou criangas pequenas, € a nossa incapacidade de prever
com seguran¢a o comportamento de uma nova vacina para humanos ao nivel da populagao
a partir de dados obtidos em experimentos de laboratério, ou mesmo durante a fase I ou 11
de ensaios com seres humanos. Embora ensaios de fase III, duplo-cego, controlado por
placebo, possam fornecer informagdes uteis em ambos 0s aspectos, estes s20 muito caros,
de forma proibitiva se a doenga ¢ rara, além da chance de nao ter poder suficiente para
detectar efeitos na populagio.'”

O desafio para o desenvolvimento de uma vacina com ampla protecao contra a
doenga pelo sorogrupo B tem sido significante devido a baixa imunogenicidade do
polissacarideo capsular do sorogrupo B e a variabilidade antigénica das proteinas da
membrana externa, os antigenos subcapsulares. A vacina Bexsero estd atualmente licenciada

em mais de 35 paifses ao redor do mundo, para varios grupos etarios, incluindo na América
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Latina Brasil, Chile e Uruguai. As recomendag¢des para o uso desta vacina atingem os grupos
de alto risco, o controle de surtos e a imunizacio de rotina de lactentes.'” A composi¢io de
tal vacina inclui as FHbp das subfamilias A e B, as quais foram identificadas nas amostras do
sorogrupo B estudadas, e talvez possa induzir protecio contra algumas cepas do
sorogrupo.”™”’

Novas vacinas com ampla protegao contra o sorogrupo B, pela primeira vez, estdo se
tornando disponiveis, embora pouco se saiba sobre a persisténcia da imunidade ou a
interferéncia na infecgdao da nasofaringe. A ampliacao da vigilancia em seguida a introdugio
de qualquer vacina conta o sorogrupo B precisa ser cuidadosamente implementada. Apesar
de esta vacina ter sido licenciada para a prevencio da doenca pelo sorogrupo B, os alelos de
alguns ou todos os antigenos vacinais sio também encontrados entre meningococos de
outros sorogrupos. Em um estudo recente ficou demonstrado que o soro de criangas
vacinadas apresentava anticorpos com atividade bactericida contra N. meningitidis do
sorogrupo W."” O futuro agora nos reserva uma possibilidade clara, a nivel mundial, para
uma drastica reducao da doenga meningocdcica independente do sorogrupo.

O desenvolvimento dessas vacinas e a sua recente introducio serdo mais um
componente que podera modificar o padrao epidemiol6gico, o que precisara ser monitorado
com ferramentas adequadas.” A partir de 2013, duas vacinas desenvolvidas para prevenir a
doenga pelo sorogrupo B foram aprovadas para introdu¢ao na rotina de imunizagao da
populacio em vérios paises, incluindo o Brasil.”>""" A vacina MenB-4C foi desenvolvida com
base no sequenciamento do genoma de uma cepa de N. meningitidis do sorogrupo B e na
avaliacao da capacidade de antigenos de superficie em induzir resposta imunogénica. Na sua
composicao foram incluidos trés antigenos identificados: FHbp (fator-H binding protein),
NadA (Neisseria adhesion A) e NHBA (Neisseria heparin binding antigen), combinados com
a proteina de membrana externa PorA subtipo P1.4. A segunda vacina, MenB-FHbp,
consiste de 2 antigenos recombinantes purificados da proteina FHbp, um de cada subfamilia
(A e B) desta protefna. O licenciamento dessas vacinas abre a oportunidade, pela primeira
vez, de prevencao dos cinco sorogrupos — i.e., A, B, C, W e Y — que causam a maioria dos
casos de doeng¢a meningocdcica em todo o mundo. Entretanto, estudos adicionais se fazem
necessario para o entendimento de como melhor conduzir a introducio das vacinas com
antigenos subcapsulares.

O desenvolvimento de protocolos para o tratamento da doenga meningococica na
Amazoénia, devido as caracteristicas demograficas, ¢ um desafio que se torna impossivel para

determinadas popula¢ées que vivem isoladas e com dificuldades extremas de deslocamento
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para a sede do municipio. Uma situagdo comum no interior do Amazonas, onde o acesso
aos servigos de saude é restrito, a locomogao ¢ realizada exclusivamente ou em parte por via
fluvial e os moradores estao dispersos em vastas areas territoriais, o que é uma caracteristica
dos municipios do Amazonas. Isto obriga os pacientes a se locomoverem por longas
distancias a procura de aten¢do médica. No caso da doenga meningocdcica esta realidade
impede o acesso ao sistema de saide para o tratamento da maioria dos casos graves, cuja
evolugdo para um desfecho fatal pode acontecer dentro de 6 a 12 horas apds o inicio dos
primeiros sintomas. Portanto, espera-se que uma parte dos casos sequer seja identificada e,
provavelmente, outros tantos diagnosticados nao chegam a ser notificados. Um contexto em
que a prevencao através de vacinas parece a unica medida possivel de controle da doenga,
assim como afirmou Lapeyssonnie. ' A cerca, da situacio existente no cinturdo da meningite
no continente Africano décadas atras.

Esperamos que os dados deste estudo contribuam para uma melhor compreensio da
doenga meningococica no Amazonas, sitvam de parametro para futuras avaliagOes e,
principalmente, conduza a debates sobre estratégias de controle para melhorar o prognéstico

dos pacientes daquela vasta area territorial.
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7. PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desta tese permitiu a formagao de um grupo com experiéncia em
tipagem molecular, incluindo amplificacao e sequenciamento de genes de interesse, analise
das regioes sequenciadas. Assim, havendo possibilidade de estabelecer um nucleo para
tipagem de microrganismos de interesse para a saude publica, a fim de melhorar a vigilancia
epidemioldgica, investigar surtos e realizar estudos de epidemiologia molecular na regio,
permitindo a geracio de dados epidemioldgicos, que subsidiara desenho estratégicos de
imunizagao para medidas de controle da doenca na regidao Amazonica, com perspectiva de
relevancia amplamente reconhecida no mundo académico através de publicagdes em
peridédicos indexados, propiciando a troca de informagdes e debates sobre as principais

questoes desse tema na regiao.
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8. CONCLUSOES

e O estudo da distribui¢dao temporal e geografica mostrou a dispersao dos casos da doenca
no periodo de 2000 a 2010 no Amazonas, além da persisténcia da ocorréncia de novos casos

na capital e no interior, formando verdadeiras ilhas de doenga.

e A taxa de incidéncia no periodo de 2000 a 2004 alcangou niveis considerados compativeis

com padrao hiperendémico.

¢ Houve uma mudanga significativa no perfil epidemiolégico da doenga meningocdcica no
estado do Amazonas com a substitui¢do gradual do sorogrupo B pelo sorogrupo C a partir

de 2007, com consequéncias para o programa de imuniza¢iao com a vacina conjugada C.

e Um aumento da chance de falecer, estimado pelo calculo das taxas de letalidade, ocorreu

durante o aumento dos casos de doenca pelo sorogrupo C.

e A genotipagem revelou uma populacao de N. meningitidis bastante diversa associada com

doenga invasiva, com varios novos ST surgindo e alguns se expandindo.

e A resisténcia aos principais antibidticos de importancia clinica para meningite

meningocodcica foi um evento raro entre as bactérias identificadas neste estudo.

e O fenémeno de mudanca de capsula (B>C) foi identificado dentre as cepas de N.
meningitidis isoladas de doencga invasiva de pacientes do Amazonas, algo que deve ser mais

frequente do que se supdem no Brasil.

¢ O estudo identificou o maior nimero de casos da doenga na capital e ocorréncia de

doengca esporadica no interior, o que pode estar relacionado as dificuldades no diagnostico.

e Os sintomas prodromicos descritos indicam a necessidade de uma atualizacdo das
variaveis da ficha de investigacao epidemioldgica, para uma melhor compreensao do quadro

clinico.
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10. ANEXOS

ANEXO A - ASPECTOS ETICOS

Ministério dz Satds
I [ AOCAUZ
Fundacgiio O ldo Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Comité de Etica em Pesquisa
PARECER CONSUBSTANCIADO - 045/2010

Protocolo 0029.0.009.000-10

1. Identificagdo:

Titulo do Projeto: “Doenga meningocdcica e diversidade genética de Neisseria
meningitides no Amazonas, 2000 a 2009".

Pesquisador Responsavel: David Eduardo Barroso.

Instituicdo Responsavel: Instituto Oswaldo Cruz — 10C/Fiocruz.

Data de Apresentagido ao CEP: 28/06/2010.

2. Sumario:

Visa a analisar o padrdo da doenga meningocécica durante a década de 2000 no
Estado do Amazonas; deferminar a estrutura genética e o padrao de susceptibilidade
aos antimicrobianos de N. meningitidis, isolados de casos clinicos de 2000 a 2009;
examinar cepas isogénicas dos sorogrupos B e C, exceto pelo antigeno capsular;
comparar a diversidade genética de isolados clinicos de N. meningitidis de areas
remotas e urbanas. O estudo sera realizado com dados epidemiologicos, clinicos e
bacteriologicos da doenga meningocécica no Estado do Amazonas, referentes ao
pericdo de 2000 a 2009, em associagdo com Secretaria de Estado de Salde do
Amazonas (SUSAM), que € o drgéo responsavel pela vigilancia epidemiolégica da
doenga no estado, portanto nao oferece riscos ao sujeito de pesquisa; A populagdo
do estudo consistird de casos de doenga meningocdcica, confirmados e suspeitos,
notificados ao nivel local (SUSAM). A coleta e a andlise dos dados epiemiolégicos
serdo realizadas no Instituto de Pesquisa Lednidas & Deane/FIOCRUZ, Manaus —
AM; As caracteristicas conhecidas de N. meningitidis isolados dos pacientes serao
pesquisadas com base nos dados da SUSAM. Aquelas bactérias que foram
sorotipadas e liofilizadas serdo requisitas pela SUSAM ao CRNM, para estudos
adicionais de biologia molecular e de sensibilidade aos antibidticos.

3. Observacdes Gerais: (Atendendo a Resolugdo CNS 196/96).
Em substituigdo ao Termo de Consentimento Livre & Esclarecido foi elaborado um
Terme de Compromisso, onde o pesquisador responséavel compromete-se a
manter a confidencialidade, assim como a privacidade dos participantes do projeto.
O projeto contara com recursos do POM (Tesouro) da Instituigéo.

4. Diligéncias:
Sim. Foram satisfeitas.
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ANEXO B - FICHA DE NOTIFICACAO DE DOENCA
MENINGOCOCICA E MENINGITES

S

CASO SUSPEITO: Crianga acima de nove meses e/ou adulto com febre, cefaléia, vomitos, rigidez de nuca, outros sinais de irritagao
meningea (Kernig e Brudzinski), convulsdo, sufusées hemorragicas (petéquias) e torpor. Criangas abaixo de nove meses observar
também irritabilidade (choro persistente) ou abaulamento de fontanela.

SINAN
SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO N°
FICHA DE INVESTIGAGAO
MENINGITE

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA SAUDE
ESTADO DE SAO PAULO

¥ SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Tipo de Notificagao 2 - Individual J
2 E Agravo/doenga 1 - DOENCA MENINGOCOCICA D Cédigo (CID10) Data da Notlflcagao
T MENINGITE 2 - OUTRAS MENINGITES G03.9 |
(O]
é UF PMunlclplo de Notificagdo Caédigo (IBGE) J
o L1
@ Unidade de Sadde (ou outra fonte notifi cadora) ‘ Cédigo JData dos Primeiros Sintomas J
L [ ! |
E Nome do Paciente E Data de Nascimento J
3 J | | |
=) 1- Hora " Gestante 1
o ; - Raga/Cor
S (ou) Idade 2- D'f‘ Sexo :\:A F’\gar:;l::go D 1-1°Trimestre  2-2°Trimestre 3-3°Trimestre D . ¢ D
° 3-Més ~ 4- Idade gestacional Ignorada 5-Ndo  6- N&o se aplica 1-Branca  2-Preta 3-Amarela
c I I 4-A 1 - Ignorado :
= no 9-Ignorado 4-Parda_ 5-Indigena _ 9- Ignorado
o |[14]Escolaridade
'B\ 0-Analfabeto  1-12 a 42 série incompleta do EF (antigo primario ou 1° grau) 2-42 série completa do EF (antigo primario ou 1° grau) D
8 3-57 a 82 série incompleta do EF (antigo ginasio ou 1° grau) 4-Ensino fundamental completo (antigo ginasio ou 1° grau)  5-Ensino médio incompleto (antigo colegial ou 2° grau )
= 6-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau) 7-Educagdo superior incompleta  8-Educagao superior completa  9-Ignorado 10- N&o se aplica
k<] =
z E Numero do Cartdo SUS J Nome da méae J
E‘UF Municipio de Residé&ncia Cédigo (IBGE) Distrito J
L1 1 1 1
g P [20] Bairro J Logradouro (rua, avenida,...) Cédigo J
&
o 11
§ Numero JCompIememo (apto., casa, ...) JGeo campo 1 J
[}
°
8 Geo campo 2 Ponto de Referéncia CEP
-8 J
e T I
Zona i i i
(DDD) Telefone 1-Utbana 2 Rural D ais (se residente fora do Brasil)
| | | | | | | | | 3 - Periurbana 9 - Ignorado
[ Dados Complementares do Caso j
E Data da Investigagao Ocupagéo
T I N J J
E‘ Vacinagao N° Doses Data da Ultima Dose N° Doses Data da Ultima Dose
o AN A SRS o IV | G B RS
1-Sim " o Hemdfilo
_ Polissacaridica L
2-Nao BIC L L CloL J D(Te"?ga'e”‘e (I | I I R
§ 9 - Ignorado D Conjugada ou Hib)
3 meningo C \_l_‘ L | | | L1 J D Pneumococo ‘ | ‘ t | | | | | L1
°
= BCG
5 D \_I_‘ ( | | | | | J D Outra t | I | | | | |,
S| -
(% L
L;; E Doengas Pré-existentes 1-Sim 2-Nio 9 -Ignorado
% D AIDS/HIV + D Outras Doengas Imunodepressoras D IRA DTuberculose
raumatismo nfecgédo Hospitalar utro
[ Jrraumat Infecgo H ! [ o
=
c
< E Contato com Caso Suspeito ou Confirmado de Meningite (até 15 dias antes do inicio dos sintomas) D
1 - Domicilio 2 - Vizinhanga 3 - Trabalho 4 - Creche/Escola
5 - Posto de Saude/Hospital 6 - Outro Estado/Municipio 7 - Sem Histdria de Contato 8 - Outro pais 9 - Ignorado
N
Nome do Contato (DDD) Telefone
J [ I
Enderego do contato (Rua, Av., Apto., Bairro, Localidade, etc) Caso Secundario D
1 J -Sim 2-N&o 9 -Ignorado
Q T i 4i Bmil ii Abaulamento
Sinais e Sintomas Cefaléia Vémitos Rigidez de Nuca Petequias/Sufusdes Hemorragicas
.g g m D D D de Fontanela D q 9
8 6 1-Sim 2-Nao 9 - Ignorado D Febre DConvuIs()es D Kernig/Brudzinski D Coma D Outras
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% E Ocorreu Hospitalizagao || Data da Internagéo UF [44] Municipio do Hospital ‘ Codigo (IBGE)
£ [\1-Sim 2-Né&o 9-Ignorado J [ AT S N B J | J N N I | J
h=] - .
5 E Nome do Hospital ‘ Cadigo J
g
=< L [ I I S
m Pungio Lombar D Data da Pungéo Aspecto do Liquor D
J 1-Limpido 2 - Purulento 3 - Hemorragico J
1-Sim 2-Nao 9 - Ignorado | | | I | | | 4 - Turvo 5 - Xantocrémico 6 - Outro 9 - Ignorado
E Resultados Laboratoriais
Cultura CIE PCR
2 | Liquor ’ ‘ Liquor ’ ‘ Liquor
2 s
© = . Sangue/Soro .
5 Lesdo Petequial L ’ ‘ Lesé&o Petequial
Qo
® | sangue/soro Aglutinagio pelo Latex Sangue/Soro
=}
% | Escarro Liquor ’ ‘ Escarro
[=}
® Bacterioscopia Sangue/Soro ’ ‘
[a] &
Liquor Isolamento Viral
Lesé&o Petequial Liquor ‘
Sangue/Soro Fezes ’ ‘
N v
Escarro
LN Y
@ Classificagao do Se Confirmado, Especifique
& Caso
S 1 - Meningococe mia 6 - Meningite nédo especificada Dj
=]
'I'_I-'_J 2 - Meningite Meningocdcica 7 - Meningite Asséptica
% 1 - Confirmado 3 - Meningite Meningocécica com Meningococemia 8 - Meningite de outra etiologia
2 - Descartado
O 4 - Meningite Tuberculosa 9 - Meningite por Hemdfilo
=]
é & 5 - Meningite por outras bactérias, 10 - Meningite por Pneumococos )
N
52| critério de Confirmagao R .
é 1-Cultura 4- Clinico 7 - Clinico-epidemiolégico D:‘ Se N. meningiditis  especificar sorogrupo
5 2-CIE 5 - Bacterioscopia 8 - Isolamento viral
3] 3 - Ag. Latex 6 - Quimiocitologico 9-PCR
It 10 - Outros
L do liquor ‘ | ‘ )
% ) Doenca Relacionada ao
25 54 | Namero de Realizada Quimioprofilaxia dos S im. Dat Trabasl:ho )
=g= Comunicantes Comunicantes? D € sim, Data 1-Sim l:l
=] J ) ) J J 2 -Néo
= O L ‘ | ‘ 1-Sim  2-Nao 9 - Ignorado I | I | I L 9 - Ignorado )
(]
k Evolugéo do Caso x
g @ Vol ) D Data da Evolugdo m Data do Encerramento
g 1-Alta 2 - Obito por meningite J
8 L 3 - Obito por outra causa 9 - Ignorado | | | | | | | | | | | | | |
[ Informagdes complementares e observagoes
Exame Quimiocitolégico
Hemacias I:] mm?® Leucécitos I:] mm? Monécitos I:] %
Neutréfilos I:] % Eosinéfilos |:] % Linfécitos S %
N J
Observagoes Adicionais

Municipio/Unidade de Saude

Cod. da Unid. de Saude

| B

Nome

Investigador

L [

JL Assinatura J
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