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SALES, Nabila Monalisa Mendes Dantas. Impacto da vacinagdo contra a meningite
meningococica C na Regido Metropolitana de Salvador no periodo pos-vacinal. 82 f. il.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) - Instituto
Goncalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUGCAO: O termo doenca meningocdcica (DM) designa as diferentes apresentacdes
clinicas de infecgdes causadas por Neisseria meningitidis, sendo a meningite a principal delas.
A DM esté associada a elevada morbimortalidade e é considerada um grave problema de
Saude Publica em todo o mundo. No Brasil, a Vacina Meningocécica C Conjugada (MenC)
foi incluida no Programa Nacional de Imunizagdes (PNI), em 2010, para imunoprevengdo da
DM pelo meningococo do sorogrupo C (DMC). Estudos de vigilancia epidemioldgica vém
sendo desenvolvidos para avaliacdo das estratégias vacinais adotadas. OBJETIVOS: Avaliar
0 impacto a longo prazo da MenC na incidéncia da DM na Regido Metropolitana de Salvador
(RMS). METODOLOGIA: Estudo de vigilancia de base hospitalar, do tipo corte transversal,
observacional e descritivo. Os critérios de inclusdo foram: casos de DM confirmados através
de técnicas microbioldgicas classicas (cultura, bacterioscopia, aglutinacdo em latex) ou de
PCR em Tempo Real (PCR-TR); atendidos no hospital de referéncia para doengas
infectocontagiosas no estado da Bahia, (Hospital Couto Maia) ou notificados pela Secretaria
Municipal de Saude de Salvador, entre janeiro de 2005 e dezembro de 2016. As taxas de
incidéncia e letalidade foram calculadas; o perfil clinico-epidemioldgico dos casos foi
determinado; e a ocorréncia dos tipos capsulares foi analisada. RESULTADOS: 897 casos de
DM foram confirmados no periodo. A taxa de incidéncia de DMC no grupo vacinal (0-4 anos)
reduziu de 2,82 no periodo pré-vacinal (2005-2009) para 1,14 casos/100.000 hab. no periodo
pos-vacinal (2011-2016), representando uma reducdo de 59,6%. O indice de letalidade geral
foi de 15,1%. O emprego da PCR-TR, a partir do LCR, identificou 189/897 (21,1%) casos
adicionais. O tipo capsular C 507/897 foi o mais prevalente (56,5%) seguido pelos tipos
capsulares B 104/897 (11,6%), W 19/897 (2,1%), Y 11/897 (1,2%) e A 7/897 (0,8%). Os
tipos capsulares ndo foram determinados ou ndo testados para 27,8% (249/897) das amostras.
CONCLUSOES: A introducdo da MenC teve influéncia positiva no controle da DMC entre
os individuos do grupo vacinal. A PCR-TR conseguiu ampliar a capacidade diagnostica da
DM, portanto, a disseminacdo desta técnica pode reduzir o percentual de casos de etiologia
ndo confirmada e de tipo capsular ndo determinado. O perfil microbiolégico da doenca é
dinamico e interfere diretamente na epidemiologia desse agravo; por esse motivo, estudos de
vigilancia sdo indispensaveis para subsidiar e avaliar continuamente as estratégias vacinais
implementadas.

Palavras-chave: Epidemiologia. Doenca Meningococica. Vacina Meningococica C
Conjugada. PCR em Tempo Real.



SALES, Nabila Monalisa Mendes Dantas. Impact of vaccination against meningococcal
meningitis C in the Metropolitan Region of Salvador in the post-vaccination period. 82 f. il.
Dissertation (Master in Biotechnology in Health and Investigative Medicine) - Goncalo
Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The term meningococcal disease (MD) refers to the different clinical
manifestations of infections caused by Neisseria meningitidis, meningitis is the main one. MD
is associated with high morbidity and mortality and is a serious public health problem
worldwide. In Brazil, Meningococcal Serogroup C Conjugate Vaccine (MenC) was included
in the National Immunization Program (NIP) in 2010 for the immunoprevention of MD by
serogroup C meningococcus (MDC). Epidemiological surveillance studies have been
designed to evaluate the vaccine strategies adopted. OBJECTIVES: To evaluate the long-
term impact of MenC on the incidence of MD in the Metropolitan Region of Salvador (MRS).
Methodology: Cross-sectional, observational and descriptive study of hospital-based
surveillance. Inclusion criteria were: MD cases confirmed by classical microbiological
techniques (culture, bacterioscopy, latex agglutination) or Real-Time PCR (RT-PCR);
attended at the reference hospital for infectious diseases in the state of Bahia (Couto Maia
Hospital) or notified by the Municipal Health Department of Salvador between January 2005
and December 2016. Incidence and fatality rates were calculated; the clinical-epidemiological
profile of the cases was determined; and the occurrence of capsular types was analyzed.
RESULTS: 897 MD cases were confirmed in the period. The incidence rate of MDC among
vaccine group (0-4 years) decreased from 2.82 in the pre-vaccine period (20005-2009) to 1.14
cases/100,000 hab. in the post-vaccination period (2011-2016), a reduction of 59.6%. The
overall lethality rate was 15.1%. The use of RT-PCR from the CSF found out 189/897
(21.1%) extra cases. Capsular type C 507/897 was the most prevalent (56.5%), followed by
capsular types B 104/897 (11.6%), W 19/897 (2.1%), Y 11/897 (1, 2%) and A 7/897 (0.8%);
the capsular types were not determined or not tested for 27.8% (249/897) of the samples.
CONCLUSIONS: The introduction of MenC had a positive impact on the control of MDC
among individuals in the vaccine group. The PCR-RT increased the diagnostic capacity of
DM, thus, the dissemination of this technique may reduce the percentage of cases of
unconfirmed etiology and non-determined capsular type. The microbiological profile of the
disease is dynamic and directly interferes with the epidemiology; for this reason, surveillance
studies are essential for subsidize and continuously evaluate the implemented vaccine
strategies.

Keywords: Epidemiology. Meningococcal Disease. Meningococcal Serogroup C Conjugate
Vaccine. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

O termo “doenga meningocdcica” (DM) é adotado internacionalmente para se referir
as diferentes apresentacGes clinicas de infeccBes causadas por Neisseria meningitidis
(SAFADI; BEREZIN; OSELKA, 2012). A meningite meningococica (MM) é a principal e
mais frequente forma clinica da DM, seguida de infeccdo de corrente sanguinea
(meningococcemia). Estas manifestagBes clinicas estdo associadas a elevadas taxas de
morbimortalidade a despeito de diagndstico e tratamento adequados. Por esse progndstico e
potenciais complicacGes, a DM é considerada um grave problema de Satde Publica em todo o
mundo, sua carga afeta especialmente paises em desenvolvimento (BACCARINI et al., 2013;
WHO, 2017).

A DM ¢ considerada endémica no Brasil, ocorrendo surtos periddicos em diferentes
regides do pais. Os sorogrupos mais frequentes sdo B, C, W e Y; sendo o sorogrupo C o mais
prevalente na Bahia e no Brasil (BAHIA, 2018a; BRASIL, 2017). A Vacina Meningococica C
Conjugada (MenC) foi incluida no Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) em outubro de
2010 como estratégia de imunoprevencdo da DM causada pelo meningococo do sorogrupo C
(BRASIL, 2013). Na Bahia, a introducdo desse imunobiolégico foi antecipada para fevereiro
do mesmo ano em resposta a epidemia de DM pelo sorogrupo C ocorrida em 2010
(CARDOSO et al., 2015).

A reducéo da incidéncia da DM tem sido descrita na maioria dos paises que incluiram
a MenC em seus programas nacionais de imunizagdo e¢ o “efeito rebanho” tem sido um
componente importante associado ao uso desta vacina (BALMER; BORROW,; MILLER,
2002; CHANG; TZENG; STEPHENS, 2012; TAUIL et al., 2014). No Brasil observa-se a
mesma tendéncia, com uma queda sustentada na incidéncia desse agravo: 1,57 casos/100.000
habitantes em 2010 e 0,57 caso/100.000 habitantes em 2016 (BRASIL, 2017).

Estudos de vigilancia epidemioldgica e monitoramento microbiolégico vém sendo
conduzidos em todo o mundo para avaliacdo das estratégias vacinais adotadas em diferentes
cenarios (THOMAS et al., 2011). Somente a partir da vigilancia continuada e ampliada pode-
se avaliar os resultados das intervencgdes e antecipar a adequacdo das vacinas meningococicas
implementadas de acordo com a prevaléncia dos tipos capsulares circulantes (GASPARINI et
al., 2012; SAFADI; CINTRA, 2010). Diversos trabalhos (CAVRINI et al., 2010; SALGADO
et al., 2013, TAHA et al., 2005) vém demonstrando a importancia do diagndstico laboratorial
adequado para que se acompanhe mudancas na epidemiologia da doenca no periodo pés-

vacinal; e para que seja possivel mensurar o real impacto e efetividade da vacinacéo.
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Com a larga experiéncia que a Bahia possui na conducdo de estudos populacionais e
acompanhamento do impacto de vacinas (CARDOSO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2007) e
com os dados compilados em 20 anos de vigilancia ativa para a DM na cidade de Salvador e
Regido Metropolitana (CARDOSO et al., 2012; CORDEIRO et al., 2007), uma avaliacdo em
longo prazo do impacto da MenC na epidemiologia local da DM além de viavel é altamente

relevante e oportuno.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MENINGOCOCO

Meningococo, como é conhecida a bactéria Neisseria meningitidis, pertence a familia
Neisseriaceae, € um diplococo riniforme Gram-negativo com 0,6-1,0um de diametro. Em
termos metabdlicos, é uma bactéria aerdbica, oxidase e catalase positiva. E um organismo
fastidioso o que dificulta seu cultivo. Tem crescimento 6timo a 35-37°C em atmosfera de 5—
10% de CO; e 50% de umidade (WHO, 2011). Cresce em diferentes tipos de meios
enriquecidos com 5% de sangue de ovino desfibrinado (agar sangue e agar chocolate). Em
agar sangue as coldnias sdo cinzentas, ndo hemoliticas, redondas, convexas, brilhantes e com
bordas bem definidas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

A plasticidade do seu genoma €& uma caracteristica marcante (ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012). Possui um cromossomo circular com aproximadamente 2,2 Mb e 2000
sequéncias codificadoras; conteido médio de G+C de 52%. Cerca de 20% do seu material
genético constituem-se de sequéncias repetitivas - sequéncias de captacdo de DNA, elementos

de mosaico intergénico neisserial e sequéncias de insercdo (SCHOEN et al., 2009).

2.1.1 Morfofisiologia

N. meningitidis é a Unica espécie dentro do género Neisseria que expressa uma capsula
polissacaridica (CLAUS et al., 2005). Contudo, 0 meningococo pode ser encapsulado ou ndo
encapsulado. As cepas causadoras de doenca invasiva sdo, no geral, encapsuladas; ja os
meningococos que colonizam a nasofaringe sdo na maioria ndo encapsulados (DOLAN-
LIVENGOOD et al., 2003).
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A cépsula é formada por polissacarideos e atua como um sistema de defesa bacteriano
contra a opsonizagdo, fagocitose e a lise celular (Figura 1). Os antigenos polissacaridicos séo
a base das vacinas meningocdcicas (exceto do sorogrupo B) e da classificagdo do
meningococo em sorogrupos (GASPARINI et al., 2012).

A expressdo da capsula pode variar in vivo, fendmeno conhecido como capsule
switching (TSANG, 2007). Esse fenGmeno pode decorrer da transferéncia horizontal de
material genético (em casos de co-colonizacdao nasofaringea por meningococos de sorogrupos
diferentes, por exemplo) ou da recombinacdo de genes de biossintese capsular
(CASTINEIRAS et al., 2012; RISHISHWAR et al., 2012). A capacidade de modificar o
fendtipo da capsula proporciona uma vantagem seletiva ao meningococo na medida em que o

torna capaz de escapar de anticorpos anticapsulares especificos (SWARTLEY et al., 1997).

Proteinas da membrana citoplasmatica
Membrana citoplasmatica

Membrana periplasmatica

Membrana externa

R ameat
QAT S0 SRR VG, ......2,:-- 3 A O
ORI RN OGS NS Y S i i i
S RN U .
' ) \ oo,
s b
? “-:‘: %
o Pili
Q};.ﬂ-ﬂl\}

Polissacarideo capsular

Proteinas de membrana externa

%} Fosfolipidio

Figura 1 — Corte transversal da membrana celular do meningococo. Fonte: Adaptado de
Stephens, Greenwood e Brandtzaeg (2007) conforme autorizagdo (Anexo I).

A membrana externa do meningococo € composta principalmente por lipo-
oligossacarideos (LOS) que desempenham um papel importante na adesdo da bactéria e
inativacdo do sistema imune inato (STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).
Essa espécie tem a capacidade de liberar espontaneamente vesiculas de membrana externa
(OMV, do inglés Outer Membrane Vesicles) contendo LOS e proteinas de superficie, cuja
funcdo é se ligar a anticorpos bactericidas (MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014).
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Existem algumas estruturas denominadas adesinas que facilitam a adesdo do
microrganismo as células do hospedeiro. As principais séo os pili (filamentos protéicos que se
estendem a partir da capsula), proteinas de opacidade (Opa e Opc), NadA, NhhA, App e
MspA. Outras moléculas importantes expressas pelo meningococo séo as porinas (PorA e
PorB) e as proteinas ligantes de ferro (fator essencial para o seu crescimento e metabolismo)
(GASPARINI et al., 2012; HILL et al., 2010).

2.1.2 Classificacdo fenotipica e genotipica

Meningococo € tradicionalmente classificado por sorogrupos com base na
especificidade imunoldgica dos polissacarideos capsulares. A técnica mais frequentemente
utilizada para este fim é a soroaglutinacdo (sorogrupagem) a partir do isolado (SASG, do
inglés Slide Agglutination Serogrouping), que utiliza anticorpos monoclonais (HARRISON et
al., 2013).

Alguns isolados sdo classificados como ndo agrupaveis (NA) guando submetidos a
SASG. Essa classificacdo abrange trés situacfes distintas: isolados poliaglutinantes, auto-
aglutinantes ou ndo aglutinantes (RISHISHWAR et al., 2012). Os casos de isolados nao
aglutinantes podem representar cepas nao encapsulados ou cepas de sorogrupos que ndo sdo
rotineiramente pesquisados (HARRISON et al., 2013).

Atualmente estdo descritos 12 sorogrupos de N. meningitidis: A, B, C, E, H, I, K, L,
W, X, Y, e Z. Destes, seis (A, B, C, W, X e Y) tém relevancia clinica por estarem implicados
nos casos de doenca invasiva (HARRISON et al., 2013). Os sorogrupos B e C expressam
capsulas compostas de homopolimeros de acido sialico; os sorogrupos W e Y expressam
capsulas de &cido sialico ligado a galactose e glicose respectivamente. J& a cépsula do
sorogrupo A é composta de N-acetilmanosamina-1-fosfato (FROSCH et al., 1992).

A subclassificacdo em sorotipos, sorosubtipos e imunotipos € feita com base nas
propriedades antigénicas de proteinas de membrana externa (subcapsulares): PorB (classes 2 e
3), PorA (classe 1) e LOS (L1-L12) respectivamente. A tipagem também € realizada com o
emprego de anticorpos monoclonais (VOGEL, 2010).

Estabelecido por Maiden e colaboradores (1998), a técnica de sequenciamento de
maltiplos locus (MLST, do inglés Multilocus Sequence Typing) é atualmente o método de
genotipagem de referéncia para N. meningitidis e classifica as cepas em diferentes ST (do
inglés, Sequence Type) de acordo com seu perfil alélico. Os ST, por sua vez, sdo agrupados

em complexos clonais (CC) de acordo com a rela¢do genetica entre si. Até o final de 2018
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haviam sido descritos 14,846 ST para N. meningitidis. Os CC ST-11, ST-32, ST-41/44 e ST-
103 séo classificados como linhagens hiperinvasivas (CAUGANT, 2008), sendo que este
ultimo circula em Salvador desde 1996.

2.2 DOENCA MENINGOCOCICA

As infeccbes provocadas pelo meningococo sdo geralmente invasivas e de amplo
espectro clinico. Incluem trés formas clinicas principais (em ordem de prevaléncia): infeccéo
das meninges e da medula espinhal (meningite), infeccdo da corrente sanguinea
(meningococcemia) ou meningite com meningococcemia. Formas clinicas menos comuns
incluem pneumonia, endocardite, pericardite, endoftalmite, uretrite, osteomielite, celulite,

sinusite, conjuntivite e otite média (CDC, 2017).

2.2.1 Fisiopatologia e quadro clinico

Os sinais e sintomas da DM tém inicio subito e desenvolvem-se entre dois a dez dias
apos a aquisicdo do agente patogénico. Os processos fisiopatologicos diferem na meningite
(CID 10: A39.0) e na meningococcemia (CID 10: A39.2).

A meningite meningocécica (MM) representa mais de 60% do total de casos de DM.
Apos vencer a barreira de muco do trato respiratorio superior, 0 meningococo adere as células
epiteliais, penetra a camada mucosa, cai na corrente sanguinea, alcanca as células endoteliais
dos vasos cerebrais e cruza a barreira hematoencefalica levando a infeccdo das meninges
(STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007). Desenvolve-se uma resposta
inflamatoria no espago subaracnoideo com a proliferagdo de bactérias no LCR (JVSTEB® et
al., 2004).

O quadro clinico na MM inclui febre abrupta ou hipotermia, cefaléia intensa, nauseas,
vomitos, fotofobia, estado mental alterado, anorexia, alteracdes ao exame do fundo de olho e
sinais de irritacdo meningea (rigidez de nuca, sinais de Kernig e Brudzinsk). E comum a
classica triade febre, cefaléia e rigidez de nuca. Em recém-nascidos e lactentes os achados
clinicos podem ser inespecificos, mas devem chamar a atencdo o abaulamento de fontanelas,
convulsdes e irritabilidade (BRASIL, 2014a).

A taxa de letalidade da MM oscila entre 10-15%; 10-20% dos sobreviventes adquirem
sequelas neuroldgicas permanentes como perda auditiva/visual, déficit cognitivo e déficit
motor (CDC, 2017; DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).
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Na meningococcemia (MCC) ocorre proliferacdo da bactéria no plasma sanguineo
com alta producdo de endotoxinas. A resposta inflamatoria é sistémica e acompanhada de
choque séptico grave (BVSTEBG et al., 2004). As lesdes capilares decorrentes levam ao rash
cutaneo hemorrégico caracteristico, evoluindo para o surgimento de méaculas, petéquias ou
equimoses (TZENG; STEPHENS, 2000).

As complicagdes desta forma clinica podem incluir faléncia renal e pulmonar,
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD), lesbes tromboéticas (necrose de extremidades
ou membros) e Sindrome de Waterhouse-Friderichsen (hemorragia das supra-renais com
faléncia total das glandulas) (STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007). A taxa
de letalidade alcanga 40% dos casos a despeito de tratamento (BRASIL, 2014a; CHANG;
TZENG; STEPHENS, 2012).

2.2.2 Transmisséo e estado de portador

Com frequéncia o meningococo coloniza a mucosa da nasofaringe de individuos
saudaveis sem causar doenca, fendmeno conhecido como “estado de portador” ou “portador
assintomatico”. Essa condicdo pode se estender por periodos variaveis (dias a meses) e na
grande maioria dos individuos confere imunidade a bactéria (BACCARINI et al., 2013).

A transmissdo se da por meio de goticulas respiratérias ou saliva de portadores
assintomaticos ou individuos com doenca invasiva. O potencial de transmissdo persiste
enquanto ha colonizacdo nasofaringea e geralmente cessa ap0s 24 horas de antibioticoterapia
adequada (BRASIL, 2014a).

A literatura traz nimeros muito variaveis em relacdo a prevaléncia de portadores
assintomaticos. Estima-se 10-20% de portadores assintomaticos na populacdo mundial
(WHO, 2015). Sabe-se que a prevaléncia € maior entre adolescentes e adultos jovens e em
populacdes fechadas (alojamentos militares e estudantis, grupos de peregrinos, asilos, creches,
etc) (CDC, 2017).

De Moraes e colaboradores (2015) descreveram uma prevaléncia de 9,9% de
portadores assintomaticos entre estudantes de 11-19 anos na cidade de Campinas. Trabalho de
Nunes e colaboradores (2016) realizado em Salvador com estudantes da mesma faixa etaria,

encontrou uma prevaléncia menor, de 4,9%.
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2.2.3 Fatores de risco

Alguns fatores de risco estéo relacionados com a DM: ser contactante de casos, faixas
etarias especificas (lactentes, adolescentes e adultos jovens), ambientes compartilhados
(dormitérios, alojamento militar/estudantil, creches, escolas, asilos, etc), viagens para regies
endémicas/epidémicas, coinfeccBes respiratdrias, tabagismo ativo/passivo e baixo nivel
socioecondmico (CHANG; TZENG; STEPHENS, 2012; GASPARINI et al., 2012). Para os
profissionais ou pesquisadores que manipulam o meningococo em laborat6rio a imunizacao é
recomendada (WHO, 2011).

Dentre as comorbidades associadas estdo a asplenia funcional ou anatémica, AIDS,
sindrome nefrotica, deficiéncias geneticas na via comum do complemento e deficiéncias de
anticorpos (BRASIL, 2014a; CDC, 2013). Contudo, a auséncia de anticorpos especificos
contra o sorogrupo infectante & considerada o principal fator de susceptibilidade do
hospedeiro (GOLDSCHNEIDER; GOTSCHLICH; ARTENSTEIN, 1969).

2.2.4 Diagnostico

O diagndstico da DM baseia-se nos achados clinicos e laboratoriais. A cultura do
LCR/sangue/raspado de lesdes petequeais é considerada o padrdo ouro pelo alto grau de
especificidade. Os outros recursos diagndsticos recomendados pelo Ministério da Saude (MS)
incluem: exame quimiocitologico do LCR, bacterioscopia direta a partir do LCR/fluidos
corporeos normalmente estéreis/raspado de lesGes petequeais, teste de aglutinacdo em latex,
contraimuneletroforese cruzada (CIE), e reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction). Para fins de vigilancia, a confirmagdo também pode ser feita
com base no critério clinico-epidemiologico (BRASIL, 2014a).

Idealmente, os espécimes clinicos para pesquisa diagndstica devem ser coletados
antes do inicio da antibioticoterapia. A sensibilidade da cultura é de aproximadamente 50% e
é bastante afetada pelo uso prévio de antibiotico. Além disso, condicdes ndo ideais de coleta,
armazenamento e transporte também podem comprometer o desempenho do método (WHO,
2011).

O exame quimiocitolégico do LCR avalia caracteristicas fisicas (cor, turbidez),
leucorraquia (contagem de leucocitos >10céls/mm3 com predominio de polimorfonucleares),
glicorraquia (queda na concentragdo de glicose <45mg/dL) e proteinorraquia (aumento na

concentracdo de proteinas >45mg/dL) (WHO, 2011). Essa ferramenta orienta a suspeita
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clinica mas ndo é recomendada para conclusdo diagndstica pela baixa especificidade
(BRASIL, 2014a).

A bacterioscopia (coloracdo de Gram) é uma ferramenta amplamente disponivel,
rapida e de baixo custo. Sua sensibilidade varia com a contagem de bactérias no espécime
clinico, entre 60-90% (WU et al., 2013).

O teste de aglutinagdo em latex utiliza particulas de latex sensibilizadas com
anticorpos especificos. A sensibilidade da técnica (80% para N. meningitidis) € reduzida
quando a contagem de bactérias no espécime clinico é baixa (WHO, 2011).

A CIE é uma técnica diagnostica indireta, com alta especificidade (89%) mas baixa
sensibilidade (63%). Alguns autores ndo a recomendam como teste diagnéstico Unico
(SALGADO et al., 2013).

O emprego de ferramentas de biologia molecular para diagndstico da DM aumenta
sensivelmente as taxas de identificacdo e caracterizacdo do microrganismo. O grande
diferencial das técnicas baseadas em PCR é o fato de prescindirem de microrganismos
viaveis, o que permite a deteccdo de bactérias mortas ou lisadas (FOX; TAHA; VOGEL,
2007). A PCR em tempo real (PCR-TR) a partir do LCR possui alta sensibilidade e
especificidade; e um tempo de execugdo muito menor que a cultura (WHO, 2011; SACCHI et
al., 2011; SALGADO et al., 2013).

2.2.5 Diagnéstico por PCR em Tempo Real

Na PCR convencional a deteccdo e quantificacdo dos produtos amplificados sdo
realizadas ao final da reacdo, envolvendo eletroforese e analise de imagem; na PCR-TR o
produto amplificado é quantificado a cada ciclo, simultaneamente a reacdo. Para isso a técnica
emprega, além de primers, sondas marcadas com fluor6foros cujo sinal emitido € diretamente
proporcional ao numero de amplicons gerados (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016b).

A PCR-TR explora a atividade nuclease 5" da DNA polimerase para clivar uma sonda
marcada com fluoréforo durante a reacdo. A sonda € um oligonucleotideo (17-35pb) marcado
com um fluoro6foro sinalizador de curto comprimento de onda (reporter) em sua extremidade
5’ e um fluoré6foro silenciador de longo comprimento de onda (quencher) em sua extremidade
3’ (LIFE TECHNOLOGIES, 2014). Quando a sonda esta intacta, a proximidade entre o
reporter e o quencher resulta na supressdo da fluorescéncia do primeiro. 1sso se deve ao
fendmeno de transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET, do inglés
Fluorescence Resonance Energy Transfer) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016a).
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Durante a amplificagdo a sonda hibridiza com uma sequéncia complementar do DNA
alvo. Quando a extensdo do primer alcangca a regido onde a sonda se ligou a atividade
nuclease 5~ da DNA polimerase cliva a sonda separando o reporter do quencher. Isto, por sua
vez, resulta em emisséo de fluorescéncia pelo reporter (Figura 2) (APPLIED BIOSYSTEMS,
2016a). Como a DNA polimerase cliva exclusivamente sondas que est&o hibridizadas com o
alvo, o acimulo de amplicons pode ser diretamente mensurado pela varia¢do da fluorescéncia
emitida (LIFE TECHNOLOGIES, 2014).

Como nas demais técnicas baseadas em PCR, trés etapas principais se repetem a cada
ciclo na PCR-TR: desnaturacdo, anelamento e extensdo. As reacdes geralmente sdo
executadas por 40 a 50 ciclos. O equipamento utilizado combina termociclagem e um
software que analisa a variagdo da fluorescéncia ao longo da corrida, gerando um grafico de
amplificacdo (amplification plot) (Figura 3). Essa ferramenta permite calcular ainda a
quantidade inicial de DNA alvo na amostra - por isso a técnica também é conhecida como
PCR quantitativo (q-PCR) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016b).

(Reporter)

Figura 2 — Representacdo esquematica da hidrélise da sonda. Fonte: Adaptado de WHO
(2011) conforme autorizacdo (Anexo II).
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O valor do cycle threshold (Ct) é o numero do ciclo da reacdo no qual o sinal
fluorescente emitido excede o nivel de fluorescéncia basal automaticamente calculado pelo
software (auto-treshold), indicando a amplificacio da sequéncia alvo (LIFE
TECHNOLOGIES, 2014). Se nenhuma variacdo na fluorescéncia for observada até final da
reacdo, ou se a variacdo ndo ultrapassar o auto-treshold, a amostra é considerada negativa
para o alvo pesquisado (CORLESS et al., 2001).

A quantidade inicial de DNA alvo para adequada detec¢do através da PCR-TR varia
de 10 a 1.000 copias, 0 que equivale a aproximadamente 100pg-1pg de DNA gendmico
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2016b).

As vantagens da PCR-TR sobre a técnica convencional incluem: amplificacdo e
deteccdo em um sistema fechado, reduzindo as chances de contaminacdo; capacidade de
quantificar o nimero de amplicons a cada ciclo; dispensa etapas posteriores para analise de
produtos; menor tempo de execucdo (cerca 2,5 horas a partir de DNA ja extraido);
processamento de grande nimero de amostras simultaneamente (APPLIED BIOSYSTEMS,
2016b; CORLESS et al., 2001).
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Figura 3 - Gréfico de amplificacdo. Fonte: A autora.

Diante dos diversos trabalhos validando a técnica (CORLESS et al., 2001; HIGA et
al., 2013; MOTHERSHED et al., 2004; WHO, 2011; THOMAS et al., 2011) e das vantagens

descritas, em 2013 a Coordenadoria Geral de Laborat6rios/MS decidiu recomendar a PCR-TR
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para o diagnostico das meningites bacterianas em todos os estados brasileiros (SALGADO et
al., 2013).

2.2.5.1 Alvos genéticos

O locus de sintese capsular do meningococo (cps) consiste em seis regides: D-A-C-E-
D’-B (HARRISON et al., 2013). As regides A, B e C contém 0s genes necessarios para a
sintese, modificacdo e transporte da capsula polissacaridica; s6 estdo presentes em
meningococos encapsulados. Supde-se que as cepas encapsuladas de N. meningitidis tenham
evoluido a partir de um ancestral ndo encapsulado através da aquisicdo horizontal de material
genético de outras bactérias (SCHOEN et al., 2009).

A regido C do locus cps é formada por um operon (ctr) de quatro genes (ctrA, ctrB,
ctrC e ctrD) que estdo implicados na translocacdo dos polissacarideos capsulares do
citoplasma para a superficie celular (Figura 4) (HARRISON et al., 2013; SCHOEN et al.,
2009).

N. meningitidis sorogrupo B

N

N. meningitidis Sorogrupo C
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¥

N. meningitidis sorogrupo Y

N. meningitidis Sorogrupo W

N. meningitidis sorogrupo A
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Figura 4 — Mapa genético do locus cps de N. meningitidis. Fonte: Adaptado de WHO
(2011) conforme autorizacdo (Anexo II).

O ctrA codifica uma lipoproteina de membrana externa de mesmo nome, exclusiva de

N. meningitidis. Ele estd geralmente conservado nos meningococos encapsulados
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independentemente do tipo capsular; por isso € o alvo mais comumente utilizado para a
pesquisa de N. meningitidis a partir do LCR (CLAUS et al., 2005). No entanto, Claus e
colaboradores (2002) em classico estudo de coloniza¢do, demonstraram que cerca de 16% dos
meningococos isolados da nasofaringe de portadores assintomaticos sofreram rearranjos do
locus cps e perderam o gene ctrA.

A partir dessa probleméatica foi validado um ensaio alternativo para detecgdo de N.
meningitidis utilizando como alvo genético o sodC. Esse gene codifica uma enzima
periplasmatica, a superdxido dismutase, que também é exclusiva da espécie. Até o momento
ndo ha relato de cepas meningocdcicas que tenham perdido esse gene (THOMAS et al.,
2011).

Voltando ao locus cps, regido A € um operon que contém genes codificadores de
enzimas para a biossintese da capsula. Esses genes sdo especificos para cada tipo capsular
(CLAUS et al., 2005). Mothershed e colaboradores (2004) validaram a PCR-TR para
determinagédo do tipo capsular de N. meningitidis (SGS-PCR, do inglés Serogroup-Specific
PCR).

Nas cepas que sintetizam a capsula de acido sialico, a regido A é formada por um
operon (syn) com quatro genes: os trés primeiros (synA-synB-synC) codificam as enzimas que
sintetizam o acido sialico. O quarto gene do operon varia conforme o tipo capsular e codifica
a polimerase que catalisa a ligacdo dos homopolimeros de &cido sialico (synD-sorogrupoB e
synE-sorogrupoC) ou a ligacdo de acido sialico com outros agucares (synF-sorogrupoY e
synG-sorogrupoW).

Nas cepas do sorogrupo A, que sintetizam a capsula de N-acetilmanosamina, a regido
A é formada por um operon (sac) com quatro genes especificos (sacA-sacB-sacC-sacD). As
cepas dos demais tipos capsulares possuem outras variacdes especificas na regido A do locus
cps (DOLAN-LIVENGOOD et al., 2003).

2.2.5.2 Estratégia diagndstica

A WHO (2011) preconiza que o diagnostico da DM através da PCR-TR utilize duas
abordagens: primeiro ensaio espécie-especifico para deteccdo e subsequente ensaio
sorogrupo-especifico para caracterizacdo da bactéria. A fim de otimizar tempo e recursos, 0s
ensaios SGS-PCR devem seguir algorritmos de acordo com a epidemiologia local e perfil

microbiolégico conhecido.
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2.2.6 Tratamento

A antibioticoterapia precoce (preferencialmente apds a coleta de espécimes clinicos
para testes diagnosticos) € o foco do tratamento. O MS preconiza o tratamento de adultos com
Cefalosporinas de terceira geracdo (Ceftriaxone intravenoso por sete dias) (BRASIL, 2014a).
Para criangas, as opgOes sdao Ampicilina, Penicilina ou Ceftriaxone intravenoso (BRASIL,
2014a). A administracdo de antibiético intramuscular no pré-hospitalar é uma pratica em
situacBes epidémicas em paises em desenvolvimento (STEPHENS; GREENWOOD;
BRANDTZAEG, 2007).

O relato de cepas resistentes as Sulfonamidas vem aumentado e também hé relatos de
susceptibilidade reduzida a Penicilina, Rifampicina e Ciprofloxacino (WHO, 2011). Ribeiro
(2015) descreveu uma taxa de resisténcia a Penicilina de 13% em cepas provenientes de
pacientes atendidos no Hospital Couto Maia entre 2010 e 2013.

2.2.7 Profilaxia

A prevencao da DM ¢ feita através da quimioprofilaxia de contactantes e das vacinas
meningocdcicas (de rotina ou bloqueio). A quimioprofilaxia € uma medida eficaz na
prevencdo de casos secundarios e controle de pequenos surtos; esta indicada para todos 0s
contatos intimos do caso indice e deve ser administrada até 48 horas ap0s exposicdo. As
opcdes de quimioprofilatico sdo Rifampicina, Ceftriaxone ou Ciprofloxacino (BRASIL,
2014a).

As vacinas meningocdcicas sdo o pilar da profilaxia e controle da DM (DRETLER;
ROUPHAEL; STEPHENS, 2018) e serédo discutidas em secdo subsequente.

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA MENINGOCOCICA

A DM acomete individuos de todas as idades, mas as maiores incidéncias ocorrem
entre criancas abaixo de cinco anos. Essa ocorréncia pode ser justificada pela queda nos
titulos de anticorpos maternos e pela imaturidade do sistema imunologico dos lactentes
(ROSENSTEIN et al.,, 2001). Na Europa e Estados Unidos ocorre um segundo pico de
incidéncia entre adolescentes e adultos jovens, o que ndo é verificado no Brasil (ANDRADE
et al., 2017) nem na maioria dos paises da América Latina, exceto durante as epidemias
(SAFADI; CINTRA, 2010).
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E relatada uma prevaléncia discretamente maior no sexo masculino (SAFADI;
BARROS, 2006). Em relagdo a sazonalidade, o nimero de casos de DM aumenta nos meses
de inverno (ROSENSTEIN et al., 2001).

Define-se um surto comunitario de DM quando ocorrem trés ou mais casos primarios,
do mesmo sorogrupo, confirmados por critério laboratorial especifico (cultura e/ou PCR) em
periodo inferior ou igual a trés meses, em residentes da mesma area geografica, que ndo sejam
comunicantes entre si, resultando em uma taxa de ataque primaria > 10 cas0s/100.000
habitantes (BRASIL, 2014a).

2.3.1 Doenca meningocdécica no mundo

A DM é uma agravo que ocorre de forma universal. Rouphael e Stephens (2012)
estimam cerca de 1,2 milhGes de casos de DM por ano no mundo, resultando em
aproximadamente 135.000 mortes. As epidemias causadas pelo sorogrupo A sdo mais graves
e geram altas taxas de incidéncia em periodos relativamente curtos; ja as decorrentes dos
sorogrupos B e C atingem menor incidéncia e sdo mais prolongadas (NUNES; BARRETO;
SACRAMENTO, 2013).

Nos paises desenvolvidos a DM ocorre principalmente de forma endémica. Nos EUA
as taxas de incidéncia vém declinando desde os anos 90 e em 2015 foi de 0,12 casos/100.000
hab., sendo o sorogrupo B o mais prevalente (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).
Na Europa, Australia, Canada e Japdo também predomina este sorogrupo. Especificamente no
Reino Unido, ap6s a campanha de imunizacdo contra 0 meningococo do sorogrupo C, cerca
de 90% dos casos de DM tem como agente etioldgico o meningococo B (GASPARINI et al.,
2015).

Na Asia os grandes surtos de DM pelo sorogrupo A tém sido substituidos pelos
sorogrupos B e C (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). No inicio dos anos 2000 o sorogrupo W
emergiu no continente, causando epidemias associadas ao Hajj na Arabia Saudita (ABAD et
al., 2014; LINGAPPA et al., 2003).

A epidemiologia da DM na América Latina exp@e diferencas marcantes entre os paises
(DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018). A incidéncia anual da doenca varia de 0,1
caso0/100.000 habitantes (México, Peru, Paraguai) a 2,0 casos/100.000 habitantes (Chile). Os
sorogrupos mais prevalentes sdo B e C. Recentemente vém emergindo os sorogrupos W e Y

em alguns paises como Chile, Coldmbia e Venezuela (ABAD et al., 2014).
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A DM persiste como grave problema de Salde Publica no continente africano, na
regido conhecida como “cinturdo africano da meningite”. Essa é uma area hiper-endémica que
engloba 26 paises e uma populacéo total de 400 milhdes de pessoas (WHO, 2015). Ocorrem
repetidos surtos de meningite pelo sorogrupo A com taxas de incidéncia que chegam a 1.000
cas0s/100.000 habitantes (WHO, 2011). Além disso, em 2002 o continente vivenciou um
grande surto de DM pelo sorogrupo W em Burkina Faso (ABAD et al., 2014).

2.3.2 Doenca meningocdcica no Brasil

A maior epidemia brasileira de DM ocorreu no inicio dos anos 70, no estado de Séo
Paulo, ocasionada pelos sorogrupos A e C, e alcangou um pico de incidéncia de 179
cas0s/100.000 habitantes (SAFADI; BARROS, 2006). Em 1975 foi criado o Sistema de
Vigilancia Epidemiologica das Meningites (SVE/Meningites) que compreende todas as
atividades e setores envolvidos na identificacdo, manejo, prevencdo e controle da doenca
(BRASIL, 2009).

Na década de 80 o sorogrupo C perdeu o protagonismo para o B e sO voltou a
aumentar a partir dos anos 2000, quando se tornou o mais prevalente do pais. Pequenos surtos
causados pelo meningococo C foram registrados entre 2004-2008 na regido Sudeste
(SAFADI; CINTRA, 2010) e em 2010 a capital baiana viveu uma epidemia causada por este
sorogrupo (CARDOSO et al., 2012).

Atualmente a DM ¢é considerada endémica no pais, com ocorréncia esporadica de
surtos geralmente limitados a um Unico municipio e as taxas nacionais de incidéncia tém
diminuido desde 2010 (Tabela 1) (BRASIL, 2016a; 2017). A DM € um agravo de notificacdo
compulséria imediata (BRASIL, 2016a).

Tabela 1 - Incidéncia de DM no Brasil de 2010 a 2016.

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Todos 0s sorogrupos 1,57 1,48 1,33 1,09 0,83 0,67 0,57

Sorogrupo C 0,64 0,60 0,53 0,38 0,28 0,18 0,16

Fonte: Brasil (2017).
Incidéncias por 100.000 habitantes.
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O boletim epidemiolégico das meningites no Brasil 2007-2013 relata a ocorréncia dos
sorogrupos A, B, C, E, We Y (BRASIL, 2016b). Nos dados oficiais do SINAM (BRASIL,
2018b) hé registro adicional dos sorogrupos X e Z entre 2008 e 2017.

Por ordem de prevaléncia, os principais sorogrupos circulantes no Brasil sdo C, B, W e
Y, sendo o meningococo C o mais frequente também a nivel estadual (BAHIA, 2018a;
BRASIL, 2017).

2.4 VACINAS MENINGOCOCICAS

2.4.1 Historico

A protecdo contra 0 meningococo € mediada por anticorpos contra os polissacarideos
capsulares sorogrupo-especificos (GOLDSCHNEIDER; GOTSCHLICH; ARTENSTEIN,
1969). As primeiras vacinas meningocdcicas polissacaridicas foram desenvolvidas nos anos
70, mas possuiam algumas limitacbes como fraca imunogenicidade em criancas abaixo de
dois anos, ndo induziam memoria imunoldgica e tinham baixo impacto sobre a colonizacao
nasofaringea (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).

Na década de 80 foram produzidas as primeiras vacinas meningococicas contendo
polissacarideos do sorogrupo C conjugados a proteinas carreadoras: toxina diftérica (CRM1g7)
ou toxaide tetanico (TT). As vacinas polissacaridicas conjugadas tém elevada eficacia entre 0s
menores de dois anos e induzem memoria imunoldgica duradoura, além de minimizar a
colonizacdo nasofaringea (CDC, 2013; DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).

As vacinas meningocécicas conjugadas reduzem a prevaléncia de portadores
assintomaticos entre os vacinados e minimizam a circulacdo do patdégeno na populacédo geral.
Isso faz com que a incidéncia da doenca também diminua na populacdo ndo vacinada,
resultado da imunidade de grupo, conhecido como “efeito rebanho” (MAIDEN; STUART,
2002; MAIDEN et al., 2008; RAMSAY et al., 2003).

Em 1999 o Reino Unido foi o primeiro pais a incluir a MenC em seu calendario
nacional de imunizacédo, vacinando todos os individuos de até 18 anos (Figura 6) (TROTTER
et al., 2004). Houve reducdo de 86,7% na incidéncia de DM pelo sorogrupo C no periodo pos-
vacinal (1999-2001) e a efetividade da vacina ficou entre 89,3% e 91,5% (BALMER,;
BORROW:; MILLER, 2002). O sucesso da experiéncia britanica levou a ado¢do da MenC por
outros paises da Europa, EUA, Canada e Australia (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS,
2018).
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Figura 5 — Impacto da Vacina Meningocécica C Conjugada no Reino Unido. Fonte:
Adaptado de Trotter e colaboradores (2004) conforme autorizagdo (Anexo I11).

Houve receio de que a imunizacdo com a MenC pudesse resultar na substituicdo do
sorogrupo vacinal, fendmeno que ndo tem se confirmado até entdo pelos estudos conduzidos
em varios paises (ABAD et al., 2014; CAMPBELL et al., 2010).

Em 2005 foi licenciada nos EUA a primeira vacina meningocdécica quadrivalente
contendo polissacarides dos sorogrupos A, C, W e Y conjugados a proteina do toxoide
diftérico (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018). Em 2009 uma vacina
meningocdcica A conjugada de baixo custo foi desenvolvida com o apoio da WHO para
tentar controlar a DM no cinturdo africano da meningite (DAUGLA et al., 2014; WHO,
2015).

A vacina meningococica B, diferentemente das anteriormente descritas, ndo se baseia
em antigenos capsulares - o polissacaride do sorogrupo B é fracamente imunogénico devido a
sua semelhanca estrutural com moléculas do tecido neuronal humano (GASPARINI et al.,
2015). A vacina meningocécica B recombinante foi obtida em 2013 com auxilio da
vacinologia reversa e possui quatro antigenos subcapsulares protéicos (NHBA, NadA, fHbp,
PorA). O perfil de expressdo dessas proteinas pode variar temporal e geograficamente, o que

limita sua efetividade (SBIm, 2015).
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2.4.2 Vacinas meningococicas no Brasil

Atualmente estdo licenciados no Brasil os seguintes imunobioldgicos para prevencao
da DM (SBIm, 2015; 2018):

e Vacina meningocdcica C conjugada - polissacéride do sorogrupo C conjugado
ao toxoide diftérico (Menjugate®) ou tetanico (Neisvac®);

e Vacina meningococica conjugada quadrivalente - polissacarides dos
sorogrupos A, C, W e Y conjugados ao toxéide diftérico (Menactra®/Menveo®)
ou tetanico (Nimenrix®);

e Vacina meningocdcica B recombinante - antigenos subcapsulares do sorogrupo
B (Bexsero®).

Os esquemas vacinais variam conforme o imunobioldgico de escolha e a idade do
individuo.

A vacina meningococica C conjugada (FUNED/GSK/Novartis) & disponibilizada
gratuitamente pelo PNI - as demais s estdo disponiveis na rede particular. Esta indicada para
a prevencao da doenca sistémica causada por N. meningitidis do sorogrupo C. Uma dose
(0,5mL da vacina reconstituida) contém oligossacarideo meningococico C conjugado a
proteina CRMj9; de Corynebacterium diphtheriae mais excipientes. Estdo mantidas as
contraindicacfes gerais para vacinas bacterianas e ndo € indicada para menores de dois meses
de idade. As reacdes adversas mais comuns sdo eritema e edema local (BRASIL, 2014b;
2018a).

Desde 2003 a MenC ja era oferecida para grupos de risco nos Centros de Referéncia
para Imunobioldgicos Especiais (CRIES) (BRASIL, 2013).

Devido ao aumento da incidéncia de DM pelo sorogrupo C entre 2007 e 2009, em
fevereiro de 2010 o estado da Bahia introduziu a MenC no calendario de vacinacdo infantil
para menores de dois anos. Além disso, realizou-se uma campanha catch-up para a faixa
etaria de 0-4 anos (CARDOSO et al., 2012).

Contudo, em Salvador, o numero de casos entre adolescentes e adultos jovens
continuou aumentando. Como medida para conter a epidemia no municipio, foi conduzida
uma campanha catch-up entre maio e agosto de 2010, direcionada a individuos de 10-24 anos.
As coberturas vacinais estimadas foram 92%, 80%, 67% e 41% nas faixas etérias de 0-4, 10-
14, 15-19 e 20-24 anos respectivamente (CARDOSO et al., 2012; 2015). Importante destacar

a situacdo especial de Salvador, Unico municipio no Brasil que vacinou adolescentes e adultos
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jovens, o que parece ter impactado positivamente no controle local da DM (MACEDO et al.,
2018).

Em outubro de 2010 o MS incluiu a MenC no calendério nacional de vacinacéo da
crianca (BRASIL, 2013). O esquema do PNI corresponde a duas doses, administradas aos trés
e cinco meses de idade e reforco aos 12 meses. Para as criancas de 1-4 anos sem comprovacao
vacinal ou com esquema incompleto, administra-se dose Unica. Desde 2017 a estratégia
vacinal passou a contemplar adolescentes e o calendario vacinal de 2018 inclui a populacdo
de 11-14 anos de idade, considerando segundo refor¢co ou dose Unica conforme situagdo
vacinal (BRASIL, 2016c, 2018d, 2018e).

Considerando a estratégia instituida em 2010 para controle da DM, que foi a
imunizacgdo sorogrupo especifica de faixas etarias alvo, torna-se essencial avaliar o impacto

dessa intervencao, a longo prazo, na trajetoria da doenca no nosso cenario.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da Vacina Meningocdcica C Conjugada (MenC) na incidéncia da
doenca meningocécica na Regido Metropolitana de Salvador (RMS), seis anos apds sua

introducdo no Programa de Imunizagdes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar incidéncia e letalidade da DM na RMS nos periodos de pré-vacinal (2005-
2009) e pos-vacinal (2011-2016);

2. Descrever o perfil clinico-laboratorial dos casos de DM atendidos no Hospital Couto
Maia;

3. Ampliar os indices de confirmacédo laboratorial da DM através do emprego da técnica
de PCR-TR;

4. Descrever a frequéncia e distribuicdo dos tipos capsulares de N. meningitidis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO, LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

Este foi um estudo de vigilancia de base hospitalar, do tipo corte transversal,
observacional e descritivo. Foram incluidos todos os pacientes atendidos no Hospital Couto
Maia (referéncia estadual para doencas infectocontagiosas) com diagnéstico confirmado de
DM no periodo referente a janeiro de 2005 a dezembro de 2016. Em virtude de uma
colaboracdo com a Secretaria Municipal de Saude de Salvador (SMS), também foram
incluidos nos célculos de incidéncias casos confirmados de DM notificados por outras

instituicOes de salde (publicas e privadas) do municipio no mesmo periodo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com diagndéstico confirmado de DM através
de técnicas microbioldgicas classicas (cultura de LCR/sangue, bacterioscopia, aglutinacdo em
latex) ou através da técnica de PCR-TR a partir do LCR; atendidos no HCM ou notificados

pela SMS, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2016.

4.3 COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados epidemiologicos foram extraidos a partir do banco de dados do estudo de
Meningites Bacterianas da FIOCRUZ/BA.

Os dados referentes aos casos de outras instituicbes de saude do municipio foram
compartilhados anonimamente pela SMS. Esses casos foram incluidos nos calculos de

incidéncia a fim de melhorar o poder do estudo.

4.4 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

De acordo com o protocolo do HCM, todos os pacientes com suspeita clinica de
meningite infecciosa sdo submetidos a coleta de LCR; a rotina inclui analise quimiocitoldgica,
bacterioscopia direta (coloracdo de Gram), aglutinacdo em latex e cultura, conforme
protocolos institucionais. Amostras de sangue para hemocultura séo coletadas de alguns casos

suspeitos de acordo com indicacdo médica.
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O estudo do LCR foi realizado no laboratério de analises clinicas do hospital. Apos 0s
testes de rotina, quando houve excedente, as amostras de LCR (0,5-1,0mL) foram
encaminhadas ao Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM) no Instituto
Gongalo Moniz/FIOCRUZ-BA para armazenamento a -70°C e posteriores testes moleculares
(PCR-TR).

4.4.1 Isolamento primario

Essa etapa foi realizada no setor de Microbiologia do laboratério de analises clinicas
do HCM. A cultura do LCR foi realizada em placas de agar sangue preparadas com base
Trypiticase Soy Agar (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) acrescido de 5% de
sangue de carneiro desfibrinado, incubadas a 35°C a 5% CO; por 24-48 horas. Ap0s 0
isolamento, a identificacdo foi realizada através da coloracdo de Gram (presenca de
diplococos Gram-negativos) e aglutinacdo utilizando anti-soro especifico para N. meningitidis
(DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA).

4.4.2 Conservacao dos isolados

Os isolados identificados como N. meningitidis foram enviados ao LPBM. Apo6s novo
repique em &gar sangue acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado as amostras
foram incubadas a 35°C a 5% CO; por 24 horas. Apds o crescimento realizou-se nova
coloracdo de Gram para afastar contaminacédo e as amostras foram estocadas a -70°C sob a
forma de suspensdo em caldo BHI (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA) contendo
10% de glicerol.

4.4.3 Determinacao dos tipos capsulares
A determinacdo dos sorogrupos foi realizada através de soroaglutinacdo (SASG) para

0s casos de cultura positiva. Além disso, a PCR-TR foi utilizada para genogrupagem das

amostras que foram positivas para N. meningitidis pelo método molecular.
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4.4.4 PCR em Tempo Real

Essa etapa foi executada no Laboratorio de Pesquisa em Biologia Molecular da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

4.4.4.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir das amostras de LCR que estavam congeladas a -70°C
no LPBM (n=1.010). Foi utilizado o kit comercial Mini KitQlAamp®DNA (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA).

A principio foram adicionados 200uL de LCR a 100uL de Tampédo TE (10 mM Tris-
HCI, 1mM EDTA, pH8,0) contendo 0,04g/mL de Lisozima e 75U de Mutanolisina (Sigma,
St. Louis, MO); a mistura foi incubada durante uma hora em banho-maria a 37°C.
Posteriormente, foram adicionados 20uL de Proteinase K e 200uL de Tampdo AL e a mistura
foi incubada a 56°C por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 260uL de Etanol (99%), a
mistura foi vortexada por 15 segundos e pipetada (700uL) para a coluna de separacéo
QlAamp Spin anexada a um tubo de coleta. Essa coluna foi centrifugada a 8.000 rpm por um
minuto. Na etapa seguinte a coluna foi transferida para outro tubo de coleta e colocada em
contato com Tampédo AW1 (500uL), centrifugada a 8.000 rpm por um minuto; depois disso
foi transferida para novo tubo de coleta, colocada em contato com Tampdo AW2 (500uL) e
centrifugada a 14.000 rpm por trés minutos. Ao final, a coluna de separacdo foi transferida
para um tubo de microcentrifuga de capacidade 1,5mL; 100uL de Tampao AE foi adicionado
para eluicdo e incubada por cinco minutos em temperatura ambiente. A coluna foi novamente
centrifugada a 8.000 rpm por dois minutos, finalizando com a captacdo do DNA no tubo de
microcentrifuga. O DNA foi armazenado a —20°C até a sua utilizacao.

Como controle negativo da extracao foi utilizada agua ultrapura.

4.4.4.2 Ensaios

As reacdes empregaram o sistema TagMan® e utilizaram a plataforma 7500 Real Time
PCR (Applied Biosystems). Foram utilizadas sondas TagMan® MGB contendo um reporter
(fluor6foro FAM™) em sua extremidade 5’ ¢ um NFQ (do inglés, Nonfluorescent Quencher)
na extremidade 3’ (LIFE TECHNOLOGIES, 2014).
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Foram utilizados os primers e as sondas referenciados pela WHO (2011) que estéo

listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Primers e sondas utilizados para deteccéo e genogrupagem de N. meningitidis.

C§|ev r:)e Nome Sequéncia 5’- 3’ C?irr]](;n(tnr:/f)a 0
CtrA F753 TGTGTTCCGCTATACGCCATT 300
R846 GCCATATTCACACGATATACC 900
Pb820i AACCTTGAGCAATCCATTTATCCTGACGTTCT 100
sodC F351 GCACACTTAGGTGATTTACCTGCAT 300
R478 CCACCCGTGTGGATCATAATAGA 600
Pb387i CATGATGGCACAGCAACAAATCCTGTTT 100
sacB F2531 AAAATTCAATGGGTATATCACGAAGA 300
R2624 ATATGGTGCAAGCTGGTTTCAATAG 900
NmA Pb259i CTAAAAGTAGGAAGGGCACTTTGTGGCATAAT 100
synD F737 GCTACCCCATTTCAGATGATTTGT 300
R882 ACCAGCCGAGGGTTTATTTCTAC 300
NmB Pb839i AAGAGATGGGYAACAACTATGTAATGTCTTTATTT 100
SynE F478 CCCTGAGTATGCGAAAAAAATT 900
R551 TGCTAATCCCGCCTGAATG 300
NmC Pb495i TTTCAATGCTAATGAATACCACCGTTTTTTTGC 100
synF F787 TCCGAGCAGGAAATTTATGAGAATAC 900
R929 TTGCTAAAATCATTCGCTCCATAT 600
NmY Pb109i TATGGTGTACGATATCCCTATCCTTGCCTATAAT 100
synG F857 TATTTATGGAAGGCATGGTGTATG 100
R964 TTGCCATTCCAGAAATATCACC 900
NmwW Pbo07i AAATATGGAGCGAATGATTACAGTAACTATAATGA 200

Fonte: WHO (2011).
Legenda: F - primer forward; R - primer reverse; Pb —sonda; Nm — Neisseria meningitidis; nM — nanomolar.

Foi utilizado o Master Mix PCR Universal TagMan® 2X que contém: DNA

Polimerase AmpliTaqGold® Ultra Pura, N-uracilglicosilase, dNTPs, fluor6foro de referéncia
passiva ROX™ ¢ componentes tampao (LIFE TECHNOLOGIES, 2014).

As reacOes foram preparadas em placas de 96 pogos (colunas alternadas, 48 reacdes

por placa). Para cada reacdo foi utilizado um volume total de 25uL, sendo 23uL da mistura
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(12,5pL de Master Mix + 4,5uL de H,0 de PCR + 2uL de primer forward + 2uL de primer
reverse + 2L de sonda) e 2uL de DNA (WHO, 2011).
Foram utilizados o0s seguintes parametros de ciclagem, adaptado de Wu e
colaboradores (2013):
e 50°C por 2 minutos;
e 95°C por 10 minutos;
e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos + 60°C por 1 minuto.

Os valores de cut-off adotados foram os seguintes (WHO, 2011):

e Amostras com Ct < 35 foram consideradas positivas;
e Amostras com Ct 36-40 foram consideradas indeterminadas;
e Amostras com Ct > 40 foram consideradas negativas.

As amostras cujo resultado foi indeterminado (Ct 36-40) foram diluidas DNA:H20
para PCR 1:1, na tentativa de diluir possiveis inibidores da reacdo. As diluicbes foram
retestadas para 0 mesmo gene alvo, mantidos 0s mesmos parametros da primeira reacdo. Se o
Ct da amostra diluida foi < 35, a amostra passou a ser considerada positiva; se o Ct
permaneceu na faixa de 36-40, a amostra manteve-se como indeterminada (WHO, 2011;
THOMAS et al.,, 2011). As amostras com resultado indeterminado foram consideradas
negativas em todas as analises (WU et al., 2013).

Todas as reagdes incluiram um controle negativo - contendo todos os componentes da
reacdo, exceto o DNA, substituido por H20 para PCR. Todas as reacdes também incluiram
um controle positivo (Tabela 3); a extracdo de DNA desses isolados foi realizada utilizando o
Mini KitQlAamp®DNA (QIAGEN Inc., Valencia, CA) seguindo instrucdes do fabricante.

Tabela 3 - Cepas de referéncia utilizadas como controles positivos nas reacdes de PCR-TR.

Cepa Tipo capsular

ATCC 13077
Nm Ref 2726
ATCC 13090
ATCC 13102
GNC 671
GNC 688
GNC 702
Nm Ref 7034

S s <<0OWw?>»>

Fonte: A autora.
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4.5 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo ¢ parte do projeto intitulado “Impacto dos programas de vacinagdo
na meningite bacteriana em Salvador, Bahia”, sua execu¢do foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Gongalo Moniz/FIOCRUZ e pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) envolvendo seres humanos, sob o parecer n° 044/2013 (Anexo V).
Todos os participantes entrevistados e/ou seus responsaveis legais concordaram em participar

da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo VI).
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5 PROPOSTA DE ANALISE

O programa Epi-Info v.3.5.1 (CDC/USA) foi utilizado para armazenamento e analise
dos dados no Nucleo de Epidemiologia e Bioestatistica (NEB) do IGM/FIOCRUZ-BA. A
dupla digitacdo dos questionarios foi realizada por estudantes de iniciacdo cientifica
devidamente treinados. Apés essa etapa, 0 banco de dados foi submetido ao processo de
validacgdo através do pacote Data Compare disponivel no programa supracitado.

Para os célculos de incidéncia, foi utilizado como denominador a populacédo total e
estratificada por faixa etaria da Regido Metropolitana de Salvador (RMS). A RMS é composta
por 13 municipios (Camagari, Candeias, Dias D’Avila, Itaparica, Lauro de Freitas, Madre de
Deus, Mata de S&o Jodo, Pojuca, Salvador, Sdo Francisco do Conde, Séo Sebastido do Passé,
Simdes Filho e Vera Cruz). Os dados foram extraidos do censo populacional do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica considerando as projecdes anuais do periodo (IBGE,
2018). As taxas de letalidade foram calculadas a partir da razéo entre o nimero de obitos e o
namero de casos.

Com base no ano de implementacdo da MenC (2010) os dados foram estratificados em
dois periodos para analises comparativas: pré-vacinal (2005-2009) e pos-vacinal (2011-2016).
O ano de 2010 foi excluido das analises comparativas por se tratar de ano epidémico, o que
poderia superestimar o impacto da vacina.

Na construcdo de tabelas, para as variaveis categoricas (sexo, admissdo em UCI, uso
prévio de antibiotico, desfecho e resultados de testes diagndsticos) foram determinadas
frequéncias absolutas e relativas. Para as variaveis ndo categoricas (idade, dias de internacéo,
dias na UCI) foi calculada a mediana e intervalos interquartilicos.

Testes de probabilidade estatistica foram utilizados para avaliar a significancia
estatistica entre as associacfes. O qui-quadrado de Mantel-Haenszel foi utilizado para
comparacgdo entre as variaveis categoricas; os testes de Mann-Whitney, exato de Fisher ou
Kruskal-Wallis foram utilizados para a comparacdo entre as variaveis continuas. Para analises
univariadas os achados foram considerados estatisticamente significantes quando o valor de p
foi <0,05. A medida de associacdo Odds Ratio (OR) e o intervalo de confianca (IC) de 95%
foram calculados para comparar os desfechos nos periodos pré e pos-vacinal.

A anéalise multivariada foi realizada através do modelo de regressdo logistica. As
variaveis introduzidas no modelo incluiram aquelas para as quais foi verificado valor de p
<0,05 nas analises univariadas (uso prévio de antibidtico, resultados de aglutinagdo em latex,

bacterioscopia, cultura, PCR-TR e hemocultura).
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6 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2016, foram registrados 897 casos de
DM no HCM e outras instituicdes de satde de Salvador (casos da SMS). Para a confirmacéo
diagnostica dos casos foi considerado o resultados dos testes de microbiologia cléssica
(cultura, bacterioscopia, aglutinacdo em latex) e/ou PCR-TR a partir do LCR.

A grande maioria dos casos (86,4% [775/897]) foi proveniente do HCM. Nesta
unidade hospitalar, 76,6% (594/897) dos casos foram confirmados através de técnicas de
microbiologia classica; em 23,4% (181/775) dos casos o diagnostico tardio sé foi possivel
com o emprego da técnica de biologia molecular. Dos casos da SMS (13,6% [122/897]), 6,6%
(8/122) so foram diagnosticados através da PCR-TR (as amostras de LCR desses pacientes
foram encaminhadas ao LACEN-BA onde foram analisadas). No geral, o emprego da PCR-
TR permitiu identificar 189/897 casos adicionais, o que corresponde a 21,1% do total (Figura
6).

897 casos
confirmados de DM

775 (86,4%) 122 (13,6%) casos
casos HCM SMS
| |
I 1 I 1
594 (76,6%) 181 (23,4%) 0 8 (6,6%)
microbiologia apenas por | 1b1.4|(9??'4/‘|’? . apenas por
classica PCR-TR prioronioiogua Glassica PCR-TR

Figura 6 — Casos confirmados de DM do HCM/SMS de jan/2005 a dez/2016. Fonte: A autora.

O Gréfico 1 representa 0 numero de casos e a incidéncia de DM na RMS. A incidéncia
anual média no periodo estudado foi de 1,58 casos/100.000 hab.. Essa taxa sofreu uma
discreta reducdo ap6s a implementacdo da MenC: de 1,37 (2005-2009) para 1,35
€as0s/100.000 hab (2011-2016) .
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Grafico 1 — Numero de casos confirmados e incidéncia de DM na RMS por ano do estudo

(n=711).
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Fonte: A autora.

A Tabela 4 traz as incidéncias de DM causada especificamente pelo meningococo C
(DMC). Séo apresentadas duas informagdes complementares: as incidéncias anuais
estratificadas por faixa etaria e o percentual de reducdo das mesmas comparando-se com a
média do periodo pré-vacinal (2005-2009). A taxa média de incidéncia na populacéo vacinal
(0-4 anos) caiu de 2,82 (2005-2009) para 1,14 casos/100.000 hab. (2011-2016), o que
representa uma reducao de 59,6% RR 0,47 1C95% (0,12-1,81).

A Tabela 5 traz o perfil clinico-epidemiologico dos 775 pacientes atendidos no HCM.
Houve predominio do sexo masculino (73,6%) e a mediana da idade foi de 16 anos. O tempo
de internacdo dos pacientes apresentou uma mediana de 11 dias e 16,4% deles foram
encaminhados para a Unidade de Cuidados Intensivos (UCI). 35,9% dos pacientes fez uso
prévio de antibiotico. Essa variavel englobou os pacientes que durante a entrevista refereriram
0 uso de qualquer antibidtico nos ultimos 30 dias; e os pacientes que foram admitidos no
HCM em uso de antibioticoterapia para tratamento de DM instituida em outro servico de

salde. A taxa de letalidade para os casos atendidos no HCM foi de 10,4%.
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Tabela 4 — Incidéncia e percentual de reducao da incidéncia de DMC na RMS no periodo pds-vacinal, por ano e faixa etéaria.

Pré-vacinal Transicado Pés-vacinal

Incidéncias

por faixa 2005 2006 2007 2008 2009 Meédia 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Meédia
etaria
0-4 1,57 1,97 155 230 670 2,82 211  161(428) 0,84(70,2) 1,25(556) 1,28(54,7) 0,91 (67,8) 0,93 (66,9) 1,14 (59,6)
5-9 034 102 271 071 244 144 6,32  3,12(-116,6) 1,49 (-3,0) 0,76 (47,2) 0,38 (73,4) 0,76 (47,2) 0,78 (45,7) 1,22 (15,3)
10-14 063 063 159 223 407 1,83 6,81  2,95(61,2) 191(472) 064 (653) 1,02(44,0) 0,35(80,7) 0,00(100) 1,14 (37,8)
15-24 0,00 042 099 127 164 086 487 1,90 (-119,3) 0,95(-9,5) 1,59 (-84,0) 0,31 (64,2) 0,78 (9,8) 0,87 (-0,9) 1,07 (-24,4)
>25 0,05 010 0,19 052 095 0,336 2,18  1,45(-301,2) 1,08 (-199,5) 0,78 (-114,6) 0,20 (44,6) 0,20 (45,9) 0,15 (57,7) 0,64 (-77,8)
Total 022 042 0,77 095 182 0,84 3,33  1,78(-113,1) 1,14(-36,4) 0,92 (-10,6) 0,36 (57,4) 0,38 (54,7) 0,30 (64,4) 0,81 (3,6)

Fonte: A autora.
Incidéncias por 100.000 habitantes. O percentual de reducéo da incidéncia, que aparece entre parénteses, foi calculado comparando a incidéncia de cada faixa etaria em cada ano pos-
vacinal com a taxa média correspondente no periodo pré-vacinal.
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Dentre os testes microbiol6gicos cléssicos realizados a partir do LCR, 0 que obteve
maior indice de positividade para N. meningitidis foi a aglutinagdo em latex (77,0%), seguida
da bacterioscopia (68,8%), e por ultimo, a cultura (40,7%). A PCR-TR foi realizada para 520
amostras de LCR e foi positiva em 81,3% destas. A hemocultura foi realizada para 510
pacientes e foi positiva em 19,8% deles.

Tabela 5 — Pefil clinico-epidemioldgico dos pacientes diagnosticados com DM no HCM de
jan/2005 a dez/2016 (n=775).

Caracteristicas Casos (%)
Sexo (n=740)

Masculino 445 (73,6)
Idade’ (n=727) 16 (7-29)°
Evolugao clinica

Dias de internagdo (n=661) 11 (8-16)°
Admissao em UCI (n=618) 102 (16,4)
Dias na UCI (7=102) 7,5 (3-13)°
Uso prévio de antibidtico (n=463) 166 (35,9)
Desfecho (n=681)

Obito 71 (10,4)

Analise liquérica

Aglutinagdo em Latex* (n=557) 429 (77,0)
Bacterioscopia” (n=756) 520 (68,8)
Cultura® (n=723) 294 (40,7)
PCR-TR? (n=520) 423 (81,3)
Hemocultura® (n=510) 101 (19,8)

Fonte: A autora.

1
Informacéo de sexo n&o obtida de RNs; 2Em anos; *Mediana (1Q 25-75%); * positiva para N. meningitidis.

Comparando as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes nos periodos pré
(2005-2009) e pds-vacinal (2011-2016) (Tabela 6), percebe-se que o percentual de pacientes
que fez uso prévio de antibidtico aumentou (de 28,2% para 45,1%), OR 2,1 IC 95% (1,3-3,3).
Na andlise multivariada o uso prévio de antibiético permaneceu estatisticamente significante
quando comparado 0s dois periodos. A taxa de letalidade caiu de 10,2% para 9,6%, mas ndo

de forma estatisticamente significante.
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Os percentuais de bacterioscopia, aglutinacdo em latex, cultura e hemocultura
positivos para N. meningitidis foram menores no periodo pds-vacinal; inversamente, o

percentual que foi positivo na PCR-TR aumentou de forma estatisticamente significante.

Tabela 6 — Perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes diagnosticados com DM no HCM, no
periodo pré-vacinal (2005-2009), de transi¢cdo (2010) e p6s-vacinal (2011-2016) (n=775)

Caracteristicas Periodo Periodo de Periodo )/ Odds Ratio (IC
pré-vacinal  transicdo pés-vacinal  valor' 95%)
n=263 (%) n=122 (%) n=390 (%)

Sexo (n=740)*
Masculino 154/263 (58,6)  81/122 (66,4) 210/355(59,2) 0,88 1,0 (0,7-1,4)

|dade® (n=727) 115 (422)°  175(1028)  19(8-33)  <0,05 NC
Evolugdo clinica

Dias de internagdo (n=661) 11 (8-15)4 11 (9-14)4 11 (8-17)4 0,45 NC5
Admissdo em UCI (n=618)  34/220 (15,5) 26/114 (22,8) 42/284 (14,8) 0,84 0,95 (0,6-1,6)
Dias na UCI (1=102) 5 (3-12)° 5(3-10)  85(514) <005 NC’

Uso prévio de antibiotico  35/124 (28,2)  8/66 (12,1)  123/273 (45,1) <0,05 2,1(1,3-3,3)
(n=463)

Desfecho (n=681)

Obito 25/246 (10,2) 16/121 (13,2)  30/314 (9,6) 0,81 0,9 (0,5-1,6)
Anélise ligquédrica

Aglutinacio em Latex” 161/191 (84,3) 99/114 (86,8) 169/252 (66,8) <0,05 0,38 (0,2-0,6)
(n=557)

Bacterioscopia® (n=756) 215/261 (82,4) 107/121 (88,4) 198/374 (52,9) <0,05 0,2 (0,2-0,4)
Cultura’ (n=723) 171/258 (66,3) 58/118 (49,2) 65/347 (18,7) <0,05  0,1(0,1-0,2)
PCR-TR® (n=520) 86/169 (50,9)  34/38 (89,5) 303/313 (96,8) <0,05 29,2 (14,5-58,8)
Hemocultura (n=510) 53/158 (335) 23/104 (22,1) 25/248(10,1) <0,05 0,2 (0,1-0,4)

Fonte: A autora.
!As anélises univariadas foram calculadas comparando o periodo pés-vacinal (2011-2016) com o pré-vacinal (2005-

2009). ?Informacao de sexo ndo obtida de RNs; *Em anos' Mediana (1Q 25-75%); °N4o calculado; °positiva para N.
meningitidis.
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Os tipos capsulares dos casos de DM foram identificados por SASG e/ou SGS-PCR e
estdo representados no Gréfico 2. Ressalta-se que foi investigada a ocorréncia de cinco tipos
capsulares: A, B, C,WeY.

Houve predominio do sorogrupo C com 507/897 casos (56,5%), seguido pelos
sorogrupos B com 104/897 casos (11,6%), W com 19/897 casos (2,1%), Y com 11/897 casos
(1,2%) e A com 7/897 casos (0,8%).

Importante destacar que 94/897 amostras (10,5%) foram de tipo capsular nao
determinado (ND): ou foram classificadas como ndo agrupaveis na SASG ou foram negativas
em todas as reacOes de SGS-PCR. Para 155/897 casos (17,3%) o tipo capsular ndo foi
pesquisado, sendo classificadas como ndo testadas (NT). Em suma, o percentual de casos de
DM cujo tipo capsular do meningococo foi ND ou NT correspondeu a 27,8%.

Grafico 2 — Tipos capsulares de N. meningitidis identificados durante o estudo.

mC
EB
MW
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MA
M ND/NT

Fonte: A autora.

Considerando apenas o0s casos de tipo capsular conhecido (648/897), as taxas de
prevaléncia foram as seguintes: 78,2% (507/648) C, 16,1% (104/648) B, 2,9% (19/648) W,
1,7% (11/648) Y e 1,1% (7/648) A.

Estratificando a prevaléncia dos tipos capsulares por ano de estudo, percebe-se que em
2007 houve uma inversdo de predominancia entre os sorogrupos B e C (Gréfico 3); estes dois
sorogrupos foram detectados em todos os anos da pesquisa. Os tipos capsulares W e Y
tiveram uma participacdo mais timida e estiveram ausentes em alguns dos anos em questdo. O

tipo capsular A foi observado apenas nos anos 2014, 2015 e 2016.
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Gréfico 3 — Ocorréncia dos tipos capsulares de N. meningitidis por ano do estudo.
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Fonte: A autora.

As taxas de incidéncia de DM por outros tipos capsulares (B, W, Y e A) vém se
mantendo estaveis desde 2013: 0,21, 0,25, 0,25 e 0,20 casos/100.000 hab., respectivamente
(Gréfico 4).

Gréfico 4 — Incidéncia de DM na RMS estratificada por ano e sorogrupo.
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Fonte: A autora
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6.1 RESULTADOS DA PCR-TR

A técnica de PCR-TR foi empregada para identificacdo e genogrupagem de N.
meningitidis, a partir de amostras de LCR provenientes de pacientes atendidos no HCM entre
janeiro de 2010 e dezembro de 2016. Do total de 3.837casos suspeitos de MB no periodo,
obtivemos 1.007 (26,2%) amostras de LCR, que foram submetidas a analise molecular
(Figura 7).

Na primeira abordagem espécie-especifica, todas as amostras foram testadas para o
gene ctrA. As que foram indeterminadas ou negativas para este gene foram entdo testadas para
0 sodC. Somando as amostras que foram positivas para um dos dois genes, totalizou-se
337/1.007 (33,5%) amostras positivas para N. meningitidis.

219 positivas para

1.007 (26,2% 337 (33,5%) g
3837casos | amostrag de LEI)R —  positivas para
suspeitos de MB : P s
disponiveis N. meningitidis

118 positivas para
sodC*

Figura 7 — Resultados da PCR-TR espécie-especifica. Fonte: A autora
" Foram testadas para sodC as amostras que foram indeterminadas ou negativas para ctrA.

A partir das amostras que foram positivas para N. meningitidis realizaram-se 0s
ensaios sorogrupo-especificos. Seguindo a recomendacdo da WHO (2011) de pesquisar 0s
sorogrupos por ordem de prevaléncia local, as amostras foram testadas em sequéncia para 0s
genogrupos C-B-W-Y-A (genes synk, synD, synG, synF e sacB respectivamente). Foi
possivel identificar o tipo capsular de 232/337 (68,8%) amostras: 188/337 (55,8%) sorogrupo
C, 26/337 sorogrupo B (7,7%), 7/337 sororgupo W (2,1%), 4/337 sorogrupo Y (1,2%) e 7/337
(2,1%) sorogrupo A (Figura 8). As 105/337 (31,2%) amostras restantes foram negativas em
todas as reacdes de SGS-PCR, sendo classificadas como de tipo capsular ndo determinado
(ND).

Como a identificacdo do genogrupo A foi um resultado inesperado (Ct 29,30-34,48),
para confirméa-lo, as amostras positivas para sac-B foram diluidas (DNA:H20 para PCR 1:1)
e retestadas, mantidas as condigdes do primeiro ensaio. Novamente, as amostras obtiveram

resultado positivo para este gene (Ct apoés diluigdo 32,31-34,61).
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337 amostras positivas para g Cediteedihie

N. meningitidis
— 26 sorogrupos B

232 athostras com

o == 7 sOrogrupo W
sorogrupo definido

— 4 sorogrupo Y

— 7 sorogrupo A

Figura 8 — Resultados da PCR-TR sorogrupo-especifica Fonte: A autora.

Ainda na tentativa de confirmar a ocorréncia deste tipo capsular, foi realizado o0 SASG
a partir de cinco amostras de LCR, utilizando anti-soro especifico para N. meningitidis
sorogrupo A (DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA). Trés das cinco amostras
submetidas a esse teste foram positivas para o sorogrupo A (+2/4).

A Tabela 9 apresenta uma comparacdo entre os resultados da PCR-TR e as técnicas
rotineiramente empregadas no HCM para diagnostico de DM. A maioria (65,4% [659/1.007])
das amostras de LCR foi negativa para N. meningitidis em todos os métodos empregados.

348 amostras foram positivas para N. meningitidis em pelo menos uma das técnicas
listadas: 35/1.007 (3,5%) foram positivas em todos os testes; 48/1.007 (4,8%) foram cultura
positiva; 172/1.007 (17,1%) foram detectadas apenas pela PCR-TR.

A técnica molecular ndo conseguiu identificar 11 casos: quatro que foram positivos na
aglutinacdo em latéx; quatro que foram positivos na bacterioscopia; dois que foram positivos

na bacterioscopia e na reacdo de latex; e um caso que foi positivo nos trés métodos classicos.
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Tabela 7 — Resultados de bacterioscopia, cultura, aglutinacdo em latex e PCR-TR de
amostras de LCR de pacientes atendidos no HCM de jan/2010 a dez/2016 (n=1.007).

Bacterioscopia’ Cultura? Aglutinagdo PCR-TR? Total
em latex?
i i i i 659
; i i + 172
- - + + 9
+ - - + 28
+ - + + 81
+ + - + 2
+ + + + 35
- - + - 4
+ - + -
- + + + 10
+ + + - 1
+ - - - 4
Total 1.007

Fonte: A autora.

'Considerada positiva quando identificados diplococos gram-negativos; “Positivo ou negativo para N.

meningitidis.
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7 DISCUSSAO

Algumas caracteristicas da DM — como rapida evolucdo, elevada morbimortalidade e
potencial epidémico - a tornam um grande problema de Saude Publica em todo o mundo e
justificam os esforcos para preveni-la por meio da imunizagio (SAFADI; BEREZIN;
OSELKA, 2012; STEPHENS, 2007). Apesar dos esfor¢os empreendidos com as campanhas
de vacinagdo da polugdo alvo, meningococo continua sendo a principal causa de meningite
bacteriana no Brasil (BRASIL, 2017).

Analisando a procedéncia dos casos verificou-se que 0 HCM ainda é o principal servico
de referéncia para doengas infectocontagiosas no estado da Bahia (BAHIA, 2018b), atendendo
86,4% dos casos incluidos neste estudo. Por esse motivo, 0 grupo de pesquisa “Epidemiologia
Molecular das Doencas Infecciosas e Parasitarias da Universidade Federal da Bahia” em
parceria com a FIOCRUZ/BA mantem vigilancia ativa para as MB nesta instituicdo desde a
década de 90.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o impacto da MenC na
epidemiologia da DM na RMS. A vacina foi implementada no estado da Bahia em fevereiro
de 2010. As taxas de cobertura vacinal na RMS foram de 95,2% no periodo de transicdo
(2010) e 91,4% no periodo pos-vacinal (2011-2016) (BRASIL, 2018c). A eficacia geral da
vacina foi estimada em 98,0% (CARDOSO et al., 2015).

Houve queda sustentada na incidéncia de DM na RMS nos quatro primeiros anos apos
implementacdo da vacina (2011, 2012, 2013 e 2014); em 2015 houve uma ligeira elevacao da
taxa, que ndo ultrapassou a média do periodo, e em 2016 ela voltou a cair. Comparando 0s
periodos pré-vacinal (2005-2009) e pds (2011-2016) a reducédo de foi de 1,5% (de 1,37 para
1,35%).

A Tabela 4 analisa a doenca causada especificamente pelo meningococo do tipo
capsular C (DMC). Pela MenC se tratar de uma vacina monovalente, esse tipo de analise
sorogrupo-especifica consegue acessar melhor tanto a real carga da doenca pelo meningococo
C quanto o impacto da vacina em questdo. A taxa de incidéncia na populacdo geral caiu de
0,84 (2005-2009) para 0,81 casos/100.000 hab. (2011-2016), reducdo de 3,6%.

Houve reducdo da DMC nas faixas etarias de 0-4 (59,6%), 5-9 (15,3%) e 10-14
(37,8%) anos. Nos grupos etarios de 15-24 ¢ >25 anos, a média dos anos pos-vacinais (1,07 e
0,64 casos/100.000 hab. respectivamente) foi maior que a dos pré-vacinais (0,86 e 0,36

€as0s/100.000 hab. respectivamente).
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Investigou-se a ocorréncia de casos de DMC ndo previniveis pela vacina. No periodo
pos-vacinal foram 21 casos na faixa de 0-4 anos; destes, seis acometeram criangas menores de
trés meses, portanto, ndo elegiveis para imunizacdo com a MenC. Excluindo esses seis casos,
a incidéncia média de DMC no grupo de 0-4 anos no pos-vacinal cai de 1,14 para 0,70
cas0s/100.000 hab. e o percentual de reducgéo da doenga sobe para 75,2%.

O percentual de reducdo corrigido se aproxima do calculado por Andrade e
colaboradores (2017), que foi de 64-92% no grupo vacinal quatro anos apos a introducédo da
MenC no Brasil. Tauil e colaboradores (2014) apontaram uma reducéo de 85% na incidéncia
de DMC nos menores de quatro anos, comparando os periodos pré (2009) e pds-vacinal
(2011) no Distrito Federal.

Reconhecendo que reduzir o nimero de adolescentes e adultos jovens colonizados é
parte fundamental na promocdo da imunidade de grupo (MAIDEN; STUART, 2002;
MAIDEN et al., 2008), e também com o intuito de proteger diretamente estes individuos
contra a doenca invasiva, 0 MS ampliou a faixa etaria vacinal e desde 2017 vem vacinando
individuos de 11-14 anos de idade (BRASIL, 2018e).

Vérios paises adotaram a estratégia de imunizar adolescentes e adultos jovens e o
sucesso de seus programas de vacinacao foi atribuido a eficacia combinada da vacina contra a
doenca e a colonizacdo (BRASIL, 2018e; SAFADI; BEREZIN; ARLANT, 2014). Exemplo
classico € o Reino Unido (primeiro pais a adotar a MenC em seu programa nacional de
imunizacdo) gque vacinou todos os individuos menores de 18 anos e alcancou uma reducao de
aproximadamente 90% na incidéncia de DMC (BALMER; BORROW; MILLER, 2002).
Outros paises que também optaram por vacinar grupos mais velhos foram Canada e Australia;
na Holanda a incidéncia de DMC caiu 99% entre os vacinados e 93% entre 0s ndo vacinados
(BIJLSMA et al., 2014).

Foi pesquisada a ocorréncia de DMC entre individuos imunizados. Dentre 0s casos
confirmados, trés pacientes referiram em entrevista ter recebido a MenC. Contudo, durante a
revisdo dos questionarios e prontuarios ficou claro que eles ndo apresentaram cartdo de
vacinacdo para comprovacdo das informacdes fornecidas. Considerando que esse tipo de
relato pode sofrer algum viés de informacdo, a capacidade de apontar possiveis falhas
vacinais ficou comprometida. Estudo de Cardoso e colaboradores (2012) ndo identificou
nenhum caso de falha vacinal em Salvador um ano ap6s introdugdo da MenC.

No periodo do estudo a taxa de letalidade geral foi de 15,1% (118/781). Essa taxa foi
menor que a registrada no Brasil entre 2007 e 2013, que foi de 22,2% (BRASIL, 2016b). Esse
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indice foi maior no periodo pés-vacinal: subiu de 10,2% (2005-2009) para 15,4% (2011-
2016).

As taxas de letalidade foram bem dispares em funcdo da forma clinica: 8,1% para 0s
casos de MM e 48,5% para os casos de MCC (taxa quase seis vezes maior). Outra informagéo
interessante é a grande diferenca entre as taxas de letalidade dos pacientes atendidos no HCM
(10,4%) e dos pacientes atendidos em outras unidades de saude de Salvador (38,5%). De Deus
(2014) j& havia relatado diferencas nas taxas de letalidade dos pacientes atendidos no HCM
(14,0%) e dos atendidos em outros hospitais do estado da Bahia (>25,0%).

Analisando o perfil clinico-epidemiolégico dos casos atendidos no HCM (n=775),
observou-se que a doenga acometeu mais o sexo masculino (73,6%), em consonancia com o
que esta descrito na literatura (ROSENSTEIN et al., 2001; SAFADI; BARROS, 2006).

Um dado importante é que 35,9% dos pacientes fez uso prévio de antibidtico, o que
afeta a performace dos testes diagndsticos empregados na préatica clinica. Essa variavel
englobou os pacientes que durante a entrevista refereriram o uso de qualquer antibiotico nos
altimos 30 dias; e os pacientes que chegaram ao HCM em uso de antibioticoterapia instituida
para tratamento da DM em outro servico de saude. A ultima situacdo € particularmente
importante nesta casuistica e representa na pratica, a administracdo de antibidtico venoso
antes da coleta de LCR e/ou sangue.

O uso prévio de antibiotico teve um aumento estatisticamente significante no periodo
pos-vacinal (OR 2,1 IC 95% [1,3-3,3]) e isso pode ser um desdobramento do remodelamento
do fluxo de atendimento no HCM. Em 2010 o hospital teve o servico de Pronto Atendimento
suspenso passando a receber somente pacientes regulados pela SESAB (provenientes de
outros servicos de saude da capital e interior do estado). Os pacientes regulados com suspeita
clinica de DM, na grande maioria das vezes, sdo admitidos ja em uso de antibioticoterapia.

No periodo poés-vacinal os percentuais de positividade de todos os testes
microbioldgicos classicos (aglutinacdo em latex, bacterioscopia e cultura) cairam de forma
estatisticamente significante. Acredita-se que esta ocorréncia esteja relacionada a questdo
discutida anteriormente do aumento do uso prévio de antibiotico.

Sabe-se que o principal fator de risco para cultura negativa é a presenca de antibiotico
no LCR, pois 0 método depende da presenca de microrganismos vidveis no espécime clinico
(SACCHI et al.,, 2011; WU et al.,, 2013). Além disso, condi¢cBes ndo ideais de coleta,
transporte ou cultivo também podem comprometer os resultados da técnica — o que ndo €
apontado como um problema relevante no HCM que conta com um staff laboratorial

experiente e bem treinado.
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Dentre os casos confirmados do HCM a PCR-TR foi 0 método diagnodstico com maior
taxa de positividade (81,3%). Ao contrério do que aconteceu com 0s métodos classicos, essa
taxa teve um aumento estatisticamente significante no periodo pos-vacinal (OR 29,2 1C95%
[14,5-58,8]). A sensibilidade da PCR-TR é menos afetada pela presenga de antibi6tico no
LCR (WU et al., 2013) e essa condi¢do foi particularmente importante no HCM, onde 0s
pacientes frequentemente iniciam a antibioticoterapia antes da coleta do espécime clinico.

Dentro dos programas de vigilancia para DM, a determinagdo do tipo capsular do
meningococo é etapa fundamental para subsidiar as estratégias de imunizacdo, determinar
acOes para contencdo de surtos e acompanhar o perfil dinamico das cepas circulantes
(SACCHI et al., 2011; SAFADI; BEREZIN; ARLANT, 2014).

No cenario e periodo do estudo, dentre as amostras com tipo capsular conhecido, ficou
evidente o predominio do sorogrupo C (56,5%), seguido pelos sorogrupos B (11,6%), W
(2,1%), Y (1,2%) e A (0,8%).

Macedo e colaboradores (2018) utilizaram dados secundarios para descrever 0s
sorogrupos circulantes na Bahia entre 2007 e 2015, e encontraram um perfil semelhante:
sorogrupos C 87,5%, B 8,3% e W 4,2%.

Estratificando a distribuicédo dos tipos capsulares por ano de estudo, reitera-se o carater
dindmico das cepas circulantes. O sorogrupo C foi 0 mais prevalente desde 2007, quando
ocorreu uma inversdo na prevaléncia dos sorogrupos de N. Meningitidis (de B para C);
fendmeno que também foi observado a nivel nacional (SAFADI; CINTRA, 2010).

Houve uma flutuacdo na ocorréncia do sorogrupo B, que esteve presente em todos 0s
anos. Os tipos W, Y e A tiveram frequéncia muito menor, ocorrendo de forma descontinuada
ao longo dos anos.

Segundo o boletim epidemiol6gico das meningites no Brasil 2007-2013, foi registrada
a ocorréncia dos sorogrupos A, B, C, E, W e Y. O sorogrupo C foi responsavel por 60% do
total de casos nesse periodo e foi o mais prevalente nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Norte
e Sudeste. O sorogrupo B foi o segundo mais prevalente no pais, mas foi o mais frequente na
regidao Sul (BRASIL, 2016b). Na base de dados do DATASUS constam ainda casos de
meningite meningococica pelos sorogrupos X e Z entre 2008 e 2017 (BRASIL, 2018b).

Os estudos pos-licenciamento estdo atentos para 0 comportamento dos sorogrupos nao
contemplados pelas vacinas meningococicas adotadas e até 0 momento ndo ha evidéncia de
substituicdo de sorogrupo nos paises que implementaram a MenC (ABAD et al., 2014). As
taxas de incidéncia de DM por outros tipos capsulares (B, W, Y e A) na RMS vém se

mantendo estaveis desde 2013.
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E importante reconhecer a emergéncia de um tipo capsular como potencial causador
de surtos ou epidemias, especialmente os sorogrupos B e W. Vale lembrar que o sorogrupo B
foi o mais frequentemente isolado de portadores assintomaticos no municipio de Salvador
(NUNES et al., 2016) e € o principal causador de DM nos EUA e em varios paises da Europa
(GASPARINI et al., 2015).

A emergéncia do sorogrupo W pdde ser observada em todo o mundo depois da
epidemia do ano 2000 relacionada ao Hajj na Arébia Saudita. Este sorogrupo se tornou
endémico na Argentina, Paraguai, Uruguai e regido Sul do Brasil. No Chile, o aumento da
incidéncia e da mortalidade levou a implementacdo de um programa de imunizacdo com a
vacina tetravalente ACWY em 2012 (ABAD et al., 2014).

Apesar de ser uma importante causa de DM nos EUA, a ocorréncia do sorogrupo Y
ainda e bem discreta no Brasil (0,01 casos/100.000 hab. entre 2010 e 2016) (BRASIL, 2017).

Como a identificacdo do sorogrupo A foi um resultado inesperado, mesmo apo0s o
reteste da PCR-TR e 0 SASG, sera realizado o sequenciamento genético para confirméa-lo. Os
casos ocorreram nos anos de 2014, 2015 e 2016. Dos sete casos do sorogrupo A, tinhamos a
informacao de sexo de quatro, sendo todos homens. Quanto a idade dos pacientes, foram trés
RN (dois nascidos na mesma maternidade), um com sete anos, um com 12 anos e dois com
idade desconhecida. Todos os sete casos foram de MM. Cinco casos foram externos (LCR
encaminhado ao HCM para estudo, sem internamente do paciente na instituicdo). Todos 0s
casos foram negativos para cultura, bacterioscopia e aglutinacdo em latex — identificados e
genogrupados pela PCR-TR.

O sorogrupo A esta marcadamente associado ao cinturdo africano da meningite
(WHO, 2015). Apds a epidemia dos anos 70, os relatos desse sorogrupo praticamente
desapareceram no Brasil. Pesquisas recentes que utilizaram dados secundarios néo
descreveram esse sorogrupo na Bahia (DE DEUS, 2014; MACEDO et al., 2018); e estudos de
vigilancia ativa e base laboratorial também ndo idetificaram esse sorogrupo no HCM
(CORDEIRO et al., 2007; RIBEIRO, 2015).

Entretanto, na base de dados do DATASUS constam 47 casos de meningite
meningocdcica pelo sorogrupo A ocorridos entre 2007 e 2017. Estdo reportados trés casos na
RMS nos anos de 2009, 2012 e 2013, que atingiram individuos de 10-39 anos (BRASIL,
2018b).

Um dado relevante é o percentual (10,5%) de amostras classificadas como de tipo
capsular ndo determinado ND. Essas amostras foram ndo agrupaveias a SASG e/ou negativa

em todos os ensaios SGS-PCR. Supondo que ambas as técnicas tivessem uma sensibilidade de
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100%, esse percentual corresponderia a cepas ndo encapsuladas. Contudo, a ocorréncia de
cepas ndo encapsuladas causadoras de doencga invasiva é extremamente rara (DOLAN-
LIVENGOOD et al., 2003; DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).

Seria mais plausivel inferir que esse quantitativo de cepas de tipo capsular ND é
resultado de limitagcdes das técnicas empregadas; ou ainda, que essas cepas sejam de tipos
capsulares outros além dos cinco pesquisados neste trabalho.

Os casos de tipo capsular ndo testado (NT) (17,3%) se referem, no geral, a casos que
foram cultura negativa (0 que inviabiliza a realizacdo da SASG ja que o teste ¢ realizado a
partir do isolado) e que ndo tinham amostra de LCR congelada para realizacdo da PCR-TR.

O alto indice (27,8%) de casos de DM causada por meningococo de tipo capsular
desconhecido (ND/NT) é considerado um problema porque pode confundir as analises sobre a
real carga do meningococo C e o custo-efetividade da MenC (SAFADI; BEREZIN;
OSELKA, 2012).

Amplos esforgos vém sendo empreendidos no sentido de melhorar essa questéo e a
disseminacdo da PCR-TR pelos laboratorios centrais estaduais € um deles (SALGADO et al.,
2013; SACCHlI et al., 2011). A incidéncia de DM por sorogrupo “ignorado” vem diminuindo
no Brasil (de 0,78 casos/100.000hab. em 2010 para 0,32 casos/100.000hab. em 2016), o que
sugere melhoras nos servicos de vigilancia e apoio diagnéstico (BRASIL, 2017).

Os métodos de microbiologia classica séo as principais ferramentas para o diagnostico
da DM na prética clinica; a técnica molecular ainda esta restrita aos laboratdrios centrais e
para fins de pesquisa (diagnostico tardio).

O emprego da PCR-TR neste estudo - técnica validada por diversos autores
(CORLESS et al., 2001; HIGA et al., 2013; MOTHERSHED et al., 2004; THOMAS et al.,
2011) e recomendada pelo MS (SACCHI et al., 2011; SALGADO et al., 2013) - conseguiu
melhorar os indices de confirmacdo laboratorial da DM e caracterizacdo microbioldgica do
patdgeno. Foram 189/897 (21,1%) casos adicionais diagnosticados exclusivamente pela PCR-
TR.

A estratégia de testar para sodC as amostras que foram indeterminadas ou negativas
para o ctrA, baseou-se nos achados de Ribeiro (2015) que demonstrou que o sodC foi mais
sensivel para deteccdo de N. meningitis a partir do LCR.

Uma enorme vantagem do método molecular é a possibilidade de determinar o tipo
capsular do meningococo mesmo nos casos de cultura negativa (DOLAN-LIVENGOOD et

al., 2003). Foi possivel genogrupar 68,8% das amostras positivas para N. meningitidis.
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Os ensaios SGS-PCR ndo alcancaram a mesma sensibilidade dos ensaios espécie-
especificos, algo ja relatado na literatura (CORLESS et al., 2001; TAHA et al., 2005). Além
disso, as reagdes de SGS-PCR sofrem algumas variacdes em funcdo do gene alvo - reacdes
para identificacdo dos tipos capsulares B, W e Y tém menor sensibilidade (WANG et al.,
2012).

A presenca de inibidores da PCR, a degradacdo e/ou nimero reduzido de cépias de
DNA também podem ter afetado os ensaios sorogrupo-especificos. Outra possibilidade € que
as amostras que ndo puderam ser genogrupadas através da PCR-TR pertencam a tipos
capsulares ndo pesquisados até aqui. Na proxima etapa da pesquisa as amostras de tipo
capsular ND serdo testadas para o genogrupo X através de PCR-TR (gene xcb-B). Para os
casos em que o tipo capsular ndo puder ser identificado através desta técnica sera empregado
0 sequenciamento genético.

Ocorreram 11 casos em que a amostra foi positiva em pelo menos um dos métodos
microbioldgicos classico mas foi negativa na PCR-TR. Essas divergéncias podem decorrer de
reacOes cruzadas com outras especies bacterianas com similaridade antigénica e da
subjetividade na interpretacdo dos resultados de aglutinacdo em latex e bacterioscopia. No
caso em que a cultura (padrdo-ouro) foi positiva e a PCR-TR foi negativa, a presenca de
inibidores da PCR e/ou a degradacdo do DNA podem ter gerado um resulado falso-negativo
(CORLESS et al., 2001; SACCHI et al., 2011).

E relevante pontuar algumas limitacbes desta pesquisa. Uma vez que o desenho do
estudo ndo teve o objetivo de avaliar a efetividade da MenC, ndo se pode descartar a
possibilidade de que outros fatores (além da vacinacdo, como variagdes ciclicas da doenca)
possam ter contribuido para reducdo verificada nas incidéncias da DM. O percentual de
doenca causada por meningococo de tipo capsular ND/NT pode prejudicar o conhecimento
sobre a real carga da DMC e o custo-efetividade da MenC. A comparacao dos resultados entre
0s varios estudos de vigilancia conduzidos no Brasil e no exterior é dificultada por uma série
de fatores: distintas abordagens metodoldgicas, diferentes periodos de tempo avaliados antes e
depois da vacinacdo, diversas estratégias vacinais adotadas (inclusive o imunobioldgico de

escolha).
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8 CONCLUSOES

Este estudo avaliou o impacto da MenC na epidemiologia da DM na RMS no periodo
pos-vacinal. A taxa de incidéncia de DMC na populacdo alvo da vacina (0-4 anos) reduziu de
2,82 cas0s/100.000 hab. no periodo pré-vacinal (2005-2009) para 1,14 casos/100.000 hab. no
periodo pds-vacinal (2011-2016), representando uma reducdo de 59,6%.

A taxa de letalidade geral foi de 15,1%. Esse indice subiu de 10,2% para 15,4% no
periodo pés-vacinal. Houve ainda diferencas importantes nas taxas de letalidade por forma
clinica (a MCC foi mais letal) e por servico de saude (pacientes atendidos no HCM tiveram
taxa de letalidade cerca de quatro vezes menor).

O emprego da PCR-TR conseguiu melhorar os indices de confirmag&o laboratorial da
DM, identificando 189/897 (21,1%) casos adicionais, sugerindo que a disseminacdo desta
técnica pode reduzir o percentual de casos suspeitos de MB de etiologia ndo determinada e de
tipo capsular ndo determinado.

O tipo capsular mais frequente entre os casos foi o C 507/897 (56,5%), seguido pelo B
104/897 (11,6%), W 19/897 (2,1%), Y 11/897 (1,2%) e A 7/897 casos (0,8%); os de tipo
capsular ndo determinado ou ndo testado representaram 27,8% (249/897).

Diante do protagonismo do meningococo C como causador de doenga invasiva no
cenario e periodo de estudo, pode-se dizer que a MenC (vacina monovalente), nas atuais
circunstancias, atende ao objetivo de proteger a populacdo contra a DM.

Importante recomendar a continuidade dos estudos de vigilancia a fim de manter o
acompanhamento da estratégia vacinal a longo prazo (adequacdo do imunobioldgico de
escolha e esquema de doses) e detectar mudancas no comportamento da doenca (surtos e
epidemias, grupos etarios mais sucetiveis, tipos capsulares circulantes e causadores de

doenca).
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ANEXO | — Autorizagéo para utilizagdo de ilustragdes referenciadas.

A28 Email = Mabilalantas i halmail.com

RE: Articles

Stephens, David 5 <dstep01@emory.edu>

seg 134082018 0032

Parn Malbila Dantas <MNabilaDantas@hotmail coms

Mabila,

Thank you. From my perspective using these two figures in your masters dissertation is fine. The publisher owns the
copyright for the figures, Of note there is 3 2017 update to the second figure published in Hum Vaccin Immunather,
2012 May 4;14(5):1146-1160.

Best regards,

David 5 Stephens MD
Emary Univarsity

From: Nabila Dantas <MabilaDantas@hotmail com:
Sent: Sunday, August 12, 2018 3:26 PM

To: Stephens, David 5 <dstepDl@emary.edu=
Subject: Articles

Dear Prof. David 5 Stephens,

My name is Nabila Dantas 5ales, | am a graduated student at the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ-BA).
My research is about the Impact of Meningococcal C Conjugated Vaccine in the Epidemiology of
Meningococcal Disease in Salvador, Brazil.

| come through this emaill to request your permission to use two figures from your articles to illustrate my
masters dissertation.

Your articles will be duly cited below the figure,

Article: Epidemic meningitis, meningococcaemia, and Nelssera meningitidis. Lancet 2007; 369: 2196-210.
Figure 3 Cross-sectional view of the meningococcus.

Article: Conguering theMeningococcus. FEMS Microbiology Reviews 2007; 31: 3-14,
Figure 1 Global serogroup distribution of invasive meningococcal disease.

Thank you in advance for your kindness atention.
Best regards,
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CDClInfo <cdcinfo@cdcinquiry.onmicrosoft.com>
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s publications for download, or
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CDC-generated works (including photographs, graphics, images, videos, PSAs) located on this site are in the public domain. This means that they

are meant for public use and are not subject to copyright law protections. Permission is NOT required for use of public domain mems. But, CDC
does ask that you credit the agency and contributor whenever the item is used in any publicly distributed media.

You are free to adapt and revise these materials, as long as you distribute the revised materials free of charge. But, if you make changes or
revisions, including translation to languages other than English, vou must remove the CDC name and logo from the materials.
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Meningococcal Disease in Salvadar, Brazil.

I comne through this email to request your permission to use a figure from your article to illustrate my masters
dissertation.

Your article will be duly cited below the figure.

Article: Effectiveness of meningococcal serogroup C conjugate vaccine 4 years after introduction. Lancet2004;
364 I65-67,

Figure: Cases of laboratory-confirmed meningococcal serogroup C disease by age group and guarter,
159952004,

Thank vou in advance for yvour kindness atention,
Best regards,

Mabila Dantas Sales
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ANEXO IV — Questionarios padronizados para coleta de dados epidemioldgicos

Impacto dos programas de vacinagdo na meningite bacteriana em Salvador,
Bahia.
Questionario de Dados Pessoais

DGIND DDGIND DG2IND | DDG2IND

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVERA SER DESTACADO PELO
GESTOR DO PROJETO OU INVESTIGADOR PRINCIPAL DEPOIS DA ENTREVISTA E ANTES QUE OS DADOS SEJAM
DIGITADOS. TODOS OS QUESTIONARIOS DO MESMO PACIENTE DEVEM TER NUMERO DE IDENTIFICAGCAO UNICO
(MB)

Data da Entrevista: DEIND ; ;
Iniciais do Entrevistador: emo|__ | |||
| I. IDENTIFICACAO:
1.1 N° de Identificagdo MB: mel ||| | |
1.2 Termo de consentimento: Sim: Né&o: @ CONS |
21 Nome:
Y ) Y Y ) I
Y Y
Y ) Y ) A
2.2 N° de Registro ou PA: DR | | | | |
Obs. 99 999 (ndo sabe PA) e 88 888 (outro hospital)
23 Data de Admisséo no HCM: DA / /
2.4 | O paciente foi de outro hospital? OUTROH|_|
Sim: Nao: [0]
Sesim, Qual (QOUTROH):
Y ) Y A @)
bs. Se sim e ndo sabe 99 e se ndo 88
25 Data de Nascimento: NASC
/ /

| II. ENDERECO:

3.1 | Rua/ N° (END):
| ]
|

Obs. Ndo sabe 99 (PA) e nao se aplica 88 (outro hospital)

3.2 | Telefone (n° e nome de contato): TEL
Obs. Ndo sabe 9999-9999 (PA) e ndo se aplica 8888-8888 [ Y Y I I I
(outro hospital)

3.3 | Ponto de Referencia (REF):

N O D O B

Obs. N&ao sabe 99 (PA) e ndo se aplica 88 (outro hospital)

3.4 | Bairro (BAI):
| e ]

Obs. Ndo sabe 99 (PA) e nao se aplica 88 (outro hospital)

3.5 | Cidade (CID):
Y Y Y I T A I O s I

Obs. Ndo sabe 99 (PA) e nao se aplica 88 (outro hospital)

3.6 | Mora em Pau da Lima/S&ao Marcos PLM

Sim Ndo [ 0 | Ndoseaplica 8 Naosabe |9 | ||
Obs: Néo sabe 9 (PA) e ndo se aplica 8 (outro hospital)
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| III. USO PREVIO DE ANTIBIOTICOS:

Obs. Se a pergunta 3.1 for ndo sabe (9) ou ndo (0), preencher as outras perguntas com ndo se aplica (8 ou 88, no caso de
resposta escrita).

3.1 | O paciente usou antibiéticos no ultimo més: (Resposta do Paciente)
Sim N&o N&o sabe AM3 N
3.2 | Se usou, por quantos dias o paciente fez uso? TEMPDIAS?
I
3.3 | Se usou, qual a data da dltima dose? DAANT?
1
3.4 | Qual avia de administracdo?
Oral Injetavel [ 0 |  Na&o se aplica N&o sabe [9]| |APM2 L
3.5 | Se fez uso de antibioticos, onde adquiriu?
Hospital |1 Posto de Satde Consultério médico LAt L
Farmécia | 4 Familia Outros | 6| —
NSA 8
3.6 | Qual(is) antibioticos que o paciente usou no UGltimo més (QA2):
| ) I
Y Y N ) Ay 1 | |
3.7 | Paciente tomou bactrim ou similares nos Ultimos 6 meses: BCT2
Sim N&o N&o se aplica N&o sabe [ 9 | (I
3.8 | Qual a classe do antibiotico? QANT2
Penicilinas | 1 SULFAS Cefalosporinas L
Quinolonas | 4 Macrolideos Outro | 6 |
NSA 8
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Impacto dos programas de vacinagao na meningite bacteriana em Salvador,

Bahia

Meningite meningocécica

DGEPI DDGEPI

DG2EPI

DDG2EPI

Data da Entrevista:

Iniciais do Entrevistador:

I. IDENTIFICACAO:

11

N2 de Identificagdo no estudo de meningite meningocdcica

1.2 N° de registro no HCM:

Obs. 99 999 (ndo sabe PA) e 88 888 (outro hospital)

Il. Historia Epidemiologica

2.1 | A) O paciente esta empregado? (EMP) |__|
Se sim, qual a ocupacédo? (QEMP) |__ || | |

B) O paciente estuda? (ESC) |__|

Se sim, em que bairro fica a escola? (BESC) |_|

C) O paciente vai para creche? (CRE) |__|

Se sim, em que bairro fica a creche? (BCRE) |__|

D) Quantas pessoas moram na casa? (QP) |__|__|
E) Algum morador da casa fuma? (MCF) |__|

F) Quantos cdmodos tem a casa? (QC) |__|__|

G) Paciente viajou para fora da cidade onde reside nos ultimos 30 dias? (PVC) |__|

III. Historia Clinica:

N2 de dias com sintomas:

Obs. N&o sabe preencher 99 (PA); ndo se aplica preencher 88 (outro hospital)

QCD1

Sintomas apresentados pelo paciente:
A) Febre (FEB11) ||
B) Cefaléia (DC11) ||
C) Convulsdo (CV11) ||
D) Rigidez de nuca (RN11) |__|
E) Nauseas (NA11) ||
F) Vémito (VO11) ||
G) LesGes de pele (LP11) |_|

NwW P w

Se sim, por quantos dias? (DC21) |
Se sim, por quantos dias? (CV21) |
Se sim, por quantos dias? (RN21)
Se sim, por quantos dias? (NA21) |
Se sim, por quantos dias? (VO21) |
Se sim, por quantos dias? (LO21)

Se sim, por quantos dias? (FEB21) |__|_|
]
|
|||
|
.
||

IV. Antecedentes Médicos

4.1 | O paciente fuma?

TAB |_|

4.2
meningocodcica ha menos de um més?

O paciente teve contato com algum paciente com meningite

CTC
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4.3 | O paciente foi internado 0-3 dias antes do atual internamento?

Sim [1 N3o W N3o se aplica [ 8 N3o sabe ‘T‘ HAM |

Se sim, qual a raz&o do internamento? (RHAM)

Y Y ) e A A
4.4 | O paciente esteve internado por mais de 24h devido a meningite PHP

meningococica no ultimo més? L

Sim [1 N3o E N3o se aplica [ 8 N3o sabe E o

Se sim, por quantos dias? PHPD | _|_|
V. Apresentacao Clinica:
5.1 | Dados vitais: TAS: |_ ||| TAD |__ ||| TAM |||
5.2 | O paciente tinha lesGes na pele?

Sim |1 N&o N&o se aplica | 8 N&o sabe E‘ LPE -

Se sim, que tipo de lesdo? (QLPE)

(Y Y )
5.3 | O paciente apresentou sinais neuroldgicos focais?

Sim [1 N3o m N3o se aplica [ 8 N3o sabe ’T‘ SNE L

Se sim, qual? (QSNF)

(Y Y O I
5.4 | O Hemograma do paciente foi feito nas primeiras 24h? HEM ||

Sim |1 N&o N&o se aplica | 8 N&o sabe E
5.5 | Qual a data do hemograma inicial? HDIH /. [
5.6 | Eritrograma:

Hb|_| | g/dL Plaquetas|_| | | x10® Ht|_| |% Leu |_|_|_|_ || N|_|_|%
VI. Tratamento:
6.1 | Esquema inicial incluiu:

PemcﬂmaT Cloranfenicol Rocefin Ceftazidina - L

| 4] Combinag&o: |__|_ || ||| || || | ||| | ||

)
6.2 | O paciente foi tratado com esteréide IV? ESTER

Sim [1] Nao E N&o se aplica [ 8 | Néo sabe E |
6.3 | Se sim, por quantos dias? DESTER | |_|_|
6.4 | Qual a data de inicio de terapia com esteroide: IESTER

Y S

VI. Evolucdo clinica/alta:
7.1 | O paciente apresentou convulsdes durante o internamento? FCVD |_|

Sim [1] Nao N&o se aplica [8 ] N&osabe [9]
7.2 | O paciente evoluiu com abcesso cerebral? EABC |_|

Sim [1] Nao N&o se aplica [8] Na&osabe [9]
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7.3 | Paciente evoluiu com sinais neuroldgicos focais: ESNF
Sim [1] Nao N&o se aplica [8 ] Naosabe [9]| ||_|
Qual? (QESNF)
N ) Y Y Y ) Y A )y Y N Y
7.4 | Paciente apresentou déficit neuroldgico na alta:
N&o tem | 0 | Perda auditiva 1 DEECN
Deficit motor | 2| AlteragGes nervos cranianos | 3
Ataxia | 4| Alteracéo estado mental 5
Outros ou ndo 6 N&o se aplica 8 .
especificado L
N&o sabe 9
7.5 | Sorogrupo da amostra do HCMaia SOROG

VIII. INFORMACOES SOBRE VACINAS:

8.1 | Fez uso da vacina meningocdcica C: _
] . ) . MeniC |
Sim [1 Ndo [0 | Ndoseaplica |8 | N&o sabe ‘T‘
8.2 | Data em que fez uso da vacina? DVAC /
8.3 | Fez uso da 12 dose:
) ANT1 |
Sim [1 Ndo [0 | Ndoseaplica |8 | N&o sabe E
_ ANT1I .
Com que idade em meses:
8.4 | Fez uso da 22 dose:
) ) ANT2 |
Sim [1 Ndo [0 | Ndoseaplica |8 | N&o sabe E
. ANT2I .
Com que idade em meses:
8.5 | Fez uso da Vacina em que local:
Postode |1 Clinica |2 | Naose 8 | N&o sabe LVAC ||
salde Privada aplica
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Impacto dos programas de vacinagdo na meningite bacteriana em Salvador,
Bahia

DGEPI2 | DDGEPI2 DG2EPI2 | DDG2EPI2

Data de Revisao: DEEPI2
Y S
Iniciais do Entrevistador: EEPI2

Data de admissao no HCM:

N° de registro no HCM:

VI. HISTORIA CLINICA:

Fonte de Infeccdo da Meningite: FIN L
Pneumonia 1 Otite Média | 2 Sinusite 3
Sepse ou Bacteremia 4 Endocardite | 5 Abscesso
T.C. E. ou fratura craniana 7 I.V.AS 8 Nao 0
identificado
N&o Sabe 9 Qutro_ | 10 N&o se aplica | 88
6.1

Se souber a fonte, qual foi a evidencia? (FINEVID)

| o

bs. Nao sabe colocar 99 (PA); ndo se aplica colocar 88 (outro hospital)

6.2 | Antecedentes Médicos: 1=Sim/0=Nao/8=NSA/9=Nao sabe

a) Tem doenca cronica (Cl): |__| Qual? (QCI)
|| |__|b) Alcoolismo(AL) ||

¢) Meningite anterior (MEN) |__|

d) Imunodeficiéncia (IMD) |__|

Qual?@ImMD)|__|__ ||| | ]

Obs.Quando preencher as sentengas com 8 (outro hospital), qual devera ser 88. Quando preencher as
sentencas com 9 (pronto atendimento), qual devera ser 99

6.3 | Foi hospitalizado no ultimo més:
PHP

Sim 1 Nao 0 Nao sabe 9

Se sim, onde?(LPHP)

VII. USO PREVIO DE ANTIBIOTICOS:

Obs. Se a pergunta 3.1 for ndo sabe (9) ou ndo (0), preencher as outras perguntas com ndo se aplica (8 ou 88, no caso de
resposta escrita).

7.1 | O paciente usou 1 Nao | O Nao 9
antibiéticos no ultimo sabe AM
més: (Prontuario)  Sim ||
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7.2 | Se usou, por quantos dias o paciente fez uso?
TEMPDIAS
||
7.3 | Se usou, qual a data da dltima dose? DAANT
Y S -
7.4 | Se fez uso de antibiéticos, onde adquiriu?
Hospital | 1 Posto de Salde Consultério médico
Farmacia | 4 Familia Outros 6 | LAM|__|
NSA 8
7.5 | Qual(is) antibidticos que o paciente usou no ultimo més (QA):
N O
N S N
7.6 | Paciente tomou bactrim ou similares nos dltimos 6 meses: BCT
Sim Ndo [0]  Néo se aplica N&o sabe |9 ] |
7.7 | Qual a classe do antibiotico?
Penicilinas | 1 SULFAS Cefalosporinas QANT
Quinolonas | 4 Macrolideos Outro 16 | L]
NSA 8
VIII. QUADRO CLINICO NA ADMISSAO:
8.1 | N° de dias com sintomas: QCD L
Obs. N&o sabe preencher 99 (PA); ndo se aplica preencher 88 (outro hospital) ——
8.2 | Quadro neuroldgico na admissao:
normal |1 alterado coma naosabe [0 ]| | PCO -
NSA 8
Obs. Paciente de outro hospital preencher o quadro neurolégico com 8 (n3o se aplica)
IX. ALTA FINAL: (999=nao sabe, 888=nao se aplica)
9.1 | Tipo de alt I: ETAL
Curado 1 Transferido 2 Outro diagnostico | 3 | Obito 4
NSA L
Obs. Paciente de outro hospital preencher com 8 ( ndo se aplica)
Data da alta: FDAL
Y S
9.2 | Quantos dias foi internado no HCMaia: FDI
Obs.N4o sabe preencher 999 (PA); néo se aplica preencher 888 (outro hospital) (I
9.3 | Quantos dias foi internado na UTI do HCMaia: FUTI
Obs.N4o sabe preencher 999 (PA); néo se aplica preencher 888 (outro hospital) (I
9.4 | Diagndstico Final: DGF

Obs.N4o sabe preencher 99 (PA); ndo se aplica preencher 88 (outro hospital)
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ANEXO V - Parecer CONEP

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER.CONEP 0442013

Registro CONEP 16732 (Este r° deve ser citado nas comespondéncias refersntes 3 #5te projets)

Folha de Rosto - 420661 Processo n® 25000.228426/2012-07
Projeto de Pesquisa “/mpacto dos programas de vacinagdo na meningite bacteriana em
Salvador, Bahia™.

Pesquisador Responséavel: Joice Neves Reis Padreira

Instituicdo: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz ~ FIOCRUZ - BA (1* CENTRO)

CEP de origem: Centro de Pesquisas Gongale Mon

Area Tematica Especial: Pesquisa com Cooperacdo Estrangeira

Patrocinador: Fundagdo de Amparo 4 Pesquisa do Estado da Bahia - FAPESE

Consideragdes sobre a andlise das respostas ao Parecer CONEP N°. 034/2013,
relativo ao projeto de pesquisa em questio:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), de acordo
com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovacdo do

projeto de pesquisa proposto.

Situacdo : Projeto aprovado

Brasilia, 27 de Malo de 2013

Coordenador Adjunto da COONEP/CNS/MS
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Impacto dos programas de vacinagaoe na meningite bacteriana em Salvador, Bahia
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Versdo: 5

CAAE: 54318916.7.0000.0040
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Patrocinador Principal: Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia - FAPESE

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 1.667.451

Recomendagoes:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Em cumprimento da Res. 466/2012 & Norma Complementar vigente, enviar relatorios semestrais a partir
desta data, e relatorio final em até um més apds o término da vigéncia do projeto conforme

cronograma aprovado neste protocolo. Caso haja inclus@o de outra fonte de financiamento apds esta
aprovagao, informar ao CEP como emenda ao protocolo incluinde o Termo de Outorga ou documento
equivalente e realizando as alteragdes pertinentes na Folha de Rosto para indicar modificagao do
patrocinador principal.

The present study has been approved by the Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Gongalo
Meniz/FIOCRUZ (IORGO002090/0MB No. 0990-0273 valid until 03/16/2018). The protocol and procedures
presented in the project are in full accordance with the Brazilian legislation regarding the ethical standards in
conducting research involving human beings (Res. CNS 466/2012), as well as with the ethical principles for
medical research involving human
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ANEXO VI — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Impacto dos programas de vacinacdo na meningite bacteriana em Salvador, Bahia.

Pesquisador Responsavel: Dra. Joice Neves Reis Pedreira Telefone: (071) 3176 2302

Paciente: No. de estudo:

Para ser lido a todos os pacientes adultos (com 18 anos completos): As informacgGes que se seguem
descrevem o estudo e o seu papel como participante. O entrevistador respondera a quaisquer
perguntas que vocé tiver sobre este questiondrio ou sobre o estudo de pesquisa. Por favor, ouga com
atencdo e ndo hesite em fazer qualquer pergunta sobre a informagdo que esta sendo fornecida.

Obijetivo do Estudo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que estamos realizando no Hospital Couto
Maia sobre meningites bacterianas. Nés convidamos vocé a participar deste estudo porque os seus
sintomas e os seus resultados de exames laboratoriais indicam que vocé tem esta doenca. A
meningite é uma infeccdo dos tecidos e do fluido que cercam o cérebro. Para identificar o agente
causador da doenca, uma pequena quantidade do liquido (liquor) da coluna vertebral serd testado
para um novo método de diagndstico. Nenhuma amostra serd coletada sé para o estudo, as
amostras serdo coletadas somente se o médico solicitar e o estudo ndo vai interferir no seu
tratamento. O objetivo de nosso estudo é conhecer mais esta doenca na nossa populacgdo,
estudando a forma como elas sdo transmitidas; quais sdo os fatores que fazem com que algumas
pessoas apresentem um quadro mais grave que outras, quais as melhores formas de tratamento, e
os testes de diagndstico. Obtendo estas informagdes teremos condicdes, no futuro, de implantar
medidas para diminuir o nimero de pessoas com meningite.

Procedimento:

Se vocé voluntariamente decidir participar desta pesquisa apds ter lido este formulario de
consentimento, o investigador |he fard perguntas relacionadas ao local onde vocé mora, sua
ocupacdo (trabalho) e sua historia médica. Ird ainda ler seu prontudrio médico para obter os
resultados de seus exames e seu tratamento no hospital. Além disto, vocé estara autorizando que as
amostras bacterianas que porventura sejam isoladas neste estudo possam ser utilizadas em estudos
futuros.

Sigilo:
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As respostas feitas durante a entrevista, as informacdes do seu prontudrio médico ou dos seus
exames serdao confidenciais e apenas vocé e o investigador terdo acesso a elas. Vocé nao sera
identificado (a) em qualquer relatério ou publicagdo resultante deste estudo de pesquisas.

Participacdo voluntdria:

Sua participacdo neste estudo de pesquisas é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode
desistir de participar em qualquer momento do estudo se vocé quiser. Além disto, vocé tem o direito
de se recusar a responder a qualquer pergunta durante a entrevista ou avaliagdo didria. Sua recusa
em participar do estudo ou em parte do mesmo, ou sua decisdo de interromper sua participagao,
ndo afetard seu cuidado futuro de nenhuma forma, nem prejudicara suas relagdes com o Hospital
Couto Maia no presente ou no futuro. Vocé receberd uma via deste termo de consentimento. Vocé
ndo sera responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo, nem recebera compensagdo
financeira.

Riscos:

Este estudo possui os riscos que sao inerentes da entrevista e coleta de dados. Entretanto, todos os
procedimentos para assegurar sigilo das informagdes obtidas e seus direitos como participantes do
projeto serdo adotados para minimizar qualquer risco ou incbmodo.

Protecdo contra riscos:

Os participantes do estudo que vierem a sofrer qualquer tipo de dano previsto ou ndo no TCLE e
resultante de sua participacdo, além do direito a assisténcia integral, tém direito a indeniza¢do. Nao
serd exigido do responsavel e/ou participante da pesquisa, sob qualquer argumento, rentncia ao
direito a indenizagao por dano.

Beneficios:

N3do haverd de imediato beneficio para vocé. Mas, indiretamente, os participantes desta pesquisa
estardo contribuindo com informagdes muito importantes no estudo das meningites que poderdo
melhorar o controle da doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

Com quem contatar:

Se vocé tiver qualquer pergunta futura sobre sua participagdo neste estudo, ou sobre seus
direitos como participante desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Comissdo de ética do
Hospital Couto Maia, pelo telefone: (071) 3316-3084 ou diretamente no Hospital Couto Maia cujo
endereco é Rua S3o Francisco, s/n, Monte Serrat, no. 40, CEP 40.425-001, Salvador, Bahia ou o
Comité de Etica do Centro de pesquisas Gongalo Moniz - FIOCRUZ, Rua Waldemar Falcdo, 121,
Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710. Caso vocé tenha alguma pergunta no que se refere a vocé
como individuo pesquisado, por favor, entre em contato com a Dra. Joice Pedreira, Pesquisadora
responsavel por este estudo no Centro de Pesquisas Gong¢alo Muniz, Rua Waldemar Falcdo 121,
Brotas, Salvador, telefone (71) 3176-2302.

Autorizacdo para Banco de Amostras Bioldgicas: Eu autorizo que o sangue e/ou liquor que sobrar,
apods a realizagdo dos exames para este projeto de pesquisa, seja armazenado em um banco de
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amostras bioldgicas na FIOCRUZ-BA. Os soros e amostras de liquor guardados na Fiocruz poderao ser
utilizados, no futuro, em outros projetos de pesquisa que ajudardo a compreender melhor a
meningite bacteriana ou no desenvolvimento de novos testes diagndsticos e vacinas. Nenhum soro
ou liquor serd utilizado sem a autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz e a sua
identidade sera mantida em sigilo.

( ) Eu autorizo que o sangue/soro/liquor que sobrar deste estudo seja incluido no banco de amostras
bioldgicas da FIOCRUZ-BA.

( ) Eu ndo autorizo, o sangue/soro/liquor que sobrar deste estudo devera ser desprezado.
Consentimento:

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a minha
participacao neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e detalhada, livre de
qualquer forma de constrangimento e coercao, dos objetivos, da justificativa, dos riscos,
desconfortos e beneficios todos acima descritos.

Assinatura do paciente Data Hora

Impressao datiloscopia do paciente



