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RESUMO

A doenca meningococica (DM) é uma infeccdo grave causada pela Neisseria meningitidis
(meningococo). O meningococo é classificado em sorogrupos de acordo com composicéo da
capsula polissacaridica. O sorogrupo C é atualmente o principal responsavel pelos casos de
DM no Brasil, constituindo um sério problema de Saude Publica. As vacinas meningocdcicas
disponiveis contra o sorogrupo C sdo desenvolvidas a partir do polissacarideo capsular (PSC),
que é altamente imunogénico. A vacina meningococica sorogrupo C conjugada (MenC) é
capaz de induzir resposta imune em niveis aceitaveis, além de provocar resposta T-
dependente e memdria imunoldgica, sustentando sua eficacia. Em 2010, a MenC foi inserida
no calendario do Programa Nacional de ImunizacBes. A constatacdo de uma variacao
estrutural do PSC (O-acetilado e de-O-acetilado) levou a identificacdo de 12 a 15% de cepas
com o PSC de-O-acetilado nos EUA e Reino Unido, respectivamente. A vacina produzida
com o PSC de-O-acetilado do sorogrupo C (NeisvacC®) apresentou capacidade de induzir
titulos de 1gG duas vezes maiores e atividade bactericida mais acentuada contra os PSC O-
acetilado e de-O-acetilado, quando comparada a MenC. A partir da década de 70, a maior
imunogenicidade verificada em NeisvacC® foi sugerida como uma alternativa na prevencéao
do sorogrupo C. Para o melhor entendimento da biologia das cepas brasileiras circulantes,
utilizamos nesse estudo métodos imunoldgicos e moleculares com o objetivo de determinar,
pela primeira vez, o estado da acetilacdo do PSC do meningococo C no Brasil. Paralelamente,
foram gerados dados epidemioldgicos baseados nas relagfes clonais (MLST) e nos antigenos
vacinais entre as amostras avaliadas. Entre 0s ensaios imunoenzimaticos testados, o ELISA
whole cell apresentou melhores resultados, mas ndo foram suficientemente capazes de
detectar informacdes precisas sobre a de-O-acetilagdo do PSC. A andlise do gene oatC,
mostrou que delecBes nucleotidicas formando regifes variaveis (RV) na sequéncia de
aminoacidos, presente somente em cepas de-O-acetiladas, podem estar envolvidas na de-O-
acetilacdo do PSC devido a alteracbes na enzima O-acetiltransferase. Assim, foram
identificadas 23% de cepas de-O-acetiladas. Dados inferidos antes e ap6s o periodo
introdutorio da MenC indicam que a de-O-acetilacdo do PSC estd presente, pelo menos, a
partir de 2007, ndo havendo correlacdo entre o estado de acetilagdo do PSC, o perfil clonal e
fendtipos identificados. O perfil antigénico das cepas circulantes no Brasil mostrou a
prevaléncia do fenétipo C: P1.22,14-6,36-2: F3-9: ST-3780 (CC103). A analise dos antigenos

vacinais demonstrou que a vacina proteica contra o sorogrupo B (Bexsero®) induz baixa



resposta imune contra cepas brasileiras sorogrupo C, ndo sendo suficiente para proteger contra
este sorogrupo. De acordo com os dados previamente relatados, NeisvacC® se apresenta
como uma alternativa imunoldgica contra cepas de-O-acetiladas, visto o significativo

percentual de circulacdo dessas cepas no Brasil.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis. Vacina. Polissacarideo capsular. Acetilagéo.

Epidemiologia.



ABSTRACT

Meningococcal disease is a serious infection caused by Neisseria meningitidis
(meningococcus), and it is classified into serogroups according to the polysaccharide capsule
composition. The group of bacteria most directly responsible for cases in Brazil is serogroup
C, representing a serious public health problem. Meningococcal vaccines have been
developed from capsular polysaccharide (CPS), which is highly immunogenic. The
meningococcal serogroup C conjugate (MCC) vaccine can induce immune response at
acceptable levels as well as induce T-dependent response and immunological memory. In
2010, MCC was included in the calendar of the National Immunization Program. A structural
variation in CPS (O-acetylated and de-O-acetylated) was identified, which led to the
identification of 12 to 15% of strains with de-O-acetylated CPS in the USA and UK. The
vaccine produced with serogroup C de-O-acetylated CPS (NeisvacC®) induced two-fold
higher 1gG titers and more pronounced bactericidal activity against O-acetylated and de-O-
acetylated PSCs than MCC. Since the 1970s, NeisvacC® has been suggested as an alternative
to prevent of serogroup C due to its higher immunogenicity. To better understand the biology
of strains that circulates the most in Brazil, this study applied immunological and molecular
methods to determine, for the first time, the state of CPS acetylation of meningococcus C. In
parallel, epidemiological data were determined through Multilocus Sequence Typing
(MLST) analysis and vaccine antigens. Although it did not provide accurate information on
CPS de-O-acetylation, whole-cell ELISA resulted better among the tested enzyme-linked
immunosorbent assays. Nucleotide deletions, which form variable regions in the amino acid
sequence, and are present only in de-O-acetylated strains, may be involved in CPS de-O-
acetylation due to changes in the enzyme O-acetyltransferase, according to the molecular
analysis of the oatC gene which identified 23% of de-O-acetylated strains. Data inferred
before and after the introductory period of MCC indicate that CPS de-O-acetylation has been
present since at least 2007, with no correlation between the acetylation status of the
polysaccharide, the clonal profile and/or identified phenotypes. The serogroup C phenotype
[P1.22,14-6,36-2: F3-9: ST-3780 (CC103)] was more prevalent according to the antigenic
profiles of circulating strains in Brazil. The vaccine antigen analysis showed that the protein
vaccine against serogroup B (Bexsero®) induces a low immune response against Brazilian

strains of serogroup C, which is insufficient to protect against them. According to previously



reported data, NeisvacC® is an immunological alternative against de-O-acetylated strains due
to their high circulation rates in Brazil.

Key-words: Neisseria meningitidis. Vaccine. Capsular polysaccharide. Acetylation.

Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Protecdo a saude no Brasil

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define saide como “um estado de completo
bem-estar fisico, mental e social ¢ ndo somente auséncia de afecgdes e enfermidades”. De
acordo com o artigo 196 da Constituicdo Federal a saude é direito de todos e dever do Estado,
garantido mediante politicas sociais e econdémicas que visem a reducdo do risco de doenca e
de outros agravos e ao acesso universal e igualitario as acBes e servi¢os para sua promogao,
protecdo e recuperacdo. A protecdo a saude implica o direito de cidadania e necessita da
atuacdo dos Estados Nacionais na garantia do seu acesso, de forma universal, e a regulacao
daquilo que interfere na salide da populacdo (LOBATO; GIOVANELLA, 2013).

A Vigilancia em Saude é responsavel por acdes de vigilancia, prevencao e controle
de doencas transmissiveis, pela vigilancia de fatores de risco no desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis, saude ambiental e do trabalhador e também pela
analise de situacdo de saude da populacdo brasileira. Dentro desse contexto, o Ministério da
Saude (MS), por meio da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), tem a funcdo de
coordenar programas de prevencdo e controle de doencas transmissiveis de relevancia
nacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Ao instituir o Sistema Unico de Satde (SUS), a Lei Organica da Sadde (Lei n° 8.080,
de 19 de setembro de 1990) definiu Vigilancia Sanitaria como um conjunto de acGes capaz de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do ambiente, da producdo e circulacdo de bens e da prestacdo de servigos do
interesse da salde. A atuacdo da Vigilancia Sanitaria € abrangente, sendo responsavel pelo
controle de todos os processos — desde a producdo ao consumo — dos bens que se
relacionam direta ou indiretamente com a saude (DE SETA, 2007).

As atividades da Vigilancia Sanitaria surgiram da necessidade de protecdo a populacéo
em decorréncia da propagacao de doengas transmissiveis nos agrupamentos urbanos, com o
objetivo de eliminar situagdes de risco a saude. Portanto, seus métodos de intervengdo nao se
restringem as acOes meramente técnicas, porém tém como eixos propulsores as agoes
dirigidas ao fortalecimento da sociedade e da cidadania com o propdésito da promocao da
salde e da prevencdo de danos ou agravos (SILVA JR, 2004; TEIXEIRA; COSTA, 2003).
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A partir da década de 1970, a Vigilancia Sanitaria comecou a se apresentar de maneira
mais visivel ao setor de salde com a criacdo da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitéria
(SNVS) durante o processo de reformulacdo do MS (COSTA; FERNANDES; PIMENTA,
2008). Na atualidade, as a¢des da Vigilancia Sanitaria sdo regidas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), destacando as atividades de regulacgdo, justificada frente a
notoria necessidade de se equilibrar as falhas existentes no mercado da saide (CASTRO,
2002). E incumbéncia da ANVISA regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e servigos
que envolvam risco a salde publica (Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, art. 8°).

A Vigilancia Epidemioldgica € definida pela Lei n® 8080, de 19 de setembro de 1990,
como um "conjunto de ac¢Ges que proporcionam o conhecimento, a detecgdo ou prevencgéo de
qualquer mudanca nos fatores determinantes e condicionantes de saude individual ou coletiva,
com a finalidade de recomendar e adotar as medidas de prevencéo e controle das doencas ou
agravos". E uma ferramenta de priorizagio das ages em sadide permite monitorar o estado de
salde da populacdo em relacdo aos agravos que foram ou permanecem como objeto de
prevencdo e controle. Trata-se de um conjunto de atividades destinadas a obter informacoes
necessarias para se conhecer a situacdo epidemioldgica em questdo, detectando ou prevendo
as alteracdes provaveis dos condicionantes focalizados e orientando a aplicacdo de medidas
preventivas, mantendo-as ou modificando-as, com o propésito de atingir os melhores

resultados possiveis em termos de efetividade e impacto na populacdo (FORATINNI, 2004).

1.2 Programa Nacional de Imunizac6es

As vacinas foram desenvolvidas para ser uma das mais bem-sucedidas e rentaveis
medidas de saude publica, para prevenir doencas e salvar vidas. Desde a ultima metade do
século XX, doencas que antes eram muito comuns, tornaram-se raras no mundo desenvolvido,
devido principalmente & imunizagio generalizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) foi formulado em 1973 com o objetivo de
coordenar as agdes de imunizacbes no pais que se caracterizavam, até entdo, pela
descontinuidade, pelo carater episodico e pela reduzida area de cobertura. Em 1975, o PNI foi
institucionalizado resultante do somatorio de fatores, de ambito nacional e internacional, que
convergiam para estimular e expandir a utilizacdo de agentes imunizantes, buscando a
integridade das acdes de imunizagBes realizadas no pais. O PNI passou a coordenar as

atividades de imunizages desenvolvidas rotineiramente na rede de servicos e, para tanto,
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tracou diretrizes pautadas na experiéncia da Fundacdo de Servicos de Saude Publica, com a
prestacdo de servigos integrais de saude através de sua rede propria (DATASUS, 2019).

O PNI define os calendarios de vacinagdo considerando a situacao epidemioldgica, o
risco, a vulnerabilidade e as especificidades sociais, com orientacdes especificas para
criancas, adolescentes, adultos, gestantes, idosos e povos indigenas. Para que o programa
continue representando um sucesso na saude publica, cada vez mais esforcos devem ser
despendidos. Todas as doencas prevenidas pelas vacinas que constam no calendario de
vacinacdo, se ndo forem alvo de acbes prioritarias, podem voltar a se tornar recorrentes
(BRASIL, 2018).

Algumas das funcdes do PNI abrangem a investigacdo de surtos de doencas, a
coordenacdo da rede nacional de laboratorios de saude publica, o gerenciamento dos
sistemas de informacédo de mortalidade, agravos de notificacdo obrigatoria e nascidos vivos,
a realizacdo de inquéritos de fatores de risco, a coordenacdo de doengas e agravos nao
transmissiveis e analise da situacdo de saude, incluindo investigacGes e inquéritos sobre
fatores de risco de doencas ndo transmissiveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Um dos fatores preponderantes para o sucesso das praticas de imunizacdo € o uso de
imunobioldgicos de qualidade comprovada. A responsabilidade pela qualidade, seguranca e
eficacia do produto biolégico é primeiramente do fabricante, entretanto, a autoridade sanitaria
nacional de cada pais é responsavel por estabelecer procedimentos para assegurar que 0S
fabricantes e os produtos, importados ou de producdo nacional, cumpram os critérios
necessarios.

A integracdo entre varias entidades parceiras como as instituices de salde, a
vigilancia epidemioldgica de doencas transmissiveis, as coordenagdes estaduais e municipais
de imunizacgdo, o PNI, a ANVISA, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS/FIOCRUZ), os laboratorios produtores detentores de registro, a Organizagdo Pan-
Americana da Satde (OPAS) e a OMS (MINISTERIO DA SAUDE, 2014) é necessaria para
0 acompanhamento epidemiolégico e sanitario.

No Brasil, € do INCQS a responsabilidade oficial exclusiva sobre a fiscalizacdo e o
controle de qualidade dos imunobiol6gicos. As demandas vém do PNI ou da ANVISA. No
caso dos soros e das vacinas, quem faz os pedidos de analise ¢ o PNI. Em casos
extraordinarios, chegam demandas da Organizagdo Mundial da Sadde (OMS) ou da
Organizacdo Pan-americana de Salde (Opas), sobretudo para programas de vacinagdo na
América Latina. A fiscalizacdo dos imunobioldgicos ¢é feita lote a lote, de acordo com normas
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internacionais. Os laudos sdo enviados para o PNI, que distribui os soros e vacinas para mais
de cinco mil municipios do Brasil. No caso dos biofarmacos, as demandas, em sua totalidade,
sdo oriundas da ANVISA. (INCQS, 2019).

1.3 InformacGes de saude

A mensuracdo do estado de saude da populacdo é uma tradicdo em salde publica.
Teve seu inicio com o registro sistematico de dados de mortalidade e de sobrevivéncia. Com
0s avancos no controle das doencas infecciosas e com a melhor compreensdo do conceito de
salde e de seus determinantes populacionais, a analise da situacdo sanitaria passou a
incorporar outras dimensdes do estado de satude (DATASUS, 2019).

O Departamento de Informética do SUS (DATASUS) é uma plataforma online do
governo federal que disponibiliza informacGes que podem servir para subsidiar analises
objetivas da situacdo sanitaria, tomadas de decisdo baseadas em evidéncias e elaboracdo de
programas de acGes de salde. Dados de morbidade, acesso a servicos, condi¢cdes de vida e
fatores ambientais passaram a ser medidas utilizadas na construgéo de indicadores de salde,
que se traduzem em informagé&o relevante para a quantificacdo e a avaliacdo das informacGes
em saude.

O Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), criado pelo MS, tem
por objetivo o registro e processamento dos dados sobre agravos de notificacdo em todo o
territério nacional, fornecendo informacdes para analise do perfil da morbidade e
contribuindo para a tomada de decisdo em niveis municipal, estadual e federal. O SINAN é
alimentado, principalmente, pela notificacdo e investigacdo de casos de doencas e agravos
descritos na lista nacional de doengas de notificagdo compulsoria (Portaria GM/MS n° 5, de
21 de fevereiro de 2006). No entanto, é facultado a estados e municipios incluir outros

problemas de salde importantes em sua regido.
1.4 Doencga meningococica
A doenca meningocdcica (DM) é uma infecgdo grave causada pela bactéria Neisseria

meningitidis, também conhecida como meningococo. A DM pode se manifestar como

meningite (ao atingir as meninges e a medula espinhal) ou septicemia (ao invadir a corrente
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sanguinea). A doenca é fatal em 50 a 80% dos casos ndo tratados, e as taxas de mortalidade,
mesmo em individuos tratados, sdo de 10 a 15% (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2015).

A transmissdao ocorre pelo contato direto com individuos colonizados (pacientes ou
portadores) através de secrec¢do ou saliva. Os sintomas iniciais so dor de cabeca, rigidez do
pescoco, confusdo mental e petéquias, podendo evoluir para a faléncia de 6rgaos.

A progressdo da doenca é rapida e aproximadamente 30% dos pacientes que
sobrevivem a DM apresentam sequelas que afetam o funcionamento fisico, cognitivo e
psicoldgico. Isso pode levar a comprometimento neurolégico, perda da audicdo, amputacao de
membros e dedos ou cicatrizes na pele (EDMOND et al.,, 2010; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). O diagndstico imediato da doenca e o tratamento precoce com
antibioticos sdo cruciais no combate a DM.

O tratamento para DM inclui a administracdo de antibiticos na tentativa de reduzir a
mortalidade e restringir sua disseminacéo, devido a rapida proliferacdo do micro-organismo e
a producdo de endotoxinas. Atualmente, o meningococo tem se mostrado sensivel
especialmente a ceftriaxona, com susceptibilidade reduzida a penicilina G e ampicilina
(GORLA et al, 2018). Manter-se atualizado com as vacinas recomendadas é a melhor defesa
contraa DM (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2015).

As criangas sdo particularmente mais vulnerdveis a DM devido & sua imaturidade
imunitaria, justificada pela falta de resposta a antigenos polissacaridicos, como 0s presentes
na capsula do meningococo. Mais de 75% de todos os casos de meningite meningocdcica e
septicemia ocorrem em criangas menores de 5 anos de idade. Adolescentes e adultos jovens
sd0 0 grupo com maior prevaléncia de transporte nasofaringeo e a DM ¢é relativamente
comum nessa faixa etaria (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A DM ocorre como uma doenga endémica com casos esporardicos, epidemias ou
surtos (DWILOW; FANELLA, 2015). A incidéncia da DM pode aumentar em todos o0s
grupos etarios durante surtos e epidemias, associados a aglomeragcdes de pessoas em
ambientes fechados como escolas, dormitdrios universitarios e quartéis. Outro grupo de risco
inclui  individuos com  deficiéncias no sistema complemento ou asplenia
(GOLDSCHNEIDER, 1969 apud DWILOW; FANELLA, 2015).

A DM esté incluida na relacdo nacional de doencas de notificagdo compulsoéria e todos
0s casos suspeitos de meningite devem ser notificados imediatamente aos servicos de saude

publica, j& que apresenta potencial epidémico e alto indice de letalidade. Os resultados
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laboratoriais, procedentes de investigagdo de surtos, devem ser notificados de forma imediata
pelos Laboratorios de Saude Publica dos Estados (LACEN) e Laboratorios de Referéncia
Nacional ou Regional (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). De acordo com a OMS, ndo ha
estimativas precisas da carga global da DM, uma situacdo causada pela vigilancia inadequada
em muitas partes do mundo.

As autoridades de Vigilancia em Salde devem iniciar a investigacao epidemioldgica e
controle sanitario na avaliacdo da necessidade de adocdo de medidas de controle pertinentes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009b). Anualmente, estima-se que 500 mil casos de DM e 50
mil casos de 6bitos ocorram no mundo (RUTTIMANN et al., 2014).

1.5 Agente etiologico

Neisseria meningitidis (meningococo) foi isolado pela primeira vez em 1887, a partir
do liquido cefalorraquidiano (LCR) de um paciente e identificado como um dos agentes
causadores da meningite bacteriana (WEICHSELBAUM, 1887 apud ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012). Antes da década de 1920, sem tratamento adequado, a doenca era fatal
em até 70% dos casos (BROKER; BERTIB; CONSTANTINO, 2016).

O meningococo € a principal causa de meningite em todo o mundo. E uma bactéria
com morfologia de diplococo Gram-negativo imdvel, com aspecto reniforme. E um micro-
organismo aerobio, oxidase e catalase positivas, pertencente a familia Neisseriaceae. Prefere
ambiente Umido e temperatura de 37°C para crescimento 6timo, que pode ser favorecido com
uma concentracdo de 5-10% de CO, (ARDITI; YOGEYV, 1997).

N. meningitidis € um patégeno obrigatério humano que coloniza as membranas
mucosas do trato respiratorio superior (STEPHENS et al., 2007). A fixacdo e a invasdo as
células humanas sdo importantes eventos na colonizacdo nasofaringea, na penetracdo as
células endoteliais e na possivel passagem pela barreira hematoencefélica; eventos esses
facilitados pela pili, proteinas de membrana externa (OMP) e lipo-oligossacarideos (LOS)
(BARTLEY et al., 2013). Diferentemente do lipopolissacarideo (LPS) de bactérias entéricas,
o LPS meningocdcico ndo possui antigenos O e, portanto, é frequentemente referido como
lipo-oligossacarideos (LEWIS; RAM, 2014).

N. meningitidis apresenta um espectro de fatores de viruléncia (Figura 1) designados a
evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro, incluindo a capsula, a proteases IgA, as OMP e
as vesiculas superficiais contendo LOS, que é a endotoxina bacteriana (BATISTA-
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DUHARTE et al., 2013). A pili desempenha um papel fundamental no processo de aderéncia,
invasdo e colonizacdo. A cépsula polissacaridica e o LOS sdo os principais fatores de
viruléncia responsaveis pela patogenicidade da bactéria, pois, respectivamente conferem
propriedades antifagociticas e induzem a producdo de mediadores pro-inflamatorios que
levam ao choque séptico do paciente (BRANDTZAEG et al., 2001).

Figura 1 - Estrutura externa de N. meningitidis demonstrando os principais fatores de
viruléncia: capsula, proteinas de superficie, moléculas e lip-oligossacarideo.
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Fonte: Adaptado de SADARANGANI; POLLARD, 2010.

O meningococo pode ser carreado de forma assintomatica por aproximadamente 10%
da populacdo. Enquanto cepas associadas a portadores assintomaticos sdo muito diversas,
alguns clones genéticos hiperinvasivos da espécie podem se espalhar rapidamente por
populacBes humanas, resultando em epidemias de meningite meningocécica no mundo
(CAUGANT, 2008).

Caracteristicas fenotipicas baseadas na cultura e isolamento do micro-organismo,
como a observacdo das caracteristicas morfotintoriais pela coloracdo de Gram e o testes
soroldgicos para determinagdo do sorogrupo sdo usuais na identificagdo do meningococo.
Atualmente, métodos moleculares como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a PCR em

tempo real (qQPCR) sdo utilizados na identificacdo da espécie e geralmente s&o
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complementares a caracterizagdo fenotipica. O sequenciamento do gene 16S rRNA e a
deteccdo de genes como nspA (DE FILIPPIS et al., 2005), sodC (DOLAN THOMAS et al.,
2011) e crgA (TAHA, 2000) séo alternativas para identificar o meningococo, principalmente a
partir de material clinico quando ndo se consegue isolamento do micro-organismo. Diene et al
(2016), apos o sequenciamento do genoma de N. meningitidis, sugeriram a anélise dos genes
metA e tauE para detec¢do da espécie por gPCR.

1.5.1 Classificacdo do meningococo

A classificacdo precisa de isolados de N. meningitidis de casos de DM é essencial para
a vigilancia epidemioldgica adequada, para a adocao de medidas preventivas e para evitar a
disseminacéo da doenca.

A classificacdo mais abrangente do meningococo é baseada em sorogrupos. N.
meningitidis € classificada em doze sorogrupos com base na variacdo antigénica da capsula
polissacaridica, no entanto apenas seis (A, B, C, Y, W-135 e X) séo responsaveis por mais de
90% dos casos de DM no mundo (HARRISON et al., 2013; STEPHENS, 2007). A
classificacdo em sorogrupos pode ser realizada através de métodos imunoldgicos como a
aglutinacdo em latex ou por métodos moleculares, pela analise da amplificacdo dos genes
siaD (TAHA, 2000) ou tza (TZANAKAKI et al., 2003). Os métodos moleculares sdo mais
sensiveis por permitirem a determinacdo presuntiva dos sorogrupos diretamente a partir de
material clinico. A deteccdo do gene siaD, que codifica a polisialiltransferase € utilizada na
determinacéo dos sorogrupos B, C, Y e W-135 (LEWIS et al., 2003).

Os meningococos apresentam alta diversidade genética e consequentemente grande
variedade de gendtipos e fenotipos. A caracterizacdo e diferenciacdo soroldgica dos
meningococos Ssdo importantes ndo somente para o diagndstico e investigacdes
epidemioldgicas, mas também para o desenvolvimento ou atualizacdo de vacinas especificas
para cada sorogrupo (BROKER, 2003). Estudos anteriores relataram que o meningococo é
capaz de invadir as mucosas e se deslocar para as células epiteliais e endoteliais. A adesao as
células e aos tecidos epiteliais do hospedeiro é necessaria para a colonizacdo e transmissao
bacteriana e € comum a cepas invasivas e ndo invasivas (STEPHENS et al., 2009). A
aderéncia e penetracao sdo facilitadas pela acdo das OMP, principalmente porinas e adesinas.
O micro-organismo pode ser classificado em sorotipos/subtipos e imunotipos, de acordo com
variantes das porinas (Porina B (PorB) e Porina A (PorA)) e do lipo-oligossacarideo,
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respectivamente (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). Alguns sistemas genéticos conservados
nas bactérias patogénicas, como a transformacdo do DNA e a variabilidade dos antigenos
provavelmente, contribuem para a colonizacdo e sobrevivéncia no hospedeiro (ROTMAN;
SEIFERT, 2014).

Algumas das proteinas de superficie (fHbp, NadA, PorA e NHBA) possuem ainda
importancia imunoldgica pois séo utilizadas como antigenos vacinais no desenvolvimento de
vacinas proteicas contra cepas do sorogrupo B, cujo polissacarideo ndo é imunogénico e
portanto ndo ha vacina polissacaridica contra esse sorogrupo. A proteina FetA regula a
captacdo de ferro e esta presente em quase todos os isolados de meningococos invasivos, e
como a PorA, exibe um alto nivel de diversidade antigénica (THOMPSON et al., 2003), além
de compor a nomenclatura oficial fenotipica do meningococo (HARRISON, 2013).

A diversidade e a dinAmica de populacdes de N. meningitidis podem ser relatadas por
sistemas de tipificacfes de alta resolucdo como o Multilocus Sequence Typing (MLST)
(MAIDEN, 1998). O MLST é um método muito discriminatorio que permite a classificacéo
em complexos clonais (CC) e tipos sequenciais (ST) a partir da analise de sete genes

conservados.

1.6 Cépsula polissacaridica

Muitas bactérias patogénicas possuem uma capsula polissacaridica que delimita a
célula, regula o fluxo de nutrientes e a protege contra desidratacdo (UNITED STATES
PHARMACOPEIAL, 2016). A céapsula polissacaridica do meningococo possui a fungdo de
protecdo contra mediadores do hospedeiro e fagocitose, possibilitando sua sobrevivéncia
durante a invasdo da corrente sanguinea e no ambiente intracelular da célula humana. A
capsula é definida de acordo com a sua reatividade a anticorpos e sua composicao
polissacaridica determina a classificacdo em sorogrupos (SPINOSA et al., 2007). Embora a
capsula seja considerada um importante fator de viruléncia dos meningococos, as cepas de N.
meningitidis ndo encapsuladas também podem causar doenga invasiva (TZENG; THOMAS;
STEPHENS, 2015). A determinacdo dos genes (ou combinagdes de genes) que sdo
responsaveis pela viruléncia € um campo ativo de investigacéo.

Os sorogrupos B, C, Y e W-135 possuem suas capsulas compostas por &cido sialico
(ROSESTEIN et al., 2001). O acido siélico refere-se a uma familia de carboidratos derivados

do &cido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), encontrados em um ndmero limitado de micro-
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organismos patogénicos (KLEIN; ROUSSEL, 1998). O é&cido sidlico na célula hospedeira
evita a acdo do sistema imunoldgico (VIMR et al., 2004). A tabela 1 apresenta a estrutura das

unidades de repeticdo dos polissacarideos nos sorogrupos A, B, C, Y e W-135.

Tabela 1 - Estrutura das unidades de repeticdo dos polissacarideos nos sorogrupos A, B, C, Y
e W-135.

Sorogrupo Unidades Ligacéo Localizacédo O-acetil
A —6)-0-D-ManNac-1( PO4— a-(1—6) C-3 de manosamina
—8)-0-D-NeuNac-(2 — a-(2—38) Ausente
C —9)-a-D-NeuNac-(2 — a-(2—9) C-7 e C-8 do acido sialico
C-3 e C-4 da Galactose
Y —6)-a-D-Glcp-Nac-(1—4)-a-D-NeupNac-2—  a-(2—6) o

C-7 do acido sialico

W-135 —6)-0-D-Glcp-(1—4)-a-D-NeupNac-2— a-(2—6) C-7 e C-9 do &cido sialico

ManNac, N-acetilmanose; NeuNac, acido N-acetilneuraminico; Glcp-Nac, N-acetilglicosamina.
Fonte: TZENg et al, 2015

A organizacdo dos genes da capsula de N. meningitidis é semelhante a de outros
micro-organismos como Haemophilus influenza e Escherichia coli (GUDLAVALLETI et al.,
2004). Os mecanismos moleculares envolvidos na biossintese da capsula de N. meningitidis
foram identificados e os genes envolvidos nesse processo e na translocacdo da superficie
celular sdo agrupados em um unico locus cromossémico denominado cps (HARRISON et al.,
2013).

Os genes necessarios para a expressao capsular sdo constituidos por cinco regifes (A-
E). A regido A é responsavel pela sintese do polissacarideo, a regido B participa no processo
de modificacdo do lipideo, a regido C é responsavel pelo transporte do polissacarideo para o
exterior da célula, a regido D é envolvida na sintese do LOS e a funcdo da regido E ainda néo
é bem conhecida (YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004).

A expressao da capsula e necessaria para manifestacdo da DM. Alterac6es na estrutura
da cépsula DM (por exemplo, hipo ou hiper encapsulamento, troca de sorogrupo, acetilacdo)
podem influenciar os ensaios diagnésticos ou levar a fuga imune. A perda ou reducdo da
regulacdo da capsula também é critica na biologia meningococica, facilitando a fixacdo de
meningococos, a formacdo de microcolonias e a colonizacdo das superficies mucosas
humanas (TZENG; THOMAS; STEPHENS et al., 2015).
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Os polissacarideos capsulares (PSCs) sdo polimeros de alto peso molecular que
conttm uma unidade de repeticdo, que pode ser um Unico monossacarideo ou um
oligossacarideo com estrutura linear ou ramificada (UNITED STATES PHARMACOPEIAL,
2016). Os PSCs constituem o principal fator de viruléncia de muitas bactérias patogénicas que
causam doengas invasivas e, portanto, constitutem parte essencial de vérias vacinas contra
doencas causadas por organismos encapsulados (HARRISON, 2013). Os PSCs sdo antigenos
T-independentes do tipo 2, ndo induzem a geracgédo de células de memoria e a capacidade dos
individuos responderem a eles depende da maturidade imunoldgica relacionada com a idade
(FRASCH, 1990).

Bhattacharjee et al. (1975) fizeram os primeiros relatos sobre a estrutura do &cido
sialico do PSC meningocdcico dos sorogrupos C, W-135 e Y. Mais de 40 tipos diferentes de
modificagdes ocorrem naturalmente na estrutura do acido sidlico, como grupos acetil, metil,
lactil, sulfato e fosfato. A acetilacdo influencia muitas propriedades da molécula do acido
sidlico.

Liu et al (1971) sugeriram que os PSCs correspondentes aos sorogrupos B e C sdo
guimicamente e imunologicamente diferentes. O PSC do sorogrupo C pode apresentar as
formas O-acetilada (OAc") ou de-O-acetilada (OAC), enquanto que o PSC do sorogrupo B
apresenta-se apenas de-O-acetilado, além de apresentar ligacdo quimica diferenciada (Tabela
1). Nos sorogrupos C, W-135 e Y, o acido sialico pode ser modificado pela acetilacéo
(BHATTACHARJEE et al., 1975).

A maioria das cepas do sorogrupo C produzem um PSC OAc®, um homopolimero de
acido N-acetilneuraminico com grupos O-acetil nas posicdes C; ou Cg do &cido sidlico
(JENNING et al., 1977; BURRAGE, 2002). As possiveis conformacdes da acetilacdo do PSC
foram reveladas por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-
H) (JONES; LEMERCINIER, 2002). A Figura 2 apresenta as diferentes estruturas dos PSCs
de acordo com 0s sorogrupos.

Em 1976, utilizando método de imunofluorescéncia, Apicella e Feldman concluiram
que 15% das cepas do sorogrupo C circulantes nos Estados Unidos (EUA) possuiam PSC
OAc-. Posteriormente, estudos de caracterizacdo antigénica dos meningococos no Reino
Unido constataram que 12% das cepas sorogrupo C causadoras de doenga ndo continham o
radical O-acetil em sua capsula polissacaridica (BORROW et al., 2000).
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Figura 2 - Estruturas quimicas de unidades monossacaridicas dos polissacarideos

meningocdcicos para as quais existem atualmente vacinas conjugadas.
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O desenvolvimento de uma vacina contendo 0 PSC OAc- (Neisvac-C® - Laboratério
Baxter) apresentou niveis de IgG duas vezes maiores e a atividade bactericida mais acentuada
qguando comparada a vacina meningocécica C conjugada, que contétm o PSC OAc+
(RICHMOND et al., 2001). Michon et al. (2000) demonstraram que a imunogenicidade dos
PSCs era inversamente correlacionada ao grau de acetilagdo: PSC OAc+ mostrou ser menos
imunogénico quando comparado ao PSC OAc- (ARAKERE; FRASCH, 1991, MICHON et
al., 2000). Ensaios clinicos conduzidos nas décadas de 1970 e 1980 sugeriram que o PSC
OAc- poderia substituir o PSC OAc+ no desenvolvimento da vacina (GLODE, 1979). A
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vacina produzida com o PSC OAc- (Neisvac-C®) foi introduzida em 32 paises (PELTOLA,
1985 apud FUSCO et al., 2007).

Por recomendacdo da OMS, ensaios que demonstrem a seguranca e a imunogenicidade
de uma vacina séo baseados na atividade bactericida e na avaliacdo de respostas imunoldgicas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). A atividade bactericida do PSC OAc- foi
maior quando comparada ao PSC OAc+ nas posi¢fes C; e Cg, sendo o ultimo, dez vezes
maior quando comparado ao PSC OAc+ no C; (FUSCO et al., 2007). A vacina de-O-acetilada
induz a producdo de anticorpos direcionados contra haptenos presentes nas cepas de
meningococo com e sem o radical O-acetil, gerando, assim, uma resposta mais abrangente e
maiores titulos de anticorpos bactericidas (RICHMOND et al., 1999a; SNAPE; POLLARD,
2005). Tais evidéncias sugerem que vacinas produzidas com o PSC OAc- podem garantir

maior imunogenicidade quando comparadas a vacina contendo o PSC OAc+.
1.6.1. Bases moleculares da acetilacdo do polissacarideo capsular

As O-acetiltransferases sdo enzimas muito comuns em bactérias e possuem a
capacidade de modificar substratos, como carboidratos, aminoécidos e xenobioticos. Podem
ser proteinas encontradas no citosol, associadas ou integradas a membrana interna e incluem
membros de diferentes familias de proteinas (BERGFELD et al., 2009). Agentes patogénicos,
tais como o pneumococo sorotipo 9V, Salmonella enterica serovar Typhi VI, Staphylococcus
aureus sorotipos 5 e 8 e E. coli K1 expressam capsulas O-acetiladas. A importancia bioldgica
da acetilacdo da cépsula parece ser dependente de espécies ou subespécies. A funcdo da
acetilacdo altera as propriedades fisico-quimicas do PSC (KLEIN; ROUSSEL, 1998) e, em
alguns agentes patogénicos, a acetilagdo do PSC estd envolvida no reconhecimento imune
(CLAUS et al., 2004; GUDLAVALLETI, 2004). A acetilagcdo parcial ou a migracdo dos
grupos O-acetil entre diferentes hidroxilas modifica o grau de heterogenicidade dos PSCs
(UNITED STATES PHARMACOPEIAL, 2016).

Em N. meningitidis sorogrupo C, o gene oatC codifica modifica¢cbes no PSC devido as
alteracdes na O-acetiltransferase do meningococo. Claus et al. (2004) foram os pioneiros na
descricdo do gene oatC. Ao analisar a cepa 2120 (OAc’, CC 11), uma sequéncia aberta de
leitura (ORF) foi encontrada proxima ao gene siaD e nomeada oatC. Por meio de buscas no
Genbank e Swiss-prot, 0s autores observaram que a sequéncia ndo possuia homologia com

qualquer outro gene ou proteina. O gene oatC compartilha alto conteddo A+T com o operon
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sia. Resultados da RT-PCR demonstraram que o gene oatC é co-transcrito com o0 operon e
pode ser considerado parte da regido A do locus cps (Figura 3) (CLAUS et al., 2004).

Em meningococos com capsula composta de acido sialico, a regido A do locus cps
compreende o0s genes siaA-siaD, com o siaC codificando enzimas requeridas para a ativacdo
da sintese do éacido sialico e o siaD codificando polisialiltransferases de diferentes sorogrupos
(VOGEL et al., 2004). As caracteristicas do gene oatC estdo apresentadas na tabela 2.

Figura 3 - Organizacéo genética do locus cps em N. meningitidis sorogrupo C.
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HC51 e HC381 sdo os iniciadores utilizados na amplificacdo do gene oatC.
Fonte: Adaptado de CLAUS et al., 2004.

Tabela 2 - Propriedades do gene oatC no meningococo sorogrupo C.

Caracteristica OatC

Tamanho do gene 1383 pb

Tamanho da proteina 461

Conteido A+T 71%

Operon Transcrito com operon sia
(sintese do &cido polisialico)

Variagdo de fase Trato homopolimérico

Inserces e delecbes Né&o observado

Fonte: Adaptado de VOGEL et al., 2004.

1.7 Epidemiologia da doenga meningococica no mundo

A epidemiologia da DM é dindmica, com mudangas continuas nas incidéncias de
sorogrupos de N. meningitidis e com o surgimento de novas variantes, principalmente apos a
introducdo de vacinas altamente efetivas como a MenC. E dificil estimar os nimeros relativos
a incidéncia de DM devido a imprecisdes nos relatos, nas varidveis de vigilancia

epidemioldgica em todo o mundo, juntamente com a subnotificagcdo reconhecida em muitos
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paises em desenvolvimento. Em paises desenvolvidos, a incidéncia conhecida de DM
diminuiu para menos de um caso por 100.000 habitantes por ano (NADEL; NINIS, 2018).

A taxa de frequéncia da doenca meningocdcica e a distribuicdo dos sorogrupos varia
entre diferentes regides geograficas (SAFADI et al., 2010) (Figura 4). Alguns fatores
associados a distribuicdo da DM sdo faixa etaria, condi¢des socioeconémicas e perfil clonal.
Em geral, a incidéncia da doenga é maior em paises em desenvolvimento, especialmente em

areas com grandes aglomerados populacionais, que favorecem seu potencial epidémico.

Figura 4 - Distribuicdo dos sorogrupos de N. meningitidis em diferentes regiées do mundo.
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Fonte: BORROW, 2017; HALPERIN, 2012.

Em 2009, uma epidemia sazonal em uma larga faixa da Africa subsaariana infectou
aproximadamente 88 mil pessoas e matou mais de cinco mil. No final de 2010, menos de uma
década apés a criacdo do Projeto de Vacina da Meningite (uma parceria entre a OMS e 0
Program for Appropriate Technology in Health - PATH), as autoridades nacionais dos trés
paises mais afetados, introduziram uma nova vacina conjugada contra o sorogrupo A —
MenAfricVac. A vacina é capaz de dar imunidade de longa duragéo para criancas a partir de
um ano de idade, por um prego acessivel (PATH, 2014). No continente Africano, entre 67 a
77% da doenca é causada pelos sorogrupos A, C, W-135 ou Y. O ultimo pico de incidéncia,
em 2006, foi atribuido ao sorogrupo W-135 e o CC11 foi o0 mais prevalente, com altas taxas

de infeccdo em criancas e adolescentes (MEIRING et al., 2014). A descricdo de surtos
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relacionados ao sorogrupo X destacam a necessidade de uma nova abordagem baseada na
vacina conjugada (BOISIER et al., 2007).

Um estudo realizado dois anos apos o inicio do programa de vacinacdo infantil na
Africa mostrou a prevaléncia de 10% de adolescentes que carreiam 0 meningococo nha
nasofaringe, onde o sorogrupo C foi o mais comum (1,32%), seguido dos sorogrupos B
(0,99% ), E (0,74%), Y (0,49%) e W-135 (0,25%) (IBARZ-PAVON et al., 2012). A infeccio
pelo virus da AIDS tém sido associada a uma incidéncia aumentada de DM, maior risco de
bacteremia e maior taxa de mortalidade em populagdes nédo infectadas (VON GOTTBERG et
al., 2008).

A incidéncia da DM ¢é atualmente baixa em muitas partes da Europa, com diferente
distribuicdo de sorogrupos e diferentes politicas de vacinacdo (BORROW et al., 2016).
Estratégias de vacinacdo de rotina foram implementadas na Franca, Alemanha, Holanda e
Espanha, reduzindo drasticamente a incidéncia de DM relacionada ao sorogrupo C (ECDC,
2015). Na Rdssia, a notificagdo de DM € obrigatoria. Apesar da falta de metodologias de
tipificacdo, a disponibilidade de métodos baseados na PCR esta aumentando (KOROLEVA,
2014 apud BORROW, 2017). O sorogrupo B atualmente é dominante em toda a Europa, esse
aumento foi constatado apds o uso generalizado da vacina meningocécica conjugada C
(HALPERIN et al., 2012).

Na América do Norte, com exce¢do do México, os sistemas de vigilancia estdo em
vigor e sdo considerados ativos. Os sorogrupos B e C sdo 0s sorogrupos predominantes; no
entanto, surtos localizados causados por clones pertencentes a diferentes sorogrupos foram
observados. No México, nem todos os isolados sdo submetidos ao Laboratério de Referéncia
Nacional. Como consequéncia, 0 nimero de casos de DM ¢é subestimado e poucos isolados
recebem caracterizacdo. Nos EUA, grande parte do sorogrupo B foi associada a um isolado
pertencente ao CC32 (FISCHER; PERKINS apud BACCARINI et al., 2013). O sorogrupo Y
tornou-se recentemente uma importante causa de DM invasiva nos EUA, mas ainda ndo foi
relatado no Canada (BACCARINI et al., 2013). No Canad4, entre 2009 e 2012, quando todos
0s programas de vacinagdo tinham sido estabelecidos, a incidéncia da DM diminuiu em 77%
(SADARANGANI et al., 2014).

A epidemiologia da DM na América Latina é caracterizada por diferengas marcantes
de pais para pais. Os sorogrupos B e C sdo responsaveis pela maioria dos casos de DM, mas 0
surgimento de sorogrupos W-135 e Y foram relatados em alguns paises. No Chile, devido a
frequéncia de diferentes sorogrupos, a vacina tetravalente MenACWY foi incluida no
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programa nacional de imuniza¢io para todas as criangas com idade >1 ano (SAFADI;
CINTRA, 2010).

Em 1993, a OPAS e a OMS implantaram um programa de rede de vigilancia, chamado
Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes Responsables de Neumonias y Meningitis
Bacterianas (SIREVA), para casos de Streptococcus pneumoniae, H. influenzae e
N.meningitidis. A rede SIREVA realiza uma andlise sistematica de todas as cepas
disponibilizadas pela rede de pesquisa epidemiologica de 20 paises da América Latina
(SAFADI; CINTRA, 2010).

1.8 Epidemiologia da doenga meningocdcica no Brasil

O Brasil viveu uma grande epidemia de DM causada pelo sorogrupo B na primeira
metade da década de 70. Nos anos 80 e 90, a elevacgdo da incidéncia foi localizada, atingindo
varias cidades brasileiras. A incidéncia desse sorogrupo atingiu seu pico em 1996 com 7,8
casos por 100 mil habitantes, com epicentro no estado de S&o Paulo, onde 80% dos casos
foram relacionados ao sorogrupo B, mantendo sua prevaléncia até 2002. No mesmo ano, foi
observado um significante aumento na proporc¢éo de casos da doenca causados pelo sorogrupo
C nos estados da Bahia, Pernambuco, Minas Gerais, S&o Paulo e Rio de Janeiro. Em 2006, o
sorogrupo C foi responsavel por 55,2% dos casos identificados, o sorogrupo B por 38,2%, 0o
sorogrupo W-135 por 5% e o sorogrupo Y por 1,6% (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

A proporcdo de cepas sorogrupo B diminuiu de 74,5% em 2000 para 25,7% em 2008,
correspondendo a uma queda de 0,6 para 0,1 casos por 100 mil habitantes na incidéncia média
anual. A taxa de notificacdo da DM entre 2009 e 2010 foi de sete casos em 100 mil
habitantes, relatados em criangas menores de dois anos (AZEVEDO et al., 2013).

A partir do ano 2002 houve uma significante troca da prevaléncia entre 0s sorogrupos
mais circulantes no pais. O sorogrupo B que possuia uma maior prevaléncia foi substituido
pelo sorogrupo C, que se tornou o sorogrupo mais frequente. A frequéncia do sorogrupo C
aumentou em varios estados brasileiros, de 22,4% para 67,7%. A incidéncia anual do
sorogrupo C passou de 0,2 casos por 100 mil habitantes em 2000 para 0,41 casos por 100 mil
habitantes em 2008. O sorogrupo C continua a ser a causa mais comum da doenca
(DATASUS, 2019). O indice de letalidade da DM no pais € considerado alto, alcangando 18%

a 20% dos casos (Figura 5).
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Figura 5 - Numero de casos confirmados de DM e 6bitos registrados no Brasil nos altimos

anos.
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Fonte: DATASUS, 2019.

O primeiro relato de N. meningitidis sorogrupo W-135 no Brasil ocorreu em 1983 em
Sdo Paulo. Os relatos da DM causada por esse sorogrupo ja foram descritos em diversos
estados brasileiros associadas ao CC11 (LEMOS et al., 2010). Casos de sorogrupo W-135 no
estado do Rio de Janeiro identificaram o mesmo fenétipo presente em cepas da Arébia
Saudita (Hajj), indicando que esse clone esta se espalhando por paises em todo o mundo
(BARROSO; REBELO, 2007). No Rio Grande do Sul, o aumento do nimero de casos do
sorogrupo W-135, relatado a partir de 2003, tem sido associado a emergéncia do clone
hipervirulento W135:P1.5,2:ST-11(CC11) (WEIDLICH et al., 2008). O sorogrupo W néo
aumentou tanto na Argentina ou no Chile, embora o mesmo clone esteja envolvido em casos
esporédicos (LUCIDARME et al., 2015). A distribuicdo dos sorogrupos no Brasil nos dltimos
anos encontra-se na Figura 6.

Salvador € a terceira cidade mais populosa do pais. Antes da introducdo da vacinagéo
com a MenC pelo PNI, uma epidemia do sorogrupo C ocorreu na cidade em 2010,
contabilizando altas taxas da DM. O governo local iniciou uma campanha de vacinagao em
massa, tendo como publico-alvo criangas menores de cinco anos de idade e individuos entre
10 a 24 anos até agosto de 2010. Desta forma, a vacinagdo em Salvador se estendeu a um
grupo de risco em resposta ao surto na cidade, com cobertura estimada de 92% (CARDOSO
etal., 2015; ANDRADE et al., 2017).



36

Figura 6 - Distribuicdo dos sorogrupos de N. meningitidis no Brasil ao longo dos anos.
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Em Pernambuco, no periodo entre 2007 e 2013, a DM apresentou comportamento
endémico, com a ocorréncia média anual de 100 casos, com predominio do sorogrupo C a
partir de 2008. A letalidade da doenca variou ao longo dos anos e em 2013 foi de 19,8%.
Algumas acOes de vigilancia foram colocadas em prética, dentre elas destacam-se a
identificacdo de individuos que tiveram contato préximo e prolongado com o caso suspeito,
orientacdo quanto ao surgimento dos sinais e sintomas e, quando necessaria, a administracdo
de antibidticos. A situacdo epidemioldgica da DM no estado é divulgada através do Informe
Semanal de Doenga Meningocdcica, elaborado pela Secretaria Estadual de Saude (SES) de
Pernambuco (SES, 2013).

No ambito do estado e da cidade do Rio de Janeiro a DM possui primordial relevancia,
tendo sido historicamente relatados varios surtos e epidemias. No estado do Rio de Janeiro, a
incidéncia da DM evidenciou grande variacdo durante as seis ultimas decadas, contudo,
raramente atingiu uma incidéncia média anual superior a 10 casos por 100 mil habitantes
(PESSUTI; SORIANO; MACIEL, 2016). Entre os fatos historicos memoraveis de DM no
estado do Rio de Janeiro, destacam-se 0 surto que ocorreu entre militares na cidade em 1842 e
a epidemia de DM no estado em 1974 (PESSUTI; SORIANO; MACIEL, 2016).

O programa de vigilancia das meningites no estado de Sdo Paulo, 0 mais populoso

estado do pais, € considerado de alta qualidade com a pesquisa ativa de casos e a identificacao
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do agente etiologico. A andlise do impacto da vacinacdo com a MenC ¢ realizada pelo
Sistema de Informacgdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e Instituto Adolfo Lutz, que
asseguram a qualidade dos dados (ANDRADE et al., 2017). Durante 2010, surtos de DM
sorogrupo C ocorreram em duas refinarias de petréleo no estado de Séo Paulo, levando a

vacinacio em massa de funcionarios com a vacina polissacaridica A/C (SAFADI et al., 2014).

1.9 MLST

A diversidade e a dindmica das populacdes de N. meningitidis necessitam de sistemas
de tipificacacéo de alta resolucéo abrangentes para a vigilancia da DM (JOLLEY et al., 2007).
Estudos por tipificacdo molecular tém permitido um melhor entendimento da disseminacao do
meningococo, assim como nas relacGes existentes entre doenca endémica e epidémica
(YAZDANKHAH et al., 2005). Estes dados sdo essenciais para a gestdo nacional e
internacional mais eficaz da DM, além de serem inestimaveis nos estudos de biologia e
evolucdo da populacdo de meningococos. Essa metodologia é amplamente utilizada em
laboratdrios de referéncia em todo o mundo com protocolos validados (JOLLEY et al., 2007).

MLST e atualmente o método mais utilizado para tipificacdo de N. meningitidis. A
técnica do MLST consiste na amplificacdo e sequenciamento de fragmentos internos de 450-
500 pares de base (pb) de sete genes constitutivos: abcZ (transportador putativo ABC), adk
(adenilato-quinase), aroE (chiquimato desidrogenase), fumC (fumarato hidratase), gdh
(glicose-6-fosfato desidrogenase), pdhC (piruvato desidrogenase), pgm (fosfoglucomutase).
MLST tem sido utilizado globalmente para monitorar a epidemiologia da DM e determinar as
relacOes entre isolados em surtos localizados.

MLST utiliza a variagdo na sequéncia dos genes para definir um tipo sequencial (ST).
Para cada locus sdo atribuidos nimero de alelos e um conjunto de sete alelos formam um tipo
sequencial (ST). Um grupo de STs que tenha, no minimo, quatro alelos em comum ¢é definido
como um complexo clonal (CC), ou seja, tem um gendtipo ancestral comum definido como
ST central. Com a designacdo de ST e CC é possivel estabelecer a relacdo epidemioldgica dos
micro-organismos em questdo. (MAIDEN et al., 1998).

Este metodo de genotipagem foi desenvolvido como um método portatil, universal e
definitivo para a caracterizacdo de bactérias e mais recentemente protozoarios e fungos.
Genes constitutivos sdo utilizados por ndo sofrerem presséo seletiva e portanto apresentarem

evolucdo lenta tornando-se bons marcadores de evolugdo e relagBes genéticas entre cepas da
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mesma espécie (MAIDEN et al., 1998). Grupos de meningococos geneticamente relacionados
sdo agrupados em CC. Uma minoria de CC, as chamadas linhagens hiperinvasivas, séo
relativamente estaveis com periodos de vida de muitas décadas e com disseminacéao
geografica global. Essas linhagens sdo responsaveis por um numero desproporcional de casos
de doencas com caracteristicas especificas do fenotipo (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).

1.10 Prevencao da doenca meningococica

As vacinas sdo consideradas a melhor estratégia de controle na prevencdo da DM. No
desenvolvimento de vacinas contra bactérias encapsuladas, o antigeno de maior eficiéncia
para a formulacdo de vacinas é o préprio polissacarideo componente da capsula e principal
fator de viruléncia. Vacinas com esta formulacéo sdo designadas vacinas polissacaridicas.

As primeiras vacinas polissacaridicas utilizadas na prevencdo da DM foram
desenvolvidas contra os sorogrupos A e C, licenciadas em 1975 nos EUA e na Europa pelo
Instituto Merieux. A vacina tetravalente ACYW foi licenciada nos EUA em 1981, a partir da
demonstracdo da satisfacdo da resposta de anticorpos bactericidas para cada um dos quatro
polissacarideos (AYME apud FRASCH, 1990). A descri¢do detalhada das etapas de producédo
da vacina meningococica polissacaridica foi publicada pela OMS em seus relatorios técnicos
e algumas descricdes adicionais foram propostas por Gotschlich, Liu e Artenstein em 1969. A
partir da década de 1970, as vacinas tetravalentes comecaram a ser produzidas no mundo
inteiro apresentando boa eficacia. Apesar de induzir a formacéo de anticorpos bactericidas, o
polissacarideo é um antigeno T-independente, isto é, ndo induz memdria imunoldgica e a
imunogenicidade em criancas menores de dois anos é baixa (LI et al., 2014).

O sucesso das vacinas conjugadas de H. influenzae tipo b (Hib) na reducdo da
incidéncia de doenca invasiva por Hib na infancia acelerou o desenvolvimento de vacinas
conjugadas destinadas a prevenir a infec¢do por outras bactérias encapsuladas (BOOY et al.,
1994). A vacina demonstrou que a imunogenicidade dos polissacarideos aumentaria caso 0
mesmo fosse conjugado a uma proteina carreadora, induzindo uma resposta T-dependente
(ADAMS et al., 1993).

O Reino Unido foi o primeiro pais a introduzir a vacina meningocdcica conjugada C
no seu calendario de vacinacdo em 1999. A vacina foi desenvolvida acoplando-se uma
proteina carreadora timo-dependente (toxoide diftérico ou tetanico) ao polissacarideo do

meningococo formando um complexo antigénico capaz de induzir a producdo de niveis
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elevados de anticorpos bactericidas e a formacéo de populagdes de linfécitos T de memdria de
duracéo prolongada (CONSTANTINO et al., 1992). Atualmente existem vacinas conjugadas
contra os sorogrupos A, C, W-135e Y (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

A primeira vacina conjugada licenciada era composta pelo PSC OAc+ de uma cepa do
sorogrupo C (BORROW et al., 2000). Também foi estudada, no Reino Unido, a vacina
conjugada ao toxodide tetdnico com polissacarideo do sorogrupo C de-O-acetilado para ser
administrada em uma Unica dose em adultos saudaveis demonstrando ser imunogénica e bem
tolerada por este grupo.

A vacina meningococica conjugada C - CRM1g; (mutacdo da toxina diftérica) (MenC)
foi desenvolvida para ser segura e imunogénica em criangas até 3 anos de idade. A vacina foi
licenciada em 2003, mas s foi disponibilizada no setor publico em Centros de Referéncia
para Imunobioldgicos Especiais (CRIES) para criancas com condi¢bes de risco elevado e
outras indicaces como asplenia congénita ou adquirida, indicios de imunodeficiéncia
congénita e receptores de transplante de medula éssea (SSESP, 2013).

Com o objetivo de interromper a transmissdo e consequentemente 0s surtos de DM,
em 2010, o MS aprovou a MenC e incluiu no calendario do PNI em trés doses, a partir dos
dois meses de idade com intervalo minimo de um més entre as doses e de uma vacina
meningocdcica conjugada C (toxdide tetanico) administrada em duas doses, a partir dos dois
meses de idade, com intervalo minimo de dois meses entre as doses. Para criangas acima de
um ano de idade, adolescentes e adultos, qualquer uma destas vacinas pode ser aplicada em
uma Gnica dose (SAFADI; BARROS, 2006, SISTEMA UNICO DE SAUDE, 2012, CDC,
2012). As taxas de cobertura da vacina antes e ap0s a introdugdo das vacinas meningocécicas
conjugadas sdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Cronograma de vacinagdo das vacinas meningococicas conjugadas C e taxa de
cobertura no Brasil, estado de S&o Paulo e Salvador. (continua)

Regido Cronograma Inicio da Vacina Taxa de cobertura
de vacinagéo vacinagéo 2010 2011 2012 2013 2014
Brasil
Rotina de 3,5,12meses  Novembro, MenC- 26.9 100.0 96.2 99.7 95.8
imunizagdo 2010 CRM197°
Sao Paulo
Rotina de 3,5,12meses  Novembro, MenC- 10.8 100.0 98.7 100.0 974

Imunizagdo 2010 CRM197?
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Tabela 4 - Cronograma de vacinacdo das vacinas meningococicas conjugadas C e taxa de
cobertura no Brasil, estado de S&o Paulo e Salvador. (concluséo)

Salvador
Campanha de <5anos Fev, 2010 MenC-TT® 92.2
vacinacao 10-14anos Mai-Ago, 2010  MenC-TT® 80.4
15-19anos Jun-Ago, 2010 MenC-TT® 67.4
20-24anos Ago, 2010 MenC-TT®  40.7
Rotina de
imunizacao 3,5,12meses  Nov, 2010 MenC- 100.0 954 927 938 86.9
CRM197°

¥ Novartis; ® Neisvac-C Baxter; TT, toxdide tetanico.
Fonte: ANDRADE et al. 2017.

A utilizacdo de uma vacina polissacaridica C conjugada a proteina aumenta a eficacia
da cobertura, pois € capaz de proteger criangas menores de um ano, 0 que nao é possivel com
a vacina polissacaridica sem proteina carreadora. O tipo de proteina carreadora usado na
conjugacdo pode afetar a imunogenicidade e o perfil de reatogenicidade da vacina
(ARAKERE; FRASCH, 1991). A introdugdo da MenC no Brasil em 2010 proporcionou uma
reducdo imediata das taxas de incidéncia de DM, especialmente nas criancas, publico-alvo da
vacinacao (Figura 7).

As vacinas conjugadas oferecem algumas vantagens quando comparada a vacinas
polissacaridicas, entre elas a producdo de niveis elevados de anticorpos, a inducdo a meméria
imunoldgica, o que proporciona uma excelente resposta amnestésica (efeito booster) na
reexposicao, persisténcia de protecdo, imunidade de rebanho e reducdo do estado de portador
(GRANOFF; FEAVERS; BORROW, 2004).

Em janeiro de 2017, o MS incluiu uma dose da MenC para adolescentes entre 12 e 13
anos, que foi ampliada em 2018 para 11-14 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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Figura 7 - Taxas de incidéncia de DM antes e ap6s a vacinagdo de rotina MenC no Brasil,
2008-2014.
16 -
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Fonte: BORROW, 2017.

Outra categoria de vacinas desenvolvidas sdo aquelas baseadas em vesiculas de
membrana externa (OMV), utilizadas no controle da DM causada pelo sorogrupo B. Os
polissacarideos capsulares do sorogrupo B sdo pouco imunogénicos e compartilham
similaridade estrutural com os carboidratos encontrados em tecidos humanos (FINNE;
LEINONEN; MAKELA, 1983). A vacinologia reversa permitiu o desenvolvimento das
vacinas proteicas 4CMenB (Bexsero®, GSK) (SERRUTO, 2012) e Trumenba® (Pfizer)
(GHANDI; BALMER; YORK, 2016). A vacina 4CMenB é composta pelas variantes
proteicas fHbp-1, NHBA-2, NadA-8 e P1.7-2,4 das regides varidveis 1 e 2 da PorA
(RODRIGUES et al., 2018). A vacina Trumenba é composta por antigenos da proteina fHbp
da subfamilia A (variante A05) e da subfamilia B (variante BO1) (GHANDI; BALMER,;
YORK, 2016). Apesar da 4CMenB ter sido licenciada para a preven¢do da doenca causada
pelo sorogrupo B, grande parte da comunidade cientifica acredita que os peptideos de alguns
ou todos os antigenos vacinais podem estar presentes em meningococos de outros sorogrupos
(RODRIGUES et al., 2018), aumentando sua abrangéncia a todos os sorogrupos da DM
(BORROW, 2012). Uma nova nomenclatura baseada nas variantes antigénicas da Bexsero,
denominada BAST (Bexsero Antigen System Typing) foi desenvolvida para descrever a
variabilidade de cepas meningocdcicas B frente a vacina. Algumas evidéncias sugerem
associacoes entre o nimero de BAST e 0 CC (BREHONY, 2016).



42

A Iniciativa Global Meningocdcica (GMI) foi criada em 2009 para promover a
prevencdo de DM em todo o mundo por meio da educagdo, da pesquisa, da cooperacdo
internacional e da vacinacdo. A GMI é um grupo internacional de clinicos e cientistas com
experiéncia em DM nas areas de imunologia, microbiologia, epidemiologia e satde publica.
Desde a sua criacdo, vérias reuniGes globais e regionais sdo realizadas e resultaram em
publicacGes sobre a DM (HARRISON et al., 2011).

1.10.1 Controle das Vacinas Meningococicas

As recomendacOes para a producdo e controle das vacinas meningocdécicas
polissacaridicas foram adotadas pela OMS e pelo Comité de Padronizacdo Biologica em 1976
e aperfeicoadas em 1978 e 1981. Estudos clinicos com essas vacinas demonstraram eficacia
em aproximadamente 90% dos casos e provou ser altamente eficiente em intervencdes de
salde publica.

Algumas caracteristicas das cepas vacinais de N. meningitidis devem ser levadas em
conta no controle da vacina, como a pureza e qualidade do PSC. A quantificacdo do contetdo
O-acetil também € um critério de controle de qualidade no protocolo de desenvolvimento de
vacinas. O contetdo O-acetil do PSC € geralmente determinado pelo método colorimétrico de
Hestrin (HESTRIN, 1949), porém tem apresentado baixa sensibilidade. Atualmente utiliza-se
a RMN para determinar o estado de acetilacdo do PSC. A tabela 4 informa as propriedades do
PSC do sorogrupo C utilizado na formulacdo das vacinas meningocécicas de acordo com 0
FDA, OMS e Farmacopeia Americana (USP). Para os quatro polissacarideos meningococicos
(referentes aos sorogrupos A, B, C e Y), hd um nivel minimo de O-acetilacdo especificado
(JONES; LEMERCINIER, 2002).

As vacinas meningocécicas sdo purificadas através de processos quimicos e a
estratéegia de controle depende muito da avaliacdo da caracterizagdo das moléculas e da
purificacdo para garantir que cada lote de vacina seja consistente com as especificagdes para
confirmar sua seguranga e imunogenicidade. Adicionalmente, a imunogenicidade € avaliada
em camundongos e os dados gerados indicam a consisténcia e a integralidade da vacina
(ARAKERE; FRASCH, 1991).
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Tabela 5 - Condicdes fisicas e quimicas do conteddo de PSC dos sorogrupos A, C, Y e W-135
na formulacdo da vacina de acordo com FDA, OMS e Farmacopeia Americana (USP).

Polissacarideo FDA OMS USP

A C Y W-135 A C Y W-135 A C Y W-135

Fésforo (>%) 80 - - - 80 - - - 80 - - -

(A%i/d)oneUfam"“iCO - 80,0 560 56,0 - 80,0 56,0 56,0 - 80,0 56,0 56,0
>%

O-acetil (>nmolfg) 20 20 03 03 20 15 03 03 20 15 143 073
Proteina (<%) 10 10 1,0 1,0 10 10 50 50 1,0 10 10 10
Acidos nucleicos 1,0 10 1,0 1,0 1,0 1,0 20 20 1,0 10 10 1,0
(<%)

E’e}io)mmecu'af 07 07 057 0,68 065 075 08 08 065 075 08 0,8
<Kg

Medidas de acordo com 0,025ug/Kg de polissacarideo.
Fonte: FRASCH, 1990; JONES; LEMERCINIER, 2002.

1.11 Relevancia

A salde no Brasil é uma questdo politico-social direcionada ao controle de doencas
especificas e ao acesso a assisténcia médica. Estudos relacionados a doencas infecciosas
epidémicas, sobretudo aquelas de notificagdo compulséria, necessitam de uma atencao
rigorosa na adocdo e atualizacdo das medidas preventivas e de controle, visto o risco que
conferem a populacéo.

A DM € uma doenga com grande potencial epidémico. Algumas caracteristicas da DM
como a facilidade de transmissdo, rapida evolucdo, possibilidade de sequelas cognitivas e
fisicas e o risco de Obito em poucas horas reforcam a necessidade de um diagnostico rapido e
inicio imediato de tratamento. A MenC foi introduzida no Brasil em 2010 como medida
preventiva e resultou em um significativo declinio dos casos de DM na populagdo vacinada e
ndo vacinada, este Ultimo grupo relacionado a protecdo de rebanho (BIJLSMA et al., 2014).

A MenC foi desenvolvida a partir PSC de N. meningitidis sorogrupo C, que é
altamente imunogénico. Estudos com o PSC meningocdcico demonstraram que as cepas
pertencentes ao sorogrupo C apresentam, em sua maioria, o polissacarideo O-acetilado em C;
e/ou Cg. A presenca de cepas denominadas de-O-acetiladas, isto é, sem o radical O-acetil na
estrutura do polissacarideo, ja foram relatadas em paises desenvolvidos em aproximadamente
12% a 15% das cepas circulantes (APICELLA; FELDMAN, 1976, BORROW, 2000). A

vacina produzida com o PSC OAc- (NeisvacC®) apresentou maior titulo de anticorpos
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quando comparada a vacina meningocdécica conjugada (RICHMOND et al., 2001). Esses
dados estimularam estudos bioquimicos e imunolégicos sobre o polissacarideo capsular, e a
substituicdo pela vacina contendo o PSC de-O-acetilado ja foi considerada.

A vacina vigente no calendario do PNI (MenC) apresentou niveis de eficacia que
garantem a protecdo contra os meningococo C circulantes no Brasil. Apesar de ressaltada a
importancia da conjugacdo proteica como um propulsor na resposta imune, a utilizacdo do
PSC de-O-acetilado na formulacdo da vacina conjugada aumentaria sua imunogenicidade
(RICHMOND et al., 2001). Muito se discute a respeito da influéncia que o estado da
acetilacdo do polissacarideo poderia gerar na dindmica e prevencdo da DM. Assim, este
estudo se apresenta como uma nova referéncia neste aspecto, pela investigacao, tanto a nivel
molecular quanto a nivel imunoldgico, da presenca das cepas O-acetiladas e de-O-acetiladas
no Brasil.

A possivel presenca de cepas contendo o polissacarideo de-O-acetilado no Brasil se
revela como uma nova informacdo no meio académico, pois até 0 momento ndo se tinha
conhecimento sobre esta caracteristica. Os resultados obtidos poderao revelar dados inéditos
no Brasil. Novos esforcos devem ser dispendiados para a vigilancia efetiva dos clones
circulantes, assim como a verificagcdo da necessidade de atualiza¢do da vacina disponibilizada
pelo PNI no pais. Por ser apresentado como o primeito relato de cepas de-O-acetiladas, é
necessario que esses estudos apresentem uma continuidade para que haja 0 acompanhamento
da circulacdo dessas cepas, pela versatilidade que o microrganismo apresenta.

Em paralelo, a analise epidemioldgica das cepas circulantes pela averiguacdo dos
clones circulantes e o conhecimento dos fendtipos de N. meningitidis no pais irdo auxiliar o
entendimento da dindmica desse micro-organismo nas populacdes de risco e colaborar na
geracdo de informacdes para a atualizagdo de uma vacina mais eficaz.

A correlagéo entre os dados do PSC e os dados sobre a epidemiologia da DM podem
fornecer novas informacgdes a respeito da circulagdo do meningococo no pais. Desta forma,
este estudo visa contribuir no aprimoramento das acdes da vigilancia em saude, destacando

sua relevancia para a saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a presenca de cepas com PSC meningocdcicos nas formas O-acetilada e de-O-
acetilada e associar tais caracteristicas a dados epidemioldgicos gerados nos periodos anterior
e posterior a introducdo da MenC no Brasil, garantindo novas informacdes sobre as cepas

brasileiras circulantes no pais.

2.2 Objetivos especificos

o Verificar a especificidade dos PSC OAc+ e OAc- frente a anticorpos monoclonais
especificos e a possibilidade de reacdo cruzada;

e Investigar as bases moleculares da acetilacdo dos PSC em cepas de N. meningitidis
sorogrupo C a partir da comparagdo com os padrfes vacinais O-acetilado e de-O-acetilado;

e Inferir uma porcentagem de cepas de-O-acetiladas a partir da realizacdo de métodos
imunoenzimaticos e moleculares;

e Determinar o perfil clonal das cepas circulantes no periodo proposto, pela metodologia do
MLST e averiguar a presenga de linhagens invasivas;

e Classificar as cepas de N. meningitidis C de acordo com o perfil antigénico pela analise das
OMPs;

e Verificar a ocorréncia de cepas que possuam antigenos vacinais contra o sorogrupo B
(Bexsero) a fim de estabelecer a imunogenicidade desta vacina ao sorogrupo C;

e De acordo com os resultados obtidos, prever os impactos da vacina meningocdcica
conjugada sobre a estrutura do PSC e sobre epidemiologia do meningococo pela avaliagcdo dos

periodos pré e pds-vacinal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cepas vacinais

As cepas vacinais meningococicas do sorogrupo C contendo o PSC OAc+ (C11) e
OAc- (M99) serviram como referéncia em todas as andlises deste estudo, em especial na
determinacéo do estado de acetilacdo do PSC. A cepa O-acetilada foi cedida pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos da Fundacdo Oswaldo Cruz (Bio-Manguinhos/Fiocruz) e a
cepa de-O-acetilada foi cedida pelo Public Health Laboratory, Manchester, Inglaterra. Essas
cepas de referéncia foram depositadas na Colegdo de Pesquisa do INCQS e identificadas

como P4344 e P4400, respectivamente.

3.2  Polissacarideos capsulares

Os PSCs utilizados neste estudo foram: PSC nativo O-acetilado (PSC OAc+) (lote
125EMPCP 07) (Tabela 5), polissacarideo oriundo de uma cepa vacinal e utilizado na
composicdo da MenC que foi previamente isolado e purificado por métodos certificados para
a fabricacdo da MenC em Bio-Manguinhos; e polissacarideo de-O-acetilado (PSC OAc-),
mesmo polissacarideo nativo O-acetilado descrito anteriormente que foi desacetilado por
métodos quimicos.

O PSC OAc+ foi desacetilado de acordo com adaptac6es ao protocolo estabelecido
por Bhattacharjee et al (1975) pela equipe técnica do Laboratério de Tecnologia Bacteriana
(LATEB) de Bio-Manguinhos, e confirmados por RMN-H, em colabora¢do com a Rede de
Plataforma de Métodos Analiticos, subunidade de Ressonancia Magnética Nuclear em
Farmanguinhos — Fiocruz (APENDICE A). Os PSCs foram gentilmente cedidos pela Dra.
Maria de Lourdes Leal e Dra. Marilza Batista Corréa de Bio-Manguinhos/Fiocruz.

Tabela 6 - Propriedades e controle do polissacarideo O-acetilado utilizado no estudo

PSC Proteina DNA LPS (20 Tamanho O-acetil 1,5  Acido Ca*
1% 1% EU/ugde molecular pmoles/mg) Sialico %)
p/p) p/p) PS) em (=80%)
KDa<0.5
OAc+ 0,58 0,24 9,44 99.00 2,10 81,40 5,76

PSC: polissacarideo capsular; LPS: lipopolissacarideo; EU: unidades de endotoxinas.
Fonte: Do autor, 2019.
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3.3 Selecdo e caracterizacao das cepas de origem clinica

Foram selecionadas 113 cepas de N. meningitidis oriundas de amostras clinicas, em
geral sangue e liquor, de pacientes com diagnostico confirmado para DM causada por N.
meningitidis. As amostras sdo procedentes de hospitais ou centros de referéncias publicos:
Laboratorio Central de Satde Publica (LACENS) de Pernambuco e Bahia; Instituto Estadual
de Infectologia Sdo Sebastido e Hospital Municipal Lourenco Jorge do Rio de Janeiro; e
Hospital de Botucatu de S&o Paulo. O Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia (LMR)
do INCQS recebeu o material clinico como demanda espontdnea durante trabalho de
colaboracdo entre o INCQS e esses LACEN para diagnostico de casos negativos por testes
laboratoriais convencionais.

A cultura e isolamento dos micro-organismos foram realizados anteriormente no
LMR, seguido pela coloracdo de Gram, testes sorolégicos e provas bioquimicas da catalase e
oxidase para confirmacdo da espécie. Apds a identificacdo, as cepas foram criopreservadas e
depositadas na Colecdo de Micro-organismos de Pesquisa do INCQS/Fiocruz. Os micro-
organismos foram criopreservados em ampolas e a liofilizacdo foi realizada segundo o
Procedimento Operacional Padronizado (POP) nimero 65.3230.001 (INCQS/FIOCRUZ).

Para este estudo foram selecionadas 66 cepas de Pernambuco, 16 cepas do Rio de
Janeiro, 30 cepas da Bahia e uma de S&o Paulo, isoladas no periodo de 2007 a 2016 (Figura
8). O intervalo dos anos 2007 a 2010 foi considerado como periodo pré-vacinal e o intervalo
dos anos 2011 a 2016 foi considerado como periodo pos-vacinal.

As ampolas liofilizadas foram abertas, hidratadas em caldo Soja Tripticaseina (TSB) e
cultivadas em meio de cultura em base agar Columbia com 5% de sangue equino (&gar
chocolate) em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24h (GRANOFF; FEAVERS; BORROW,
2004). Para cada ampola aberta foram produzidos trés criotubos contendo caldo Brain Heart
Infusion (BHI) com 20% de glicerol, que foram armazenados em freezer -70°C, como uma
alternativa de criopreservagéo.

Para o desenvolvimento deste estudo, as cepas previamente identificadas foram
certificadas por metodologia molecular. A extracdo do DNA genémico foi realizada com o kit
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen®) de acordo com o protocolo para Gram-negativos
seguindo as instrucdes do fabricante. A integridade do DNA gendmico foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% através do digitalizador de imagens ImageQuant 300
(GE). O DNA das amostras foi quantificado pelo kit de quantificacdo fluorométrica Qubit ™,
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fabricado pela ThermoFisher Scientific. Diluigdes foram realizadas para uma concentragdo de
uso de 50ng/pL de DNA.

Figura 8 - Distribuicdo do quantitativo de cepas de N. meningitidis avaliadas
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Fonte: Do autor, 2019.

A confirmacdo da espécie foi realizada pela técnica de PCR, utilizando iniciadores
nspA e a confirmacdo dos sorogrupos foi realizada pela PCR do gene siaDc (Tabela 6). O

fluxograma deste estudo com as metodologias utilizadas esta sintetizado no Apéndice B.

Tabela 7 - Iniciadores utilizados na identificagcdo de N. meningitidis sorogrupo C.

Nome do A e e o Tamanho do A
Gene Iniciador Sequéncia (5°-3%) amplicon (pb) Referéncia
DE
nspA nspal AGCACTTGCCACACTGATTG FILIPPIS
nspa2 GGAACGGACGTTTTTGACAG 480 etal., 2005
siaDc siaDcF TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT TAHA,
siaDcR CAATCACGATTTGCCCAATTGAC 250 2000

Fonte: De Filippis et al., 2005; Taha, 2000.
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3.4  Determinacdo da acetilacdo do polissacarideo capsular

3.4.1 Imunoquimica

3.4.1.1 Antigenos e anticorpos monoclonais

O PSC OAc+, o PSC OAc-, as cepas vacinais inativadas (P4344 e P4400) e as cepas
de origem clinica inativadas foram utilizadas como antigenos nos ensaios imunoenzimaticos.

O processo de inativacdo das cepas vacinais e das cepas de origem clinica foi realizado
através da ressuspensdo do meningococo em solucdo salina (escala 2 de McFarland), seguido
de incubacdo em banho-maria a 60°C por 30 min. A garantia de inativacdo das células ficou
comprovada pela auséncia de crescimento de coldnias ap6s 48 h de incubacdo em condicGes
favoréveis ao crescimento. Para cada reagdo foi utilizado 1 mL da suspensdo do meningococo.

Os anticorpos monoclonais (MAbs) 2016.3 (BORROW et al., 2000) e 1075.18
(GARCIA-OJEDA et al., 2000) foram gentilmente fornecidos pela Dra Marjorie Shapiro e
Dra. Beatty Shanon, pesquisadoras do Food and Drug Administration (FDA). As
caracteristicas dos anticorpos sdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 8 - Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados no estudo

MADb Isotipo Concentracao Volume Ligacéo Referéncia
PSC OAc+ i
1705.18 1gG3 k 1,1 mg/mL 1mL PSC OAc- RUBINSTEIN; STEIN, 1988

BORROW et al., 2000

2016.3 1gG3 k 1,0 mg/mL 0,5mL PSC OAc- GARCIA-OJEDA et al., 2000

MADb,anticorpo monoclonal; PSC OAc+, polissacarideo O-acetilado; PSC OAc-, polissacarideo de-O-acetilado
Fonte: Rubinstein; Stein, 1988; Borrow et al., 2000; Garcia-Ojeda et al., 2000

3.4.1.2 Ensaios imunoenzimaticos

As especificidades dos dois MAbs foram testadas frente aos epitopos de cada
antigeno, tanto os polissacarideos nativos isolados quanto as cepas inativadas contendo 0s
polissacarideos (whole-cell); seguido da avaliacdo da existéncia de reacdo cruzada (avaliacdo
de especificidade do MAb 2016.3 ao epitopo do polissacarideo O-acetilado). Os dois MAb
(1705.18 (MADb+) e 2016.3 (MADb-)) devem apresentar afinidade ao epitopos do PSC OAc+,
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enquanto que o MAb- deveré ter afinidade somente ao epitopo do o0 PSC OAc-, pois 0 mesmo
apresenta epitopos Unicos que sdo mascarados pelo radical O-acetil (ARAKERE; FRASCH,
1991).

Como controle negativo foi utilizado o PSC de H. influenzae e como controle branco
da reacdo foi utilizada albumina do soro bovino (BSA). Para a analise dos PSCs das cepas de
origem clinica, foram selecionadas 21 cepas, escolhidas a partir de caracteristicas sugestivas
que poderiam conter o PSC OAc- pelos métodos moleculares propostos, como o MLST e
analise das OMPs. Aquelas cepas com caracteristicas similares, quanto ao CC, ST e perfil

antigénico a cepa vacinal contendo 0 PSC OAc- (P4400) foram escolhidas para esse fim.

3.4.1.2.1 SDS-PAGE e Imunoblotting

A eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando o detergente anidnico dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi realizada com 0,5 pL, 1 pL e 5 pL do PSC a 1mg/mL
seguido da transferéncia para membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) no sistema de
transferéncia submersa MiniTrans-Blot Cell® por 1 hora (150mA). Os PSCs transferidos
foram ligados a superficie da membrana, favorecendo a imunodeteccdo pelos reagentes. Apds
o periodo de incubacdo foram realizadas sucessivas lavagens com os tampdes TBS e TTBS
(pH 7,6). Apds o bloqueio dos sitios de ligacdo ndo especificos (5 g de Skin Milk, 0,01 g de
azida soédica em 100 mL de TBS), os MAb+ e MAb- (12ug/mL) foram adicionados a um
tampdo de anticorpo. Apos 24 h, lavagens seguidas com TBS foram realizadas e o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase foi adicionado. Lavagens com as solu¢Bes tampao foram

novamente realizadas. A reacao foi parada por lavagem da membrana com &gua deionizada.

3.4.1.2.2 ELISA sanduiche e ELISA whole-cell

A titulagdo dos reagentes para 0 ensaio Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) sanduiche foi desenvolvida pela avaliagdo da reacdo anticorpo de captura nas
concentragbes 5 pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL, do anticorpo anti-polissacarideo
meningocdcico C em diluicdes 1:2000, 1:4000 e 1:8000 e dos polissacarideos a 5, 10 e 20
pug/mL. Para o controle negativo da reacgdo, foi utilizado tampdo PBS + soro fetal bovino
(SFB). Esta etapa foi realizada em parceria com a equipe do Laboratério de Tecnologia
Bacteriana, do setor de Imunoenzimaticos de Bio-Manguinhos (APENDICE C).
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O ELISA whole-cell indireto foi realizado de acordo com protocolo proposto por
Rubinstein et al (1998) e Arakere e Frasch (1991), com adaptacdes (APENDICE D).
Albumina sérica humana metilada (mHSA) (5 pg/mL) foi conjugada ao PSC OAc+ e PSC
OAc- e adicionados a placa Immulux (Dynex®). Para os testes de titulagdo, os PSCs foram
hidratados em tampéo fosfato-salino (PBS) nas concentra¢bes: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25
mg/mL. A titulacdo dos MADs para este ensaio foi realizada testando-se as concentragdes: 12
pg /mL, 6 pg/mL, 3 pg/mL e 1,5 pg/mL. O anticorpo secundario, anticorpo contra 1gG de
camundongo conjugado com peroxidase (KPL®), foi testado nas concentragdes 0,05 pg/mL
(1:20000) 0,2 pg/mL (1:5000) e 1 pg/mL (1:1000), seguindo as recomendagdes do fabricante.

A absorbancia foi lida a 450 nm apds 15 min de reacdo. Para cada resultado, foram
gerados os resultados de densidade oOptica (DO) pelo software SoftMax Pro 5.0.1. Foram
considerados resultados positivos aqueles que apresentaram DO~1,0 sendo o valor do

controle negativo menor que o dobro do controle positivo.

3.4.2 Analise do gene oatC

O gene oatC, que codifica a enzima O-acetiltransferase responsavel pela diversidade
estrutural do PSC do sorogrupo C, foi analisado. Os iniciadores descritos por Claus et al
(2004) HC51: 5-ATGTCAATCAATACGTTTG-3’ e HC381.: 5
CGCATATCAGGATTGGAATAG-3 foram utilizados para amplificacdo de uma regido de
1.383 pb.

A purificagdo dos produtos de PCR foi realizada com kit FastAP Thermosensitive
Alkaline, fornecido pela Thermo Fisher Scientific (QIAGEN). As reagdes de sequenciamento
foram realizadas utilizando Big Dye® Terminator (Applied Biosystems) para marcagdo dos
nucleotideos e as etapas de precipitacdo foram realizadas com EDTA/etanol. O
sequenciamento dos genes foi realizado em colaboracdo com a Rede Plataformas
Tecnologicas, subunidade de sequenciamento de DNA da Fiocruz, no sequenciador
automatico ABI PRISM 3730.

Os fragmentos amplificados das cepas P4344 (O-acetilada) e P4400 (de-O-acetilada)
foram sequenciados para a determinacdo das bases moleculares da acetilacdo do
polissacarideo da N. meningitidis sorogrupo C. As ferramentas de bioinformatica permitiram a
diferenciacéo entre as cepas O-acetilada e de-O-acetilada e a comparagéo desta regido com as
demais cepas de origem clinica. O alinhamento das sequéncias com o software Bioedit
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(ClustalW) e a traducéo das sequéncias de nucleotideos para proteina pela plataforma Transeq
foram fundamentais na distin¢do entre os PSC OAc+ e OAc-. Por meio da anélise de regides
variaveis na sequéncia de aminoacidos, foram sugeridas quais cepas de origem clinica eram
O-acetiladas e quais eram de-O-acetiladas. A arvore filogenética foi construida através do
software SplitsTree.

Como ultima analise, foi realizada a correlacdo entre cepas O-acetiladas e de-O-
acetiladas com os CC e a averiguacao da selecdo das linhagens hipervirulentas ap6s o periodo

de vacinacéo.

3.5 Perfil epidemioldgico das cepas de N. meningitidis

3.5.1 Tipificagdo molecular

Com o objetivo de analisar dados de um grupo representativo de cepas identificadas
como N. meningitidis sorogrupo C, o método escolhido para a tipificacdo molecular e
consequente determinacdo do perfil clonal foi o Multilocus Sequence Typing (MLST),
descrito em http://pubmlst.org/neisseria. Os sete genes constitutivos analisados para a
determinacdo dos tipos sequenciais e alocacdo dos isolados em CC sdo: abcZ, adk, aroE,
fumC, gdh, pdhC, pgm. Os iniciadores utilizados na amplificacdo e sequenciamento dos sete
genes sao apresentados na tabela 8. Os protocolos estdo descritos em pubmlst.org/neisseria.

A reacdo de PCR foi realizada com volume total de 25 pL, contendo 5 pL de DNA
(40-50 ng/pL), 12,5 pL de mastermix universal GoTag® (Promega) e 1 puL (50 pmol/pL) de
cada iniciador. Os produtos de PCR foram purificados com o kit FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, as reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando Big Dye®
Terminator (Applied Biosystems) para marcacao dos nucleotideos e as etapas de precipitacao
foram realizadas com EDTA/etanol. O sequenciamento dos genes foi realizado em
colaboracdo com a Rede Plataformas Tecnoldgicas, subunidade de sequenciamento de DNA
da Fiocruz, no sequenciador automatico ABI PRISM 3730.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as existentes no banco de dados de
MLST para o género Neisseria (http://pubmist.org/neisseria/). Com a analise do perfil alélico
foi possivel avaliar a prevaléncia dos CC no periodo de 2007 a 2016. Novos ST que nédo

haviam sido descritos anteriormente foram sugeridos ao banco.



Tabela 9 - Iniciadores utilizados no MLST.

Gene Nome do iniciador Sequéncia (5°-3°)° Tgm?)?itgfo
abcZ-P1C TGTTCCGCTTCGACTGCCAAC 900pb

abcz abcz-P2C TCCCCGTCGTAAAAAACAATC
abcz-S1 AATCGTTTATGTACCGCAGR Sequenciamento
abcZ-S2 GAGAACGAGCCGGGATAGGA
adk-P1B CCAAGCCGTGTAGAATCGTAAACC 800pb

adK adk-P2B TGCCCAATGCGCCCAATAC
adk-S1 AGGCWGGCACGCCCTTGG Sequenciamento
adk-S2 CAATACTTCGGCTTTCACGG
aroE-P1B TTTGAAACAGGCGGTTGCGG 900pb

arokE aroE-P2B CAGCGGTAATCCAGTGCGAC
aroE-S1 GCGGTCAAYACGCTGRTK Sequenciamento
aroE-S2 ATGATGTTGCCGTACACATA
fumC-P1B TCCCCGCCGTAAAAGCCCTG 900pb

fumC fumC-P2B GCCCGTCAGCAAGCCCAAC
fumC-S1 TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG Sequenciamento
fumC-S2 TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC
gdh-P1B CTGCCCCCGGGGTTTTCATCT 700pb

Gdh gdh-P2B TGTTGCGCGTTATTTCAAAGAAGG
ghh-S3 CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC Sequenciamento
gdh-S4C RCGCACGGATTCATRYGG
pdhC-P1B CCGGCCGTACGACGCTGAAC 800pb

pdhC pdhC-P2B GATGTCGGAATGGGGCAAACA
pdhC-S1 TCTACTACATCACCCTGATG Sequenciamento
pdhC-S2 ATCGGCTTTGATGCCGTATTT
pgm-P1 CTTCAAAGCCTACGACATCCG 1.000pb

pgm pgm-P2 CGGATTGCTTTCGATGACGGC
pgm-S1 CGGCGATGCCGACCGCTTGG Sequenciamento
pgm-S2A GGTGATGATTTCGGTYGCRCC

~ pb: pares de bases, K= G ou T, R=AouG, W=AouT,Y=CouT.

Fonte: pubmist.org/neisseria.

3.5.2 Anadlise das proteinas de membrana externa
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Para a determinacgdo do perfil antigénico e conhecimento epidemiologico, as proteinas

de membrana externa (OMP) analisadas foram Porin A (PorA), Ferric enterobactin
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transport protein (FetA), factor H binding protein (fHbp), Neisseria adhesin A (NadA) e
Neisseria heparin-binding antigen (NHBA). Os iniciadores utilizados nas reacdes de PCR
estdo descritos na tabela 9.

A purificacdo dos produtos da PCR foi realizada com kit FastAP Thermosensitive
Alkaline (1U/pL), produzido pela Thermofisher Scientific (QIAGEN). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando Big Dye® Terminator (Applied Biosystems) para
marcacgdo dos nucleotideos e as etapas de precipitacdo foram realizadas com EDTA/etanol de
acordo com o protocolo Big Dye® Terminator. O sequenciamento foi realizado na Rede de
Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz — subunidade de sequenciamento de DNA, no
sequenciador automatico ABI PRISM3730. As sequéncias dos genes fetA, porA, nadA, NHBA
e fHbp foram submetidas aos respectivos bancos de dados Neisseria FetA variable region
typing, Neisseria PorA typing, NadA sequence typing, Neisserial Heparin Binding Antigen
protein sequence typing e Neisseria Factor H binding protein sequence typing, disponiveis
em http://pubmlst.org/neisseria/ para designagédo das variantes proteicas.

De acordo com os dados gerados foi possivel classificar os perfis antigénicos
correspondentes as 113 cepas de origem clinica em Bexsero Antigen System Typing (BAST).
O BAST foi desenvolvido com o objetivo de identificar os perfis circulantes das cepas
meningocdcicas a partir da analise de peptideos relativos as proteinas PorA, NHBA, NadA,
fHbp. Essas proteinas sdo componentes da vacina Bexsero (GSK) e, de acordo com alguns
autores, essa vacina pode ser imunogénica a outros sorogrupos, como o C, alvo do nosso
estudo. Desta forma, pelo pubmilst.org foi possivel ndo sé classificar os perfis, como também
sugerir novas combinacgdes de acordo com o conjunto das quatro proteinas, e assim, adicionar

novos nimeros de BAST.
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Tabela 10 - Iniciadores utilizados na PCR para deteccdo das variantes das proteinas de

membrana externa.

Amplicon

Gene Nome do iniciador-Sequéncia (5°-3°) (pb) Referéncia
210 -ATGCGAAAAAAACTTACCGCCCTC

porA 211-AATGAAGGCAAGCCGTCAAAAACA 1.200 URWIN, 2001
122L-GGCGAGATTCAAGCCGCC*
S1-CGGCGCAAGCGTATTCGG

fetA S8-TTCAACTTCGACAGCCGCCTT 1.200 URWIN, 2001
S15-TTGCAGCGCGTCRTACAGGCG*

nadA nadAF-TCGACGTCCTCGATTACGAAGGC BIDMOS et al.,
nadaR-TGGCTGTGGTCAGTACTTTGGATGG 1.150 2011

NHBA nhbaF-GGCGTTCAGACGGCATATTTTTACA JACOBSSON et
nhbaR-GGTTTATCAACTGATGCGGACTTGA 1.800 al., 2006

fHbp Ala-GACCTGCCTCATTGATG MASIGNANI et
B2a-CGGTAAATTATCGTGTTCGGACGGC 1.000 al., 2003

* Iniciadores utilizados para o sequenciamento. Para nadA, NHBA e fHbp, os mesmos iniciadores da PCR foram
utilizados no sequenciamento.
Fonte: Urwin, 2001; Bidmos et al, 2011;, Jacobson et al., 2006; Masignani et al., 2003
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacéo de espécie e sorogrupo

As 113 cepas de origem clinica foram certificadas como N. meningitidis sorogrupo C
pela deteccdo dos genes nspA e siaD, respectivamente. A integridade do DNA foi confirmada

por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

4.2 Imunoquimica

4.2.1 SDS-PAGE e Imunoblotting

N&o foi possivel obter resultados referentes a técnica de imunoblotting. Essa técnica é
um processo de interacdo antigeno-anticorpo, onde, em geral, sdo detectadas proteinas
especificas de baixo peso molecular pela visualizacdo de bandas na membrana de PVDF ou
nitrocelulose. Apesar de ser utilizado em larga escala para deteccdo de proteinas, alguns
protocolos foram estabelecidos utilizando-se polissacarideos bacterianos (TIKKANEN et al.,
1996, KILCOYNE et al., 2006), o que impulsionou o desenvolvimento deste método no
presente estudo.

Tentativas de otimizacdo do protocolo foram realizadas, como a ndo utilizacdo de SDS
na composicdo do gel, regulagem na poténcia da eletroforese e diferentes gradientes do gel,
de 5% a 20%. No entanto, tais modificacbes ndo foram suficientes para a deteccdo das
amostras. Notou-se que, possivelmente, os polissacarideos ndo penetraram no gel ou nao
houve transferéncia das amostras do gel para a membrana. Ainda assim, foi realizada
coloracdo da membrana com nitrato de prata, que comprovou a falta de sinal referente a

amostra.

4.2.2 ELISA

4.2.2.1 Titulacé@o dos anticorpos monoclonais e anticorpo secundario
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O teste de titulagdo por ELISA demonstrou que a melhor concentracdo de uso
(DO~1,0) do anticorpo monoclonal 1705.18 (MAb+) e do anticorpo monoclonal 2016.3
(MADb-) foi 12 pg/mL, utilizando na reacdo os PSCs a Img/mL (Tabela 10).

Para a titulacdo do anticorpo secundario, seguiu-se a recomendacdo do fabricante:

1 pg/mL.

Tabela 11 - Titulacdo dos anticorpos monoclonais, utilizando PSC a 1mg/mL.

Titulagdo do MAb+ com PSC OAc+ DO Titulagdo do MAb- com PSC OAc- DO
MAD + (12 pg/mL) 1,10 MAD - (12 pg/mL) 0,97
MADb + (6 pug/mL) 1,02 MAD - (6 pg/mL) 0,79
MADb + (3 pug/mL) 0,94 MAD - (3 pg/mL) 0,77
MAb + (1,5 pg/mL) 0,71 MAD - (1,5 pg/mL) 0,45
PSC Hib (12 pg/mL) 0,51 PSC Hib (12 pg/mL) 0,62

PSC, polissacarideo capsular; OAc-, de-O-acetilado; OAc+, O-acetilado; MAb-, anticorpo monoclonal com
ligacdo ao polissacarideo de-O-acetilado; MAb+, anticorpo monoclonal especifico ao polissacarideo O-acetilado;
DO, densidade oOptica; PSC Hib, polissacarideo de Haemophylus influenzae utilizado como controle negativo;
negrito, melhor DO com 12ug/mL de MADb.

Fonte: Do autor, 2019.

4.2.2.2 ELISA whole-cell

A partir da titulacdo dos componentes da reacdo foi realizado o teste de reacgdo
cruzada, em especial para 0 MAb+, ja que o MAb- reage a ambos os PSCs. A tabela 11
demonstra os ensaios realizados com os dois PSCs e MAbs em diferentes concentracfes. O
MADb- pode reagir a ambos os PSCs: com o PSC OAc+ apresentou DO = 1,10 e com o PSC
OAc- apresentou DO = 0,85. O MAb+ deve ter afinidade apenas ao PSC OAc+ apresentando
DO = 0,77 com esse anticorpo, no entanto, 0 MAb+ com o PSC- resultou em DO = 0,69. A
inespecificidade do MAb+ somente ao PSC OAc+ ndo garantiu a exatidao dos resultados. A

descricdo de valores de DO refere-se a concentracdo de 12ug/mL dos MADbs.
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Tabela 12 - Reacdo cruzada entre polissacarideos O-acetilado e de-O-acetilado com
anticorpos monoclonais em diferentes concentracdes de uso.

Ensaios com MAb+ DO Ensaios com MAb- DO

PSC OAc+ PSC OAc-

MAb+ (12 pg/mL) %77 MAb- (12 pgime) 08
PSC OAc+ PSC OAC-

MAb+ 6 pgml) 270 MAb- (6 ugmL) 98
PSC OAc+ PSC OAc-

MAb+ 3 pg/mL) 088 mab-@ugmy 02
PSC OAc- 0gg PSCOACH 10
MAb+ (12 pg/mL) %8 MAb- (12 pgmy) L
PSC OAc- PSC OAc+

MAb+ (6 pg/mL)  0°% MAb- (6 pgimL)  T0°
PSC OAc- PSC OAC+

MAb+ Gugiml) 3% MAb-@ugmL) 04
PSC Hib PSC Hib

MAb+ (12 ug/mL) %% MAb- (12 ugim) %28
PSC Hib 0.5 PSCHiD 021

MADb+ (3 pg/mL) MAD- (3 pg/mL)

PSC, polissacarideo capsular; OAc-, de-O-acetilado; OAc+: O-acetilado; MAb-, anticorpo monoclonal com
ligacéo ao polissacarideo de-O-acetilado; MAb+, anticorpo monoclonal especifico ao polissacarideo O-acetilado;
DO, densidade 6ptica; PSC Hib, polissacarideo de Haemophylus influenzae utilizado como controle negativo.
Negrito: inespecificidade do MAb+ aos PSCs.

Fonte: Do autor, 2019.

Os PSCs isolados e as cepas vacinais inativadas foram avaliados quanto a
especificidade de reacdo aos dois MAbs disponiveis. Algumas combinagdes com os PSCs, as
cepas vacinais e 0s MADbs foram realizadas a fim de se determinar qual melhor antigeno para
o0 ensaio (PSC isolado ou cepa vacinal inativada), conforme os valores de DO. A tabela 12
compara os dois MAbs ao PSC OAc+, PSC OAc- e cepas vacinais: 0 MAb- com o PSC OAc-
ou a cepa de-O-acetilada apresentou resultados esperados (DO=0,76 e DO=1,06,
respectivamente). No entanto, a especificade esperada do MAb+ n&o foi observada: a reacéo
MADb + com a cepa P4344 (O-acetilado) apresentou alto baixo de DO (0,39), assim como com
a cepa P4400 (de-O-acetilada) que deveria apresentar inespecificidade demonstrou DO=0,38.
Assim, o0 MAb+ ndo se revelou um bom marcador para 0s ensaios imunoenzimaticos na
deteccdo de cepas de-O-acetiladas. Os controles MAb+ e MADb- com o PSC de H. influenzae

permaneceram com DO = 0,34 e 0,14, respectivamente.
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Tabela 13 - Especificidade de ligacdo dos PSC e cepas vacinais inativadas (P4344 e P4400)
aos MADbs.

Combinag6es PSC e MAb DO
PSC OAc- e MAb+ 0,53
PSC OAc- e MAb- 0,76
P4344 e MAb+ 0,39
P4344 e MADb- 1,20
P4400 e MAb+ 0,38
P4400 e MAb- 1,06
PSC Hib e MAb+ 0,34
PSC Hib e MAb- 0,14

PSC, polissacarideo capsular; OAc-, de-O-acetilado; OAc+, O-acetilado; MADb, anticorpo monoclonal; MAb-,
anticorpo monoclonal com ligacéo ao polissacarideo de-O-acetilado; MAb +, anticorpo monoclonal especifico
ao polissacarideo O-acetilado; DO, densidade dptica; P4344, cepa inativada com o polissacarideo O-acetilado;
P4400, cepa inativada com o polissacarideo de-O-acetilado; PSC Hib, polissacarideo de Haemophylus influenzae
utilizado como controle negativo.Negrito: inespecificidade do MAb+ aos PSCs.

Fonte: Do autor, 2019.

Para a determinacdo da acetilacdo do PSC com a célula inativada por ELISA whole-
cell foi utilizado como controle de-O-acetilado a cepa P4400. Foram avaliadas 21 cepas com
os dois anticorpos disponiveis (MAb+ e MAb-) com o objetivo de determinar a melhor
ligacdo a cada um deles. N&o foi possivel inferir certeza nos resultados ja que o MAb+ nédo
apresentou especificidade ao PSC OAc+, aqui representado pela P4344 (Tabela 13). Apesar
do MADb- apresentar alto valor de DO frente as cepas testada, sendo sugerido um grande
potencial para a de-O-acetilacdo, 0 mesmo ndo garante a especificidade somente a cepas de-
O-acetiladas, e sim, a cepas que apresentem as duas conformacg6es do polissacarideo quanto a

presenca e auséncia do grupamento O-acetil.
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Tabela 14 - Total de cepas analisadas por ELISA whole-cell para determinacdo da de-O-
acetilacdo.

Cepas MADb- MAb+
P4400* 1,06 0,38
P3297 1,08 0,51
P3292 0,93 0,25
P3307 1,11 0,15
P3289 0,70 0,16
P3293 0,92 0,12
P3300 0,79 0,17
P3303 0,75 0,11
P3365 0,90 0,11
P3369 0,70 0,15
P3554 0,98 0,14
P3475 0,95 0,15
P3478 0,84 0,15
P3479 0,97 0,12
P3480 0,96 0,23
P3076 111 0,89
P3712 0,89 0,63
P4005 0,98 0,61
P4007 1,18 0,27
P4030 1,18 0,19
P4032 0,95 0,72
P4072 0,77 0,35

*Cepa utilizada como referéncia do polissacarideo de-O-acetilado; MAb+, anticorpo monoclonal especifico a
cepas O-acetiladas. MAb-,anticorpo monoclonal com ligagdo as cepas O-acetiladas e de-O-acetiladas. Valores
em DO.

Fonte: Do autor, 2019.

4.2.2.3 ELISA sanduiche

A titulacéo do anticorpo de captura (soro padrdao humano) foi 20 pg/mL, o anticorpo anti-
polissacarideo C do meningococo apresentou melhor diluicdo em 1:2.000 e o polissacarideo
na concentracdo de 10 pg/mL (APENDICE C).

Para a deteccdo dos PSC isolados frente aos MADbs, seria necessaria a producédo do
meningococo em larga escala, aproximadamente 10 litros de suspensédo bacteriana em meio de

cultura liquido e assim, tentar o isolamento do PSC com uma massa significativa para 0s
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métodos seguintes de ELISA sanduiche. Desta forma, a producdo de um grande volume de
suspensdo bacteriana de 21 cepas de origem clinica seria inviavel, pois seria necessaria
infraestrutura para producdo em larga escala, o que dificultou o desenvolvimento do

protocolo.

4.3 Anélise do gene oatC

A sequéncia correspondente ao gene oatC da cepa vacinal cedida por Bio-
Manguinhos e depositada na Colecdo de Pesquisa do INCQS como P4344, foi alinhada a
sequéncia da cepa O-acetilada depositada no banco de dados GenBank sob o cddigo
AJ243686.2 (CLAUS et al., 2004). O alinhamento permitiu verificar que as duas sequéncias
apresentaram 100% de similaridade, confirmando a cepa P4344 como O-acetilada, conforme
esperado (Figura 9). A presenca de tratos homopoliméricos (isto €, repeticdes seguidas de um
mesmo nucleotideo) é uma caracteristica associada a determinadas regies do gene oatC.

Figura 9 - Sequéncias das cepas O-acetiladas.

=
| 180

P4344 (pac+) AGCTAAGTGA

HClaus IMGCTAAGTGA
llllllllllllllllll‘llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll‘llll|llll|llll|llll|llll|l
=l 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

p4344 {oac+}u TCRACARARGAARARGATTTCAAACTTACGCATTATTGCCTATAT CCARTTARARGARRARRAGTATTTTARGGCATATAATAACCTGRARTTACTCA

HClaus CTCAACRARAGARRAAGAT T TCARACTTACGCATTATTGCCTATATCCAAT TARAAGAAARARAGTATTTTAAGGCATATAATARCCTGARRTTACTCA

Notar a presenga do trato homopolimérico em 212-224 pb e 455-466 pb da sequéncia de nucleotideos. P4344 =
cepa vacinal O-acetilada; HClaus = cepa O-acetilada depositada no Genbank com o cddigo de acesso
AJ243686.2.

Fonte: Do autor, 2019.

A analise do gene oatC permitiu a deteccdo de diferencas nos padrdes vacinais O-
acetilado e de-O-acetilado, sendo estas posteriormente comparadas as sequéncias oatC das
cepas de origem clinica. Possiveis combinagfes nos tratos homopoliméricos podem
influenciar a acetilacdo e a de-O-acetilagdo do PSC. A regido 212-224 pb pode apresentar um
trato homopolimérico de 12 ou 13 timinas separadas por uma adenina, representada por
(T)7A(T)s e (T)sA(T)s, esta tltima observada apenas em uma cepa. A regido 455-466 pb pode
apresentar um trato homopolimérico de 10 ou 11 adeninas separadas por uma guanina,
representada por (A)sG(A)s ou (A)sG(A); (Figura 10). As combinagbes nos tratos

homopoliméricos deste estudo e as propostas por Claus et al (2004) para cepas O-acetiladas e
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de-O-acetiladas estdo apresentadas na tabela 14. A delecdo de uma adenina no trato
homopolimérico, ja evidenciada por esses autores foi confirmada neste estudo, garantida por
repeticdes no sequenciamento e pela boa qualidade do cromatograma (Figura 11). No
entanto, uma cepa com caracteristicas para O-acetilacdo apresentou (T)g na regido 216-224 e
(A)7 na regido 459-466, o que descaracteriza essa combinagdo como possivel marcador de
cepas de-O-acetiladas.

Figura 10 - Delecéo encontrada na posicao 441 da cepa de-O-acetilada P4400.
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Sanaa  CARCARAAGAAARACATTNO A TS O AT AT e AN AT A AT A AR A A A A A A A A AN A A AT AMA AT A ACOTEARATNACTOR
94344 CHAALARRARAOAARARADALLLILARAGLLIALOLALLIALLDULLIALALVLAAL LAARADARRRARARDLIALLLLIARBBLALALARLAAVLLOARAL LAV LLA

CARCAAAACAAA A A AT ACTMA AT AT OO AT AT A AT A AR ACA AR AR - AT AT A ACCOATATAATA A OTEARA AMMA ST
p4400 CAALARRALARARALGATIICARALTIALGLATIATIGUCIATATICCAATTARARGARARAR - BIATTTIARGLOLATATARTAALCTIGARATTAUILA

Fonte: Do autor, 2019.

Tabela 15 - Tratos homopoliméricos presentes nas cepas estudadas e compara¢do ao proposto
por Claus et al. (2004).

Meningococo sorogrupo C N° de isolados Posicéo 216-224 Posicédo 458-466
Este estudo 1 (T), (A)s
7 (T (A)e
De-O-acetilado 1 (M), (A)s
Claus et al L M )
(2004) ° !
1 (M (A)
51 T A
Este estudo L ((T;7 . ((A))7 .
O-acetilado ° !
Claus et al 14 (T), (A)7
(2004) 2 (T)2C(T)4 (A)7

* = nova combinagdo proposta neste estudo para cepas O-acetiladas.
Negrito: dele¢Bes previamente descritas por Claus et al (2004) também foram evidenciadas neste estudo.
Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 11 - Cromatograma das cepas O-acetilada (a) e de-O-acetilada (b).

(A)

(A

a. Regido poli A (A)7 na cepa O-acetilada, b. Regido poli A (A)6 na cepa de-O-acetilada.
Fonte: Do autor, 2019.

Apds o estabelecimento da analise referente as cepas vacinais, as cepas de origem
clinica foram sequenciadas. O trato homopolimérico da cepa P3297, na regido 458-466,
apresentou a delecdo de um nucleotideo (adenina) assim como observado em P4400,
referéncia para de-O-acetilacdo. A cepa P3297 foi isolada em 2009, com procedéncia da
Bahia.

A partir da sequéncia de nucleotideos traduzida para aminoéacidos, foi realizada uma
nova analise com 52 cepas de origem clinica, utilizando as duas cepas vacinais como padroes
de acetilacdo. Através do website Transeq foi possivel traduzir a sequéncia de nucleotideos
em aminoacidos. O alinhamento com o software Bioedit permitiu analisar as sequéncias de
aminoéacidos das cepas selecionadas. Observou-se, nas cepas de referéncia P4344 e P4400 trés
regibes com divergéncias nas sequéncias de aminoacidos, denominadas neste estudo de
regides variaveis (RV). As trés regides (RV1, RV2 e RV3) possivelmente estdo envolvidas na
acetilacdo/desacetilacdo do polissacarideo. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
demais cepas vacinais com as cepas de origem clinica mostrou que, algumas dessas cepas
apresentavam a sequéncia de aminoacidos similar a cepa O-acetilada e outras com

similaridade a cepa de-O-acetilada (Figura 12). A cepa P4400 apresentou trés RV. As cepas
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de origem clinica que possivelmente apresentem o polissacarideo de-O-acetilado devem ter,
ao menos, uma das RV. Assim, foi possivel inferir, pela presenga das RV, o predominio de
cepas O-acetiladas e de-O-acetiladas no Brasil. De um total de 52 cepas de origem clinica,
sete apresentaram RV1, oito apresentaram RV2, 11 apresentaram RV3, uma apresentou RV1
+ RV2, uma apresentou RV1+RV3, duas apresentaram RV2+RV3 e cinco apresentaram RV1
+ RV2 + RV3 (Figura 13).

A presenca das RV levou a investigacdo das sequéncias de nucleotideos e foi
observado nas cepas com RV a presenca de delecbes e/ou insercdes de nucleotideos em
diferentes posic¢des, o que justifica a distin¢do da proteina oatC em regibes variaveis (Tabela
15). DelecBes e insercGes de nucleotideos sugerem o rearranjo das regifes codificadoras
(codons). A adicdo ou delecdo de um unico par de bases de DNA muda a matriz de leitura do
restante do processo de traducdo, a partir do sitio de mutacdo do par de bases até o préximo
cddon na nova matriz de leitura. Essas modificacfes, chamadas de mudangas de matriz de
leitura interferem na sequéncia de aminoécidos seguintes ao sitio mutante, que se torna
completamente diferente da proteina original. E evidente que essa mudanca afeta totalmente a
funcdo da proteina codificada por aquele gene. Este estudo demonstra, pela primeira vez,
como a andlise da matriz de leitura dos aminoacidos pode indicar a estrutura quimica do
polissacarideo do meningococo.

Foi realizada a analise pelo software SplitsTree gerando uma “arvore filogenética em
rede ndo enraizada” (do inglés, Unrooted Phylogenetic Network), sendo possivel avaliar a
distancia evolutiva entre as cepas O-acetilada e de-O-acetilada, novamente utilizando P4344 e
P4400 como referéncias. Ao analisar a arvore, observou-se que as cepas O-acetiladas, isto é,
que ndo apresentaram as RV, encontram-se reunidas na base da arvore, sugerindo um ponto
de origem, enquanto que as cepas de-O-acetiladas estdo agrupadas de acordo com as RV
(Figura 14).

O grupo compreendido pelas cepas clinicas P4007, P3076, P4005 e P3712 além da
cepa de referéncia 4400, apesar de apresentarem diferentes combinacdes de RV, seguiram um
padréo de distanciamento das cepas O-acetiladas, mas sem desvio do campo central sugerindo
apenas divergéncia das sequéncias. A presenga concomitante de RV1+RV2+RV3, apesar de
se apresentar no eixo central da arvore, demonstra uma caracteristica marcante de cepas de-O-
acetiladas, ja que possuem o mesmo padrdo da P4400. No entanto, as cepas clinicas P4133,
P3584, P3297, P3283 e P3480, além de distancias variaveis do grupo de cepas O-acetiladas,
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apresentaram um desvio acentuado do ramo principal sugerindo uma possivel diferenciacéo
populacional desse grupo de cepas de-O-acetiladas (Figura 14).

As cepas que apresentaram RV3 parcial (P3558, P4247 e P3112) ficaram separadas
das cepas O-acetiladas na analise filogenética e apresentaram um desvio do eixo principal
acentuado e bem anterior aos outros. Além disso, a presenca de inser¢des e deleces ratifica a
RV3 parcial como um marcador, justificando sua classificagdo como de-O-acetiladas. Apesar
disso, trés cepas de origem clinica (P2861, P3074 e P4333) também apresentaram apenas
parte da RV3, mas ndo foram consideradas como de-O-acetiladas, pois ndo foi possivel
determinar delecfes ou insercdes de nucleotideo responsaveis pelo polimorfismo da proteina
naquela regido (representado por retangulo tracejado na Figura 12). A tabela 16 apresenta as
caracteristicas da de-O-acetilacdo baseadas na presenca, auséncia e presenca parcial das
regides variaveis (RV1, RV2 e RV3) da sequéncia de aminoacidos de cepas de referéncia O-
acetilada (P4344), de-O-acetilada (P4400) e das 52 cepas de origem clinica.

De acordo com a andlise da sequéncia do gene oatC, de um total de 52 cepas de
origem clinica, 12 foram classificadas como de-O-acetiladas, isto €, 23% do total analisado.
Este resultado tem um valor significativo, por ser o primeiro a descrever a presenca de cepas
de-O-acetiladas no Brasil e por apresentar um valor acima da média de cepas de-O-acetilada
nos EUA (15%) e Reino Unido (12%), Unicos paises onde essa andlise foi realizada. A partir
da anélise molecular, é sugerido que cepas de-O-acetiladas possam estar em circulagdo no
Brasil.

A de-O-acetilacdo ndo se relaciona a introducdo da MenC no Brasil, pois foi
observada a presenca dessas cepas nos dois periodos analisados. Isso significa que a
administracdo da vacina nao interferiu na modificacdo estrutural do polissacarideo, que se
apresenta de-O-acetilado, pelo menos, a partir de 2007. Fica evidente, a necessidade do
acompanhamento e andlise do gene oatC de um nimero maior de isolados de N. meningitidis.
Foram avaliadas cepas de quatro estados brasileiros (Bahia, Pernambuco, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro).



Figura 12 - Alinhamento das cepas de referéncia (P4344 e P4400) com cepas de origem clinica pelo software Bioedit.
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Similaridade da P4400 com as cepas de origem clinica permitiu a determinacéo de trés regides (RV1, RV2, RV3). Linhas pontilhadas: similaridade ao padrdo O-acetilado
P4344. Retangulo tracejado: cepas com parte de RV3 com resultado inconclusivo.
Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 13 - Distribuicdo das 12 cepas de-O-acetiladas de acordo com a presenca das regides
variaveis (RV1, RV2 e RV3).

RVI1
P4007 P4400  P3297 RV3
P3076 P3712
P4005 P4133
P3554 _
P4247
P3558
3283 P3112
3480

Em negrito, a cepa de referéncia de-O-acetilada (P4400) apresenta as trés regides variaveis.
Fonte: Do autor, 2019.

Tabela 16 - Presenca de delecdes e insercOes nas cepas de-O-acetiladas e a consequente

presenca de RV.

Cepas Delegdes Insergdes

de-O- Presenca
acetiladas 92pb  135pb  177pb  397pb  565pb  714pb  102pb  133pb  dERV
P4400 X X X X 1+2+3
P3076 X X X X 1+2+3
P3712 X X X X X 1+2+3
P4005 X X X X 1+2+3
P4133 X X 1+2+3
P3554 X 1+2+3
P4007 X X X 1+2
P3297 X X X 1+3
P3283 X X X 2+3
P3480 X X X 2+3
P3558 X X 3
P4247 X X 3
P3112 X X 3

Fonte: Do autor, 2019.
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Tabela 17 - Presenca, auséncia e presenca parcial das regides variaveis (RV1, RV2 e RV3) da
sequéncia proteica de cepas de referéncia O-acetilada (P4344), de-O-acetilada (P4400) e das
cepas de origem clinica. (continua)

Cepa Ano RV 1 RV 2 RV 3 oatC CcC
P4344 2014 - - - + NA
P4400 2014 + + + - 11
P2861 2007 - - ? 32
P2941 2007 - - - + NA
P3074 2008 - - / ? NA
P3076 2008 + + + - 103
P3087 2008 - - - + 11
P3100 2008 - - - + NA
P3112 2008 - - + - 11
P3139 2008 - - - 103
P3279 2008 - - - NA
P3283 2008 - + + - 103
P3297 2009 + - + - 11
P3303 2009 - - - + 11
P3307 2009 - - - + 11
P3310 2009 - - - + 32
P3369 2009 - - - + NA
P3370 2009 - - - + NA
P3480 2009 - + + - 103
P3497 2009 - - - + NA
P3554 2010 / / / - NA
P3557 2010 - - - + NA
P3558 2010 - - + - NA
P3637 2010 - - - 32
P3668 2010 - - - + NA
P3712 2010 + + + - NA
P3733 2010 - - - + NA
P3766 2010 - - - + 32
P3776 2010 - - - + NA
P3777 2010 - - - + NA
P3791 2011 - - - + 103
P3792 2011 - - - + 103
P3800 2011 - - - + 103
P3842 2011 - - - + 103
P4005 2012 + + + - 103
P4007 2012 + + - - 103
P4030 2012 - - - + 103
P4031 2012 - - - + 103
P4032 2012 - - - + 103
P4072 2012 - - - + 103
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Tabela 18 - Presenca, auséncia e presenca parcial das regides variaveis (RV1, RV2 e RV3) da
sequéncia proteica de cepas de referéncia O-acetilada (P4344), de-O-acetilada (P4400) e das
cepas de origem clinica. (concluséo)

Cepa Ano RV 1 RV 2 RV 3 oatC CC
P4073 2012 - - - + 103
P4077 2012 - - - + 103
P4133 2012 / / / - 103
P4146 2012 - - - + NA
P4247 2013 - - + - NA
P4243 2013 - - - + 103
P4250 2013 - - - + 103
P4322 2013 - - - + 103
P4331 2013 - - - + 103
P4333 2013 - - / ? 103
P4334 2013 - - - + 103
P4335 2013 - - - + 103
P4336 2013 - - - + 103
P4338 2014 - - - + 103

RV1, RV 2 e RV3: regides variaveis 1, 2 e 3; oatC +: polissacarideo O-acetilado, oatC -:polissacarideo de-O-
acetilado; CC: complexo clonal; +: presenca, -: auséncia; /: presenca parcial, ?: Resultado inconclusivo. NA: ST
ndo associado a um CC. Negrito: cepas identificadas como de-O-acetiladas pela presenca de RV. Sombreado:

cepas que apresentaram apenas parte da RV3 com resultado inconclusivo.

Fonte: Do autor, 2019.
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Figura 14 - Arvore filogenética evidenciando a distancia evolutiva entre as cepas O-acetiladas e de-O-acetiladas, de acordo com a presenca das

regides variaveis.
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A presenca das regifes variaveis (RV) é uma caracteristica das cepas de-O-acetiladas, assim como o padrdo de-O-acetilado P4400. As cepas na base da arvore sdao O-
acetiladas, conforme o padrdo O-acetilado P4344.
Fonte: Do autor, 2019.
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4.4 Diversidade genética em N. meningitidis

4.4.1 Tipificacdo por MLST

A tipificagdo molecular por MLST revelou que os isolados de N. meningitidis
apresentaram-se altamente diversos. Quarenta e trés diferentes ST foram identificados
entre 115 isolados com perfis completos de MLST. Eles foram agrupados em seis CC
diferentes: CC103, CC32, CC11, CC35, CC461, CC8 e outros ST ndo atribuidos a um
CC, denominados “nio associados”.

Complexos de linhagens hiperinvasivas foram detectados e incluiram CC11,
CC103 e CC32. Os CC mais comumente representados foram CC103, com 60 isolados
(52,2%) e 13 diferentes ST, seguido pelo grupo nédo associado com 35 isolados (30%) e
17 ST e CC11 com nove isolados (9%) e cinco ST (Figura 15). Sete cepas (6%)
pertencem ao CC32; uma cepa pertence ao CC461 e uma ao CC35. Os dois ST mais
prevalentes foram o ST-3780 (CC103) com 36 isolados e o ST-10781 (pertencente ao
grupo dos nédo associados) com nove isolados. Trés novos ST foram descritos neste
estudo, com um total de cinco cepas (Tabela 17). ST-13600, ST-13601 e ST-14233 que
apresentaram uma nova combinagdo de alelos, no entanto ndo foram associados a um
CC.

Figura 15 - Distribuicdo dos complexos clonais entre cepas sorogrupo C.

mCC103
ENA
mCCl11
mCC32
CC461
mCC35
CcCs8

NA, ST néo associado a um complexo clonal.
Fonte: Do autor, 2019.
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Tabela 19 - Perfil clonal de trés novos tipos sequenciais que foram sugeridos ao banco.

ST abcZ adK arok fumC gdH pdhC pgm n°
13600 276 7 4 242 22 18 28 1
13601 276 4 9 410 5 18 340 3
14233 8 10 154 17 26 21 340 1

n, nimero de cepas com esse perfil clonal.
Fonte: Do autor, 2019.

Apesar da diferente proporcdo de isolados entre os estados avaliados, o estado
da Bahia apresentou a maior diversidade de CC, enquanto que Rio de Janeiro e
Pernambuco apresentaram uma distribuicdo similar entre 0 CC103 e 0 grupo ndo

associado (Figura 16).

Figura 16 - Distribui¢do dos CC entre os estados brasileiros
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NA, ST néo associado a um complexo clonal.
Fonte: Do autor, 2019.

Apbs o periodo introdutdrio da vacina foi possivel observar o declinio dos CC11
e CC8, o aumento do CC103 e a reducdo da diversidade de CC (Figura 17). A
diversidade de ST também foi influenciada pela introducdo da MenC em 2010: o
periodo pré-vacinal (2007-2010) mostrou 32 diferentes ST entre 64 cepas e 0 periodo
pos-vacinal (2011-2016) apresentou 14 ST entre 50 cepas.
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Figura 17 - Incidéncia e prevaléncia de CC no Brasil (2007-2016).
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NA, ST ndo associado a um complexo clonal.
Fonte: Do autor, 2019.

A partir da analise do perfil clonal por MLST ficou evidente que a cepa P3297
(classificada como de-O-acetilada) possui 0 mesmo perfil alélico quando comparada a
cepa padrdo de-O-acetilada P4400. No entanto, isso ndo significou que esse perfil seja
compativel apenas as cepas de-O-acetiladas, pois as cepas P3040 e P3112 possuem o
mesmo perfil clonal, e de acordo com abordagem molecular sdo O-acetiladas. Assim,
podemos sugerir que aparentemente ndo ha uma relacéo entre o estado de acetilagdo do
polissacarideo e o perfil clonal. Nenhum isolado pertencente ao CC103 apresentou o
perfil de antigeno coberto pela vacina 4CMenB. O perfil clonal das cepas O-acetilada e

de-O-acetilada encontra-se na Tabela 18.

Tabela 20 - Comparacao do perfil clonal das cepas O-acetilada P4344 e de-O-acetilada
P4400.

Cepa abcz adk aroE  fumC gdH  pdhC pgm ST cC
P4344 67 5 6 3 83 11 13 345 -
P4400 2 3 4 3 8 4 6 11 11

CC, complexo clonal; ST, tipo sequencial.
Fonte: Do autor, 2019.
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4.4.2 Andlise das proteinas de membrana externa

O perfil fenotipico das OMP PorA, FetA, NadA, NHBA e fHbp demonstrou a
diversidade de familias e variantes antigénicas presentes em cepas brasileiras. A partir
da andlise das 113 cepas de origem clinica e de duas cepas vacinais, a proteina PorA
apresentou 19 perfis antigénicos diferentes, baseados na combinacdo das regides
variaveis (VR) VR1, VR2 e VR3. A diversidade antigénica dentro de VR1 e VR2 foi
evidenciada pela presenca de 13 diferentes variantes em VR1, 17 variantes em VR2 e
apenas quatro variantes em VR3. A diversidade fenotipica baseada em PorA foi
reduzida pela metade apds a introducdo da MenC em 2010. No anos 2011, 2012, 2013 e
2015 apenas dois perfis antigénicos foram relatados (Figura 18). O fenétipo mais
comum encontrado foi P1.22, 14-6, 36-2, presente em todos 0s anos estudados,
totalizando 68% do total dos isolados. O perfil P1.7-2, 4, coberto pela vacina 4CMenB
foi encontrado em duas cepas da Bahia em 2009. Esses isolados predominaram no

periodo pré vacinal e pertencem aos CC35 e CC11, respectivamente.

Figura 18 - Frequéncia das variantes da proteina PorA entre as cepas avaliadas
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2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

m22,14-6, 36-2 m19-36, 15-39, 36 m7-4,1,351 7-1,1,35-1

m5-1,10-8, 36-2 m22,14-11, 36-2 m5, 2, 36-2 m7-42,1-10, 35-1
5-11, 10-62, 36-2 m5-1,10-13, 36-2 m22,14-6,41 18-8, 3, 36

=18-8,3,38 m5-11,10-4, 36-2 7-1,1-10, 35-1 m7-2,13-1,35-1
5,2,38 19-15, 15, 36 m19-1,13-1

Fonte: Do autor, 2019.



75

A analise da proteina fetA evidenciou a presenca de 10 variantes entre as cepas
estudadas, com alta prevaléncia do epitopo F3-9 (76%). Os epitopos F1-61, F5-1, F1-
30, F3-41, F3-6, F5-21, F1-7, F1-1, F3-51 foram encontrados em menor ndmero (24%)
(Figura 19). A presenga de fetA F3-9 esta associada ao CC103, mas ndo é uma

caracteristica exclusiva deste clone.

Figura 19 - Frequéncia das variantes da proteina fetA entre as cepas avaliadas.
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Fonte: Do autor, 2019.

Entre as 115 cepas analisadas, o gene nadA foi detectado em apenas sete cepas
de N. meningitidis. A presenca de nadA foi confirmada exclusivamente em cepas
pertencentes aos CC hipervirulentos 103, 32 e 11.

No estudo, todas as cepas expressaram o gene NHBA, representando um total de
17 variantes, sendo o peptideo 24 o mais prevalente (35%), seguido pelo peptideo 42
(32%) (Figura 20). Foi possivel relacionar o0 CC103 ao peptideo 24, entretanto, essa
variante ndo € exclusiva desse clone; algumas cepas pertencentes ao CC11 e CC8
também apresentaram o peptideo 42.

A variacdo em subfamilias da proteina fHbp de acordo com a classificacdo da
Pfizer, apresentou maior predominio da subfamilia A (87%), quando comparada a
subfamilia B (13%). Na classificacdo da Novartis em variantes, a variante 2 foi a mais
prevalente (84%), seguida pela variante 1 (13%) e variante 3 (3%). As duas
classificacOes se relacionam: as variantes 2 e 3 equivalem a subfamilia A, enquanto que
a variante 1 refere-se a subfamilia B (Tabela 19). O peptideo 25, pertencente a
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subfamilia A (variante 2), foi 0 mais prevalente entre as cepas analisadas, associado
exclusivamente ao CC103 e distribuido em todos os anos avaliados. O peptideo fHbp1,

presente na vacina Bexsero, foi encontrado em sete cepas analisadas (6%) (Figura 21).

Figura 20 - Frequéncia dos principais peptideos de NHBA entre as cepas avaliadas

H peptideo 24
m peptideo 42
= peptideo 25
H peptideo 125
m peptideo 43
= peptideo 45
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= peptideo 691
peptideo 989

H outros

Fonte: Do autor, 2019.

Tabela 21 - Equivaléncia entre as subfamilias e variantes de acordo com analise da
proteina fHbp.

Subfamilias A B
n 87% 13%

Variantes 2 3 1
n 84% 3% 13%

Fonte: Do autor, 2019.

Figura 21 - Frequéncia dos principais peptideos de fHbp entre as cepas avaliadas.

m peptideo 25
H peptideo 1

m peptideo 8

m peptideo 19
H peptideo 41
= peptideo 169
= peptideo 264
¥ peptideo 789

outros

Fonte: Do autor, 2019.
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Até o0 momento, de acordo com o perfil antigénico gerado pela anélise das OMP
e com o perfil clonal sugerido pela metodologia do MLST, o fenétipo circulante com
maior prevaléncia no Brasil no periodo estudado foi: C: P1.22, 14-6: F3-9: ST-3780
(CC103). O resultado referente a diversidade clonal e genética das 115 cepas encontra-
se no APENDICE E.

4.5 Relacdo entre a acetilagdo do polissacarideo e a diversidade genética em
N. meningitidis

De acordo com os resultados gerados, foi possivel estabelecer uma correlacdo
entre os dados referentes a acetilacio do polissacarideo pelos métodos
imunoenzimaticos e molecular. No total foram analisadas 63 cepas por ELISA whole-
cell ou sequenciamento do gene oatC, sendo 61 clinicas e duas controles. Considerando
falhas verificadas nos testes sorolégicos pela falta de especificidade do MAb+ ao PSC
OAc+, podemos afirmar que o resultado obtido com o sequenciamento apresentou
maior confiabilidade na determinacéo das cepas de-O-acetiladas. Assim, considerando o
sequenciamento do gene oatC como padrdo para determinacdo da O-acetilacdo , do total
de cepas analisadas por esse sistema, 23% podem ser consideradas cepas de-O-
acetiladas.

Né&o foi possivel correlacionar informacdes sobre a acetilagdo do PSC a dados
epidemioldgicos, pois elas pertencem aos complexos clonais 103 (n = 6), 11 (n=2) e
quatro ndao possuem um complexo associado ao seu ST (Tabela 20). Além disso, as
cepas nao estabeleceram uma relacdo com os periodos propostos, pois foram isoladas
nos anos 2008, 2009, 2010 (periodo pré-vacinal), 2012 e 2013 (p6s-vacinal).

Da mesma forma, considerando o total de cepas definidas como de-O-acetiladas
(n=12) e O-acetiladas (n=40) pelo sequenciamento, observamos um perfil
epidemiolégico similar (Tabela 21). Pelo baixo numero de isolados e pela
heterogeneidade dos isolados em relacdo ao ano de isolamento, ndo ha como inferir
qualquer hipdtese que possa pontar uma tendéncia de isolamento maior de cepas O-

acetiladas ou de-O-acetiladas, em um determinado periodo.
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Tabela 22 - Relacdo entre a acetilagdo do polissacarideo capsular e diversidade

genética em N. meningitidis. (continua)

Cepas oatC cc Fen6tipo

P4400 1 NA P1.22,14-6; F1-1
P4344 2 11 P1.22,14-6; F1-7
pP2861 2 32 P1.22,14-6; F1-61
P2941 2 32 P1.7-1,1; F1-30
P3074 2 NA P1.22, 14-11; F3-9
P3076 1 103 P1.22,14-11; F3-9
P3087 2 11 P1.5-1,10-8; F3-6
P3100 2 NA P1.22,14-6; F3-9
pP3112 1 11 P1.5,2; F3-9
P3139 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3279 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3283 1 103 P1.22,14-6; F3-9
P3289 0 11 P1.5,2; F3-6
P3292 0 103 P1.22,14-6; F3-9
P3293 0 NA P1.19-15; 15; F5-21
pP3297 1 11 P1.5-11,10-4; F3-6
P3300 2 8 P1.7-2,13-1; F3-9
P3303 0 11 P1.7-2,13-1; F3-9
P3307 2 11 P1.5-11,10-4; F3-6
P3310 2 32 P1.18-8,3; F5-1
P3365 0 NA P1.22, 14-6; F3-9
P3369 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3370 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3475 0 103 P1.5-11,10-62; F3-9
P3478 0 103 P1.5-11,10-62; F3-9
P3479 0 103 P1.5-11,10-62; F3-9
P3480 1 103 P1.22,14-6; F3-9
P3497 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3554 1 NA P1.22,14-6; F3-9
P3557 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3558 1 NA P1.22,14-6; F3-9
P3637 2 32 P1.7-42,1-10; F5-1
P3668 2 NA P1.22,14-6; F3-9
p3712 1 NA P1.22,14-6; F3-9
P3733 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3766 2 32 P1.7-1,1-10; F5-1
P3776 2 NA P1.22,14-6; F3-9
pP3777 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P3791 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P3792 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P3800 2 103 P1.22,14-6; F3-9
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Tabela 23 - Relacdo entre a acetilacdo do polissacarideo capsular e diversidade genética

em N. meningitidis. (concluséo)

Cepas oatC cc Fen6tipo

pP3842 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4005 1 103 P1.22,14-6; F3-9
P4007 1 103 P1.22,14-6; F3-9
P4030 0 103 P1.22,14-6; F3-9
P4031 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4032 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4072 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4073 2 103 P1.22,14-6; F1-1
P4075 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P4077 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4133 1 103 P1.22,14-6; F3-9
P4144 2 NA P1.22,14-6; F3-9
P4146 2 NA P1.22,14-6; F3-51
P4247 1 NA P1.22,14-6; F3-9
P4248 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4250 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4322 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4331 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4333 2 103 P1.7-4,1; F3-9
P4334 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4335 2 103 P1.22,14-6; F3-9
P4336 2 103 P1.7,4-1; F3-9
P4338 2 103 P1.22,14-6; F3-9

0, ndo determinado; 1, de-O-acetilado; 2, O-acetilado; NA, ST ndo associado a um complexo clonal.

Fonte: Do autor, 2019.

Tabela 24 - Similaridade da diversidade clonal (MLST) e genética em cepas O-

acetiladas e de-O-acetiladas.

. . MLST PorA FetA Periodo
Diversidade
de cepas i 2007- 2011-
CC103 CC32 CC11 P1.2214 P1.5 P1L71 F3-9 2010 2016
O-acetiladas 70% 17% 8% 78% 5% 10% 93% 46% 54%
De-O-
. 70% 10% 20% 81% 12% 6% 69% 69% 31%
acetiladas

Cepas O-acetiladas e de-O-acetiladas baseadas em dados gerados pelo sequenciamento do gene oatC.

Fonte: Do autor, 2019.
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5  DISCUSSAO

Vacinas meningocdcicas conjugadas foram desenvolvidas com o objetivo de
controlar varias manifestacdes clinicas causadas por diferentes sorogrupos do
meningococo. No Brasil, o sorogrupo C tem sido responsavel por surtos desde o inicio
deste século. Considerando que o PSC meningocdécico é antigeno vacinal especifico
utilizado no desenvolvimento das vacinas conjugadas meningocdcicas, estudos que
envolvam sua bioquimica, funcionalidade e imunogenicidade sdo importantes para
garantir a eficacia da vacina.

O objetivo deste estudo foi estimar a porcentagem de cepas contendo o
polissacarideo nas formas O-acetilada e de-O-acetilada. Métodos moleculares e
imunoenzimaticos foram desenvolvidos para a obtencdo de resultados mais robustos.
Paralelamente, foi realizada a avaliacdo do perfil epidemioldgico de cepas pela
descricdo fenotipica baseada em proteinas de membrana externa e a relacdo clonal
existente entre as cepas estudadas, com o objetivo de avaliar possiveis marcadores
genéticos, fenotipicos ou epidemioldgicos associados ao estado de acetilacdo do
polissacarideo capsular de meningococos do sorogrupo C. Esse € o primeiro relato da
descricdo de cepas de-O-acetiladas no Brasil.

Inicialmente, a relevancia bioldgica da O-acetilacdo dos PSC da superficie
bacteriana ainda ndo era clara, mas era certo que poderia gerar informacdes Uteis no
desenvolvimento e atualizagdo das vacinas. A avaliagdo do PSC Oac- sorogrupo A
demonstrou baixa atividade bactericida, o que implica diretamente na imunogenicidade
do PSC sorogrupo A. Mesmo conjugado ao toxoide tetanico, alguns epitopos do PSC
de-O-acetilado sorogrupo A induzem uma resposta imunolégica fraca. Assim, a O-
acetilacdo do grupo A e claramente um parametro imunologico importante a ser
mantido durante a conjugacdo do PSC a proteina (BERRY, 2002). Estudos com MAbs
foram desenvolvidos e indicaram que o PSC do sorogrupo C expressa pelo menos trés
epitopos diferentes com diferentes atividades funcionais (LONGWORTH, 2002). De
acordo com Fusco et al (2007), o papel do grupo O-acetil no PSC sorogrupo C no
organismo humano é formar um epitopo mal direcionado, isto €, mascarar o alvo
suscetivel e, assim, escapar do sistema imune do hospedeiro.

Ensaios imunoenziméticos sdo metodologias frequentes na deteccdo de

antigenos meningocécicos (BELO et al., 2010). A determinacédo do estado de acetilacdo
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dos meningococos para diferentes sorogrupos foi testada por diferentes métodos
imunoldgicos. A analise do PSC sorogrupo C foi realizada por dot blotting (BORROW,
2000) e imunofluorescéncia (APICELLA; FELDMAN, 1976); do PSC sorogrupos Y e
W-135 por dot blotting (LONGWORTH et al., 2002) e do PSC sorogrupo A por ELISA
(BERRY et al., 2002). Para o sorogrupo C, as cepas de-O-acetiladas interagem apenas
com o MAb- 2016.3, enquanto as cepas O-acetiladas possuem ligacdo ao MADb+ e
MADb- (2016.3 e 2055.5), ambos desenvolvidos pelo FDA (BORROW, 2000). MAbs
com as mesmas especificidadades (1705.3 e 2016.3, FDA) foram testados em ensaios de
imunoblotting e ELISA, pois tentativas por dot blotting (utilizando membrana de
nitrocelulose) apresentaram resultados insatisfatérios.

A proporcéo identificada de O-acetil foi de 8% para o sorogrupo W-135, 80%
para 0 sorogrupo Y e 85-88% para o sorogrupo C (LONGWORTH et al., 2002;
BORROW, 2000; APICELLA; FELDMAN, 1976). Esses dados sugerem a circulagdo
de cepas de-O-acetiladas nos EUA e Reino Unido desde a década de 70. Nosso estudo
demonstrou que o método ELISA whole-cell utilizando a cepa inativada apresentou
resultados mais satisfatérios, quando comparado ao imunoblotting e ELISA sanduiche.
A conjugacdo do PSC a albumina metilada, por possuir carga positiva, contribuiu para a
aderéncia do PSC as placas Immulux (Dynex®) (ARAKERE E FRASCH, 1991).

As cepas consideradas de-O-acetiladas por ELISA foram aquelas que
apresentaram especificidade na ligacdo ao MADb-, apresentando valor de DO ~1,0. O
alto indice de cepas de-O-acetiladas (16/21), demonstrado pelo ELISA whole-cell,
pressupde uma incerteza nos resultados, pela ineficadcia dos controles positivos
utilizados. Apesar das tentativas de identificacdo de cepas de-O-acetiladas por ELISA,
tornou-se necessario a aplicacdo de outros métodos de deteccdo para uma melhor
confianca dos resultados.

O primeiro estudo baseado em dados moleculares identificou caracteristicas
importantes no gene oatC, que resultaram em alteragdes na enzima O-acetiltransferase.
A andlise deste gene demonstrou a presenca de 71% de A+T. O deslocamento no
emparelhamento das fitas, conhecido como Slipped-strand mispairing, € o motivo do
alto teor A+T. Este deslocamento pode influenciar a ocorréncia natural da acetilagéo do
PSC C (CLAUS et al., 2004). No presente estudo foram avaliadas 115 cepas de N.
meningitidis e em todas se observou o alto conteudo A+T, caracteristico do gene oatC.
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A busca por informag6es que permitissem diferenciar as cepas O-acetiladas e de-
O-acetiladas resultou da deteccdo de diferentes combinacGes nos tratos
homopoliméricos do gene oatC (regibes 212 e 455) que poderiam estar envolvidas na
acetilacdo (CLAUS, 2004). O presente estudo confirmou tais divergéncias entre as
sequéncias nas duas regides citadas, no entanto com uma combinacéo diferente daquelas
propostas por Claus et al (2004): o meningococo O-acetilado na posicéo 212-219 pode
possuir oito timinas, representado como (T)g e na posi¢cdo 460-466 possuir sete adeninas
(A)7. Assim, esse polimorfismo parece ndo ser suficiente para influenciar na acetilacdo
do PSC do meningococo. Em nosso estudo, a anélise da sequéncia de aminoécidos
revelou novas informacg6es que podem estar diretamente relacionadas a O-acetilacdo ou
de-O-acetilacdo do PSC. A identificacdo de trés regibes variaveis nas cepas de
referéncia de-O-acetiladas foi reconhecida em cepas de origem clinica. A presenca
dessas regides promove alteracdes na enzima O-acetiltransferase codificada pelo gene
oatC, que consequentemente, implicara na conformacdo do polissacarideo. Nota-se, a
partir da arvore filogenética, que a de-O-acetilacdo pode estar associada a uma
caracteristica evolutiva do meningococo em razdo do principio de formacéo de novas
clades. A investigacdo evolutiva com 52 cepas clinicas de N. meningitidis permitiu
sugerir que a ocorréncia de trés regides variaveis, presentes no padrdo de-O-acetilado
aumenta a chance de classificacdo como cepas de-O-acetiladas. A presenca, mesmo que
parcial de RV3 foi justificada pela presenca de delecGes e inser¢bes nucleotidicas que
podem mudar toda a matriz de leitura da proteina. Desse modo, foi possivel estabelecer
uma relacdo entre cepas com caracteristicas de-O-acetiladas, pela analise das sequéncias
de aminoacidos, que ndo tinha sido discutida antes. De um total de 52 cepas de origem
clinica, 12 foram classificadas como de-O-acetiladas o que corresponde a 23% do total
analisado. Levando em consideracdo que nos EUA e Reino Unido a presenca de cepas
de-O-acetiladas sorogrupo C corresponde a aproximadamente 12 a 15% das cepas
circulantes, nossos dados representam um significativo percentual quando comparados a
outros estudos disponiveis na literatura.

A identificacdo de PSC OAc- obtidos por métodos imunologico e molecular
revelaram algumas divergéncias. Por ELISA, de 21 cepas analisadas, 16 mostraram-se
de-O-acetiladas. Pela anéalise do gene oatC, das 52 cepas analisadas, 12 apresentaram as
RV que caracterizam as cepas de-O-acetiladas e 3 apresentaram um RV parcial (RV3),

que ndo foi considerada como potencial marcador de de-O-acetilacdo pela falta de
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provas (delecGes e insercdes) no nucleotideo. Comparando as andlises, concluimos que
apenas quatro cepas foram caracterizadas como de-O-acetiladas concomitantemente
pelos dois métodos citados: P3297, P3554, P3480 e P4007. Apesar disso, para este
estudo os métodos moleculares demonstraram maior exatiddo por terem sido executadas
varias repeticdes apresentando os mesmos resultados, o que levou a determinacdo de
variantes na andlise do gene oatC, sendo assim considerados positivos apenas 0s
resultados obtidos pelo sequenciamento: 23% de cepas de-O-acetiladas.

A diversidade fenotipica das cepas de-O-acetiladas observada aqui ja foi relatada
previamente por Borrow et al. (2000). Neste estudo esta caracteristica ndo se
relacionanou a dados epidemioldgicos. NUmeros similares de cepas de-O-acetiladas
pertencentes aos CC11 e CC103, com perfis fenotipicos P1.22,14-6; P1.5-11,10-4 e
P1.5,2; F3-9, de todos os estados analisados, no periodo anterior e posterior a
introdugdo da MenC, foram descritos. A vacina ndo foi um obstaculo para a circulagdo
dessas cepas e a presenca de cepas de-O-acetiladas ndo esta relacionada a introducéo da
MenC em 2010, pois elas estavam presentes em todo o periodo pré-vacinal analisado.

A identificacdo do CC11 na cepa de-O-acetilada isolada na Inglaterra e enviada
pelo FDA para ser utilizada como referéncia em nossos experimentos, é esperada, pois
tanto no Reino Unido quanto nos EUA ndo ha circulacdo do CC103 e a grande maioria
das cepas do sorogrupo C pertencem ao CC11. Nossos resultados mostraram uma maior
ocorréncia de cepas de-O-acetiladas no Brasil quando comparados com esses paises. Se
considerarmos que de acordo com o banco de dados de MLST (Neisseria.org), mais de
64% das cepas do sorogrupo C circulantes na Europa e nos EUA pertencem ao CC11 e
apenas 1,3% ao CC103; mais de 31% das cepas sorogrupo C do Brasil pertencem ao
CC103 e 28% ao CC11 e que a ocorréncia de cepas de-O-acetiladas no UK e EUA é de
12% a 15% e no Brasil, de acordo com 0 nosso estudo, é de 23%, podemos inferir que o
CC103 é potencialmente um CC formado por um numero consideravel de cepas de-O-
acetiladas. Portanto a constatacdo inferida por outros estudos que a vacina produzida a
partir de cepas de-O-acetiladas induz maior produgédo de anticorpos bactericidas com
acao mais eficaz contra cepas carreando ambos os tipos de PSC, podemos inferir que no
Brasil a adogdo desse tipo de vacina seria recomendavel devido a maior ocorréncia de
cepas de-O-acetiladas do que em outros paises.

A semelhanca fenotipica de isolados C de-O-acetilados com isolados W-135 O-

acetilados sugere uma relacéo clonal. Fenotipicamente, os isolados W-135 O-acetilados
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foram sorosubtipo P1.3,6 e os isolados P1.5,2 foram de-O-acetilados (LONGWORTH,
2002). O fenotipo P1.5,2 presente nas cepas analisadas neste estudo também é
caracteristico de cepas de-O-acetiladas.

Nosso estudo se apresenta como a primeira referéncia a respeito da de-O-
acetilacdo do PSC sorogrupo C no pais e os dados aqui apresentados podem auxiliar
futuramente o entendimento de propriedades bioquimicas e imunolédgicas do micro-
organismo. Além disso, sera possivel estabelecer uma relacao entre a de-O-acetilacédo as
caracteristicas do meningococo, como mecanismos de defesa, diferengas na
susceptibilidade a antimicrobianos, troca de capsula e transferéncia de genes, entre
outros.

Outro dado relevante proposto neste trabalho foi o conhecimento dos clones do
meningococo C circulantes no Brasil, possibilitando a comparagéo de resultados e a
divulgacdo de novos dados aqui gerados. Os CC11, CC8, CC41/44, CC269 foram
responsaveis pela maioria das doencas invasivas dos sorogrupos B e C em todo o
mundo a partir da década de 1960 (CAUGANT, 2008). Alguns CC, como o CC11,
podem estar associados a varios sorogrupos (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012), no
entanto outros CC apresentam-se fortemente associados a sorogrupos, como 0 CC32 ao
sorogrupo B e 0 CC103 ao sorogrupo C (DE FILIPPIS, 2013).

No Brasil, estudos com isolados do sorogrupo C no periodo de 1976 até 2005
identificaram a prevaléncia de quatro grandes CC entre as cepas invasivas: CC11, CC8,
CC32 e CC103 (SAFADI; CINTRA, 2010; SARDINHA et al., 2013; DE FILIPPIS et
al., 2013). A partir do ano 2002, observou-se um aumento substancial na propor¢éo de
casos atribuidos ao sorogrupo C do meningococo associado ao CC103, sendo este o
atual responsavel pela maioria dos casos de doenca meningocdécica no Brasil (GORLA
et al., 2012; SAFADI et al., 2013). O declinio dos CC11 e CC8 apds o periodo
introdutorio da vacina e aumento do CC103 ja foi evidenciado em outros estudos (DE
FILIPPIS et al., 2013, SARDINHA et al., 2013). Isso sugere que a introdugéo da vacina
MenC em 2010 pode ter alterado a diversidade de cepas no Brasil, implicando na
diminuicdo desses complexos entre as cepas estudadas. O aumento na frequéncia do
sorogrupo C, em especial do CC103, induziu a introducdo da vacinagdo contra o
meningococo no calendario do PNI em novembro de 2010. Assim, o Brasil se tornou o
primeiro pais da América Latina a introduzir a MenC ano calendario de vacinagdo

(BRASIL, 2017). No presente estudo é evidente o alto nUmero de cepas pertencentes ao
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CC103, alcancando mais de 50% do total de cepas analisado nos dois periodos
estudados.

Epidemias em Salvador foram associadas aos ST-3779 e ST-3780, ambos
pertencentes ao CC103 (CORDEIRO, 2018). Neste trabalho, foi observado que o ST-
3780 foi 0 mais prevalente, associado a 32% das cepas analisadas. De acordo com o que
foi relatado por Sardinha et al em 2013, no Brasil o CC11 foi substituido pelo CC103 a
partir de 2005 e hoje € o clone mais frequente entre as cepas do sorogrupo C. Neste
estudo o CC103 esta presente em 50% do total dos isolados, seguido do CC11 (n = 11)
e CC32 (n = 7). A presenca dos CC11 e CC32 foi relatada neste estudo, sendo os
CC461 e CC35, CC relacionados ao sorogrupo C pela primeira vez no Brasil. A
presenca de CC32 associado ao sorogrupo C sugere a mudanca de capsula de B para C,
pois este CC esté fortemente associado a cepas do sorogrupo B. Presume-se que a troca
capsular meningocécica ocorre quando um ST dentro de um sorogrupo, ndo usualmente
associado a esse ST, e mais frequentemente associado a outro sorogrupo € encontrado
(CASTINEIRAS, 2012), como a rela¢do do CC32 ao sorogrupo B.

A determinacdo das variantes antigénicas presentes na superficie bacteriana foi
realizada para avaliar a diversidade fenotipica das cepas brasileiras nos periodos pré e
poés-vacinal e assim avaliar as implicacdes da vacina na variabilidade do micro-
organismo. Dados epidemioldgicos sobre a DM sdo necessarios para caracterizar cepas
circulantes e orientar futuras estratégias de prevencdo e controle (PRESA et al., 2018).
As OMPs estdo intimamente relacionadas a aderéncia e a invaséo de células humanas,
importantes no processo de colonizacdo da nasofaringe, invasdo de células endoteliais e
possivel penetracdo da barreira hematoencefalica (BARTLEY et al., 2013). A vacina
proteica desenvolvida para combater o meningococo sorogrupo B evidencia as
propriedades imunoldgicas das proteinas de superficie.

O fenotipo P1.22,14-6, predominante neste estudo, tem sido relacionado ao
CC103 (DE FILIPPIS et al., 2012). O perfil P1.22,14-6 foi 0 mais prevalente em S&o
Paulo em um estudo que relatou um aumento deste fen6tipo nos ultimos anos (LEMOS
et al., 2007). Weidlich et al (2008) relataram a frequéncia deste perfil antigénico em um
surto no Rio Grande de Sul, entre 2003 e 2005 sempre associado ao CC103, sorogrupos
B e C. Os autores consideraram a possibilidade de uma relacdo genética e

epidemioldgica entre as cepas do RS e SP, fato que explicaria o aumento significativo
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do sorogrupo C no RS durante 2003-2005, o que é preocupante devido a possibilidade
de uma distribuicdo clonal deste subtipo ao longo do todo pais, podendo causar uma
epidemia de DM.

O menor numero de variantes relatado a VR3 em PorA foi descrito por de
Filippis et al (2007) em cepas brasileiras. A menor diversidade genética observada em
VR3 quando comparada a VR1 e VR2 sugere que este epitopo esta sob menor pressdo
seletiva. Essa aparente maior estabilidade de VR3 pode ser explicada pelo menor nivel
de exposicdo da alca VR3 ao ambiente extracelular, facilitando o escape desse epitopo
ao ataque do sistema imune do hospedeiro (DE FILIPPIS et al., 2007). Os mesmo
autores sugeriram ainda a existéncia de dois perfis que correspondem exclusivamente a
doenca invasiva (P1.19,15,36) ou estado de portador (P1.12-5,1,35-1). Neste estudo, 0
perfil P1.19, 15 foi identificado em seis cepas brasileiras associados aos CC103, CC32 e
CC461.

O gene que codifica a proteina nadA esta presente em cerca de 50% dos isolados
e sua distribuicdo varia de 100% em alguns CC como CC11 e CC32, a 0% em outros,
por exemplo, CC41 e CC44 (LUCIDARME et al., 2009). NadA é um fator de
patogenicidade com um papel na adesdo celular do hospedeiro e invasdo
(LUCIDARME et al., 2010). Neste estudo foram identificadas apenas sete cepas
contendo o gene nadA. Entre elas, ndo foi observada a presenca de nadA-8, presente na
vacina contra o sorogrupo B. A presenca de nadA foi verificada apenas em cepas
pertencentes aos CC103, CC32 e CC1l1l e frequentemente associada a linhagens
hipervirulentas (COMANDUCCI, 2004).

Apesar da importancia de avaliar a proteina NHBA em cepas sorogrupo B, cepas
sorogrupo C também devem garantir uma analise minuciosa dessa proteina, devido a
sua importancia imunoldgica e a interacdo com o hospedeiro. Neste estudo, a presenca
predominante do peptideo 42 e dos demais encontrados, difere do peptideo NHBA
presente na vacina Bexsero. Essa informacdo pode ser explicada pelas distintas
variacoes de NHBA presentes em cepas do sorogrupo B e C (VACCA, 2016).

Variagbes em fHbp e proteinas relacionadas foram consideradas fatores
importantes na determinacdo da suscetibilidade a DM (SEIB et al., 2015). Apesar de
estar presente na maioria dos meningococos, a expressao de fHbp na superficie varia
significativamente entre as cepas. O sequenciamento do gene fHbp em isolados

meningocadcicos revelou uma variagdo da sequéncia, consistente com classificacdes de
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fHbp em duas subfamilias de acordo com a classificagdo da Pfizer (A e B) (FLETCHER
et al., 2004) ou trés grupos variantes principais de acordo com a classificacdo da
Novartis (1, 2 e 3) (MASIGNANI et al., 2003), cada um incluindo varias sub-variantes.
O alelo 25 destacou-se por estar presente em aproximadamente 50% das cepas
analisadas.

Cepas pertencentes ao CC103 apresentaram baixa diversidade fenotipica de
acordo com as variantes proteicas fHbp e NHBA. Esses dados sugerem um perfil
fenotipo associado as cepas brasileiras sorogrupo C: P1.22, 14-6: F3-9: ST-3780
(cc103). A variabilidade ampla de estruturas expostas a superficie permite que os micro-
organismos sempre tenham subpopulacgdes de tipos antigénicos divergentes para evitar a
vigilancia imunoldgica e contribuir para a variacdo funcional.

A distribuicdo dos antigenos vacinais 4CMenB (Bexsero) sdo, no geral,
avaliados em cepas sorogrupo B. A administracdo dessa vacina propde uma eficaz
protecdo a cepas pertencentes a outros sorogrupo (RODRIGUES et al., 2018). Nossos
dados permitiram realizar uma avaliacdo da imunogenicidade da 4CMenB frente a
cepas sorogrupo C. Para isso, os dados de variante e alelos correspondentes a vacina
foram deduzidos a peptideos. O perfil de BAST-1 compreende a composicao exata da
vacina: FHbpl, NHBA2, NadA8 e PorA7-2, 4. A andlise demonstrou que as cepas
sorogrupo C expressaram apenas duas variantes de PorA e sete de fHbp compativeis
com as variantes incluidas na vacina. Os peptideos correspondentes a NHBA e NadA
apresentaram-se completamente diferentes da composigao vacinal. Estudos garantem
que a presenca de ao menos uma variante da vacina seria capaz de induzir
imunogenicidade a cepas meningocécicas. Esses dados provam que, apesar das OMPs
estarem presente efetivamente em todos os isolados meningocécicos, a variabilidade
entre sorogrupos pode dificultar o acesso a imunogenicidade as cepas que ndo sdo
sorogrupo B. A vacina proteica foi desenvolvida a partir da selecdo das variantes
peptidicas mais prevalentes no sorogrupo B.

As informagOes geradas por esse trabalho garantem um conhecimento mais
detalhado sobre as cepas brasileiras do sorogrupo C em circulacdo. Dados sobre O-
acetilacdo, apesar de ndo se relacionarem claramente aos clones circulantes, podem
auxiliar o entendimento da epidemiologia e da evolugdo da DM. O MLST demonstrou
gue o CC103 continua sendo o0 mais prevalente no Brasil entre as cepas do sorogrupo C,

ndo sendo influenciado pela introducao da MenC.
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6 CONCLUSOES

e Os resultados obtidos a partir da presenca de cepas de-O-acetiladas no Brasil
possibilitaram o maior entendimento da dindmica estrutural do PSC meningocdcico.
Aparentemente, a distribuicdo dessas cepas parece ndo ter sido afetada pela introducéo
da MenC;

e Nosso estudo sugere que, a partir da analise das sequéncias dos aminoacidos
geradas pelo sequenciamento do gene oatC, trés regibes variaveis contendo
aproximadamente 50 aminodcidos podem estar diretamente envolvidas na de-O-
acetilacdo do PSC, o que pode ser constatado pelo alinhamento com as cepas utilizadas
como referéncia neste estudo e confirmadas; em alguns casos, pelo ensaio de ELISA
whole-cell;

e Cepas de-O-acetiladas pela andlise do gene oatC apresentaram, pelo menos, uma
RV (parcial ou completa) confirmando ser a presenga dessas regides o marcador que
indica o estado de desacetilacdo do PSC dos meningococos do sorogrupo C;

e Ensaios imunoenzimaticos ndo forneceram informacdes precisas a respeito da (de)-
O-acetilacdo. O ELISA whole cell foi o método que apresentou resultados mais
relevantes, porém a inespecificidade do MADb - ndo garante a certificacdo dos resultados.
A dificuldade de desenvolvimento de um protocolo que isolasse o polissacarideo a
partir de suspensdo bacteriana em larga escala para ser utilizado no ELISA sanduiche
foi uma barreira no estudo;

e Todos os isolados foram tipificados por MLST mostrando que a populagédo
meningocAcica € representativa e geneticamente diversa. O MLST se mostrou uma
ferramenta muito eficaz na determinacdo dos perfis clonais e permitiu uma anélise
minuciosa sobre a epidemiologia da DM no periodo estudado. Concluimos que o
CC103 permanece ainda como o principal clone circulante no Brasil entre as cepas do
sorogrupo C. Por ser atualmente o sorogrupo com mais circulagdo no pais, por
consequéncia o CC103 é também o de maior circulacéo;

e O perfil antigénico gerado pela analise das OMPs nos forneceu dados Uteis na
classificagdo do meningococo. O baixo percentual de antigenos vacinais da vacina
4CMenB (7%) desenvolvida contra o sorogrupo B em cepas do sorogrupo C permite
concluir que esta vacina ndo seria capaz de induzir resposta imune contra cepas

brasileiras do sorogrupo C;
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e Tanto os isolados O-acetilados como o0s de-O-acetilados apresentaram-se
fenotipicamente diversos, ndo sendo possivel correlacionar as formas polissacaridicas
com o perfil clonal e periodo anterior ou posterior a vacing;

e Nossos dados sugerem que a de-O-acetilagdo do PSC sorogrupo C pode estar
associada ao CC103. Esta hipdtese é sustentada pela constatagdo de que mais de 94%
das cepas sorogrupo C do UK e EUA sdo CC11 e apenas 1,3% CC103 e mais de 31%
das cepas sorogrupo C do Brasil sdo CC103 e 28% sdo CC11. Considerando que a
ocorréncia de cepas de-O-acetiladas no UK e EUA ¢é de aproximadamente 15% e no
Brasil € de 23%, podemos inferir que 0 CC103 € potencialmente um CC formado por
um namero consideravel de cepas de-O-acetiladas;

e Outros estudos demonstraram que uma vacina produzida a partir de cepas de-O-
acetiladas induz maior producdo de anticorpos bactericidas com acdo mais eficaz contra
cepas carreando PSC OAc+ e PSC OAc-. Com essa constatacdo e considerando a
hipotese anterior, podemos inferir que no Brasil a adocdo desse tipo de vacina seria
recomendavel devido a maior ocorréncia de cepas de-O-acetiladas, comparada a outros

paises.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE REMOCAO DOS GRUPOS O-ACETIL DO
POLISSACARIDEO SOROGRUPO C NATIVO

Uma massa de 1g de polissacarideo foi adicionado a 30 mL de solucdo 0,1 mol/L de
NaOH e aquecida a 37°C em termo bloco, por 4 h. A solugéo foi resfriada e neutralizada
com &cido acético 0,4 mol/L. O material foi dialisado em cassete com membrana de
3.500 Da de cut-off e posteriormente liofilizado. A confirmac&o da estrutura quimica do
polissacarideo desacetilado foi confirmada por RMN-H, na plataforma de
Farmanguinhos. Observou-se a auséncia dos sinais H7 e H8 em torno de 5 ppm,
indicando a eliminacdo dos grupos O-acetilados nestas posicdes e também se observou
a coalescéncia dos sinais de H-3 equatorial. Na regido relativa aos sinais das metilas dos
grupos O, N-acetilados (1,9 a 2,1 ppm), somente se verificou um Unico sinal relativo a

metila do grupo N-acetilado.
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APENDICE B - FLUXOGRAMA DAS METODOLOGIAS PROPOSTAS NESTE
ESTUDO

Neisseria meningifidis

{cepas vacinais e cepas de pesquisa)

Aberturae
crescitnento das
CEpas
|
I I N ] )
f i ]
Cri . Métodos Métodos
Hopreservagac Ifoleculares imunoquimicos
] S
i |
Cenfirmagio de Aquzswao de
antigenos e
SPP. B SCTOgrupo anticotpos
L
I :
1 1 1
' At N Y
| | |
Analise das OlP e Tipificacio por Analize do gene Ensaios
BAST MLET aai’ imunoenzimaticos
Hd]
CH ] L ) S ) sTitulacda de mAbs
*Seqguenciamernio sSequenciamenta sSequenciamenta Tituinedo de A
sAndlize dar variantes sClassificasdaem STe OO eAmdlise das sequencias 7 e £
. - _ _ . - +Espacificidads de ligacdo
*Presenga de antigenos *RelagBes clondais Mdentificacio dedelecese | Reqedn Cruzada
vacinais — BAST RV ol
+Classificagds sFilogemia "ELIEA whole ce
sdvafiacda de DO

Epidemiologia Acetilacio do PSC



104

APENDICE C - REPRESENTACAO DE UMA PLACA DE ELISA DEMONSTRANDO A TITULA(;AO EM DUPLICATAS DE
ANTICORPOS DE CAPTURA, 1gG ANTI-PSC E ANTIGENO UTILIZADOS NO ELISA SANDUICHE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5ug/mL | 5ug/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20ug/mL | 20pg/mL | 5ug/mL | 5ug/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20ug/mL
1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000
5ug/mL | 5pug/mL | 5ug/mL | 5pug/mL | S5pg/mL | S5pug/mL | 5pug/mL | 5ug/mL | 5pug/mL | 5pg/mL | S5pg/mL | S5pg/mL
5ug/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | Spg/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000
10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL
5ug/mL | S5pug/mL | 10pug/mL | 10pg/mL | 20ug/mL | 20pug/mL | S5pug/mL | 5ug/mL | 10ug/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000
20ug/mL | 20pg/mL | 20pug/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20ug/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
5ug/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | Spg/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000
5ug/mL | 5pg/mL | 5pg/mL | S5pg/mL | S5pg/mL | Spug/mL | S5pg/mL | Spug/mL | Spg/mL | S5pg/mL | S5pg/mL | S5pg/mL
5ug/mL | S5pug/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pug/mL | Spug/mL | 5ug/mL | 10ug/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000
10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pug/mL | 10pg/mL | 10ug/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL
5ug/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | Spg/mL | S5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000
20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
5pug/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | S5pg/mL | S5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000
10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pug/mL | 10pg/mL | 10ug/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL
5ug/mL | 5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL | 5pg/mL | S5pg/mL | 10pg/mL | 10pg/mL | 20pg/mL | 20pg/mL
1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:4000 1:4000 1:4000 1:4000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000
PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5% | PBS+5%
SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB SFB
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APENDICE D - PROTOCOLO DE ELISA WHOLE-CELL DE ACORDO COM
RUBISTEIN E STEIN (1988), COM ADAPTACOES.

As placas Immulux (Dynex®) foram cobertas com o conjugado polissacarideo
(célula inativada) + albumina metilada (5 pg/mL), diluidos em tampéo PBS; seguido de
lavagem das placas com PBS 3 vezes, bloqueio dos sitios de ligagdo com PBS com 1%
de BSA por 1 h em temperatura ambiente e lavagem 3 vezes com PBS. O anticorpo
primario foi diluido em PBS-BSA, com diluicdo inicial de 1/10 e adicionado 50 puL em
cada poco; permanecendo em incubagdo por 24 h a 4°C. Apos este periodo, 5 lavagens
foram realizadas com PBS, seguido da adicdo de 50 pL do anticorpo secundario diluido
em PSC e incubacdo por 4 h em temperatura ambiente. Novas lavagens com PBS (3
vezes) e agua destilada (3 vezes) foram realizadas. Incubacdo com substrato ABTS 1:1
por 15 min e adi¢io de solucéo de parada: SDS 1%. O substrato ABTS desenvolve uma
cor verde azulada na presenga do conjugado marcado com peroxidase. A leitura dos
padrdes de absorbancia foi feita pelo software SoftMax Pro 5.0.1 no Espectrofotdmetro
de Elisa, Leitora LMR-96.
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APENDICE E - RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA ANALISE DO PERFIL CLONAL POR MLST E DAS PROTEINAS DE

MEMBRANA EXTERNA (OMP) DAS 115 AMOSTRAS ANALISADAS.

MLST OMP
PorA PorA

ID |Regido| Ano | abcZ | adK | aroE |fumC | gdH |pdhC | pgm | ST CcC VR1 VR2 FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
pog4s8| PE| 2007| 276 | 4 | 9 | 17 | 5 | 18| 2 | 3779 | 103 22 146 | F39 | 25 | # | o | 3073
P2851 PE| 2007| 276 4 6 17 | 5 | 18 | 2 | 5122 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 | 3073
P2861 RJ| 2007| 8 10 5 9 6 3 8 | 639 | 32 19-36 1569 | F161 | 16 | % 1 | 3135
P2914 PE| 2007| 276 4 6 17 | 5 | 18 | 2 | 5122 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 2 0 824
P2941 RJ| 2007| 8 10 5 9 6 | 3 8 | 639 | 32 7-1 1 F1-30 | 671 | 24 0 | 3148
P2955 RJ| 2007| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 19-36 15-39 F5-1 | 189 | 2 1 | 3138
P2987 PE| 2007| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 995 | 4 0 | 3155
P3039 PE| 2007| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-41 | o5 | 22 0 3072
P3040 PE| 2007| 2 3 4 3 8 | 4 6 11 11 5-1 10-8 F3-6 | 41 | % 1 | 3134
P3074 PE| 2008| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-11 F3-9 | o5 | 2 0 3063
P3076 PE| 2008| 276 4 9 7| 5 | 18| » |3/79 | 103 22 14-11 F3-9 | o5 | 2 0 3063
P3087 PE| 2008| 2 3 4 3 8 4 | 456 | 6974 | 11 5-1 10-8 F3-6 | 269 | 43 0 3142
P3095 RJ| 2008| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 29 10782 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3100| BA| 2008| 276 4 9 17 1452 | 17 | 357 | 9695 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3103| BA| 2008| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 824
P3105| BA| 2008| 276 4 9 715 |17 | 2 | 9682 | 103 22 14-6 F3-9 | 158 | % 0 3136
P31l0| BA| 2008] 8 | 10 | 5 | 4 | 6 | 3 | 8 | 33 | NA | 193 | 1539 | F51 | 229 | * | 0 | 3139
P3111| BA| 2008| 276 | 10 9 | ¥ | 5 |18 | 2 |11614| 32 19-36 15-39 F3-9 | 1 42 0 | 3116
P3112| BA| 2008| 2 3 4 3 8 4 6 11 11 5 2 F3-9 1 43 0 3117




ID |Regido| Ano | abcZ | adK | aroE |fumC | gdH |pdhC | pgm | ST CcC lz/ORt? lz/ORt? FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
P3119| BA| 2008| 276 4 9 171 5 | 17 | 357 | 9690 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 3073
P3132| BA| 2008| 276 4 9 71 5 | 17 | 357 | 9690 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 824
P3137| BA| 2008| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3138| BA| 2008| 276 | 10 9 71 5 |18 | 2 |11614| 103 22 14-6 F3-9 | 143 | 0 3137
P3139| BA| 2008| 276 4 9 71 5 | 17 | 357 | 9690 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3279 PE| 2008| 276 | 4 9 | 166 | 5 | 425 | 357 | 10779 | NA 22 14-6 F39 | 25 | 22 0 | 3073
P3283| BA| 2008| 276 4 9 7 1 5 | 18 | 2 | 3779 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 3073
P3289| BA| 2009| 2 3 4 3 8 4 | 2009723 | 11 5 2 F3-6 | 19 | 43 0 3128
P3290| BA| 2009| 2 4 4 3 8 4 6 | 1189 | 11 5 2 F3-6 | 19 | 0 3129
P3292| BA| 2009 276 | 4 6 | 17 | 5 | 18 | 475 | 9728 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 | 3073
P3293| BA| 2009| 8 10 5 | 187 | 6 | 465 | 248 | 9729 | NA 19-15 15 Fs-21 | 1 | S 1 3122
P3294| BA| 2009| 2 3 4 3 8 4 | 2009723 | 11 5 2 F3-6 | 24 | 43 0 3131
P3295| BA| 2009 4 | 10 | 47 | 307 | 6 | 2 | 12 | 3771 | 35 7.2 131 | F17 | 15 | ®1 | o | 3071
P3297| BA| 2009| 2 3 4 3 8 4 6 11 11 5-11 10-4 F3-6 1 | 81 0 3118
Pa3o0| BA| 2000] 2 | 3 | 7 | 2 | 8 | 5 |340| 4860 | g 18-8 3 F39 | 19 | 89 | o | 3130
P3301| BA| 2009| 8 10 5 4 6 | 3 8 33 32 5 2 F5-1 | g %4 0 | 3119
P3303| BA| 2009] 2 | 3 | 4 | 3 | 8 | 4 |20 9723 11 72 131 | F36 | o5 | 89 | o | 35
Ppa307| BA| 2000] 2 | 3 | 4 | 3 | 8| 4 |200]|923| 11 | 511 104 | F36 | 25 | 87 | o | 3109
p3310| BA| 2009] 8 | 10 | 5 | 4 | 6 | 455 | 248 | o745 | 32 18-8 3 F5-1 | 25 | 839 | o | 3108
P3357 PE| 2009| 276 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 | 3073
P3358 PE| 2009| 276 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | 25 | % 0 | 3073
P3365 pE| 2009| 276 | 4 9 | 141 | 5 | 425|357 |10781| . ” 146 F39 | ,o | 42 0 3073
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ID Regido | Ano abcZ | adK | aroE |fumC | gdH [pdhC | pgm | ST CcC lz/ORt? lz/ORt? FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
P3369 PE| 2009| 276 4 9 | 141 | 140 | 425 | 357 | 10780 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 3073
P3370 PE| 2009| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3371 PE| 2009| 276 4 9 17 1140 | 18 | 357 | 9701 | NA 5-11 10-22 F3-9 | o5 | % 0 3110
P3475| BA| 2009 276 | 4 4 9 5 | 18 | 2 | 8436 | 103 5-11 10-62 F3-9 | o5 | % 0 | 3111
P3476| BA| 2009 276 | 4 4 9 5 | 18 | 2 | 8436 | 103 5-11 10-62 F3-9 | o5 | % 0 | 3111
P3477| BA| 2009 276 | 4 4 9 5 | 6 2 | 8437 | NA 5-11 10-62 F3-9 | o5 | 989 0 | 3114
P3478| BA| 2009| 276 | 4 4 9 5 | 18 | 2 | 8436 | 103 5-11 10-62 F3-9 | 497 | % 0 | 3143
P3479| BA| 2009 276 | 4 4 9 5 | 18 | 2 | 8436 | 103 5-11 10-62 F3-9 | o5 | % 0 | 3111
P3480| BA| 2009 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 | 3073
P3497 PE| 2009| 276 4 9 | 141 | 5 | 425|357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3554 PE| 2010| 276 4 9 [ 141 | 5 | 425 ] 29 10782 | NA 22 14-6 F3-9 | go1 | 989 0 3156
P3557 PE| 2010| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 29 | 10782 | NA 22 14-6 F3-9 | 25 | 42 0 3073
P3558 PE| 2010| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 29 | 10782 | NA 22 14-6 F5-1 | o5 | 42 0 3073
P3637| RJ| 2010] 8 | 10 | 5 | 9 | 6 | 3 |490|13507 | 32 7-42 10 | F39 | 1 | ® | o | 3100
p3s67| RJ| 2010| 276 | 4 | 9 | 9 | 5 |18 | 2 | 3780 | 103 22 146 | F39 | 25 | ¥ | o | 3073
P3668 RJ| 2010| 276 | 4 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | 25 | % 0 | 3073
P3670| RJ| 2010| 276 | 4 | 9 | 17 | 5 | 18 | o | 3779 | 103 22 146 | F39 |77 | % | o | 3144
p3712| Ry| 2010| 276 | 4 | 9 | 9 | 5 | 18 | 357 |13598 | NA 22 146 | F39 | 25 | ¥ | o | 3073
P3733 PE| 2010| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F5-1 | o5 | 42 0 3073
pa7es| RJ| 2010] 8 | 548 | 5 | 9 | 6 | 3 | 8 |13509| 3 7.1 10 | F39 | 1 | ¥ | o | 3121
p3776| PE| 2010| 276 | 4 | 9 | 166 | 5 | 425 | 357 | 10779 | NA 22 146 | F39 | 25 | # | o | 3073
P3777 PE| 2010| 276 4 9 | 141 | 5 | 425 | 357 | 10781 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 3073




ID Regido | Ano abcZ | adK | aroE |fumC | gdH [pdhC | pgm | ST CcC lz/ORt? lz/ORt? FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
p3778 pE| 2010| 276 | 4 9 | 141 | 140 | 425 | 357 | 10780 | | o - 146 F39 | oo | 42 0 3073
P3791 pE| 2011| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F39 | 25 | 42 0 | 3073
P3792 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3800 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 3073
P3841 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 4 0 3073
P3842 PE| 2011| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F1-7 | 25 | 42 0 | 3073
P3858 PE| 2011| 276 7 4 | 242 | 22 | 18 | 28 |13600| NA 5-1 10-13 F3-9 | 3 24 0 | 3124
P3978 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | go1| 2° 0 3149
P3979 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 1034 1 0 3157
P3986 PE| 2011| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | 2O 0 3067
Psoos| PE| 2012| 276 | 4 | 9 | 9 | 5 | 18| 2 | 3780 | 103 22 146 | F39 | 25 | 25 | 0 | 3067
paoo7| PE| 2012| 276 | 4 | o | 9 | 5 | 18| 2 | 3780 | 103 22 146 | F3-9 | 25 | 2 | 0 | gny
P4029 PE| 2012| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 789 | 0 | 3152
P4030 PE| 2012| 276 4 6 17 | 5 | 18 | 2 | 5122 | 103 22 14-6 39 | 25 | ® 0 | 3067
P4031 PE| 2012| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 39 | 25 | ® 0 | 3067
P4032 PE| 2012| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 39 | 25 | ® 0 | 3067
P4056 PE| 2012| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F39 | o5 | ¥ 0 | 3067
P4072 PE| 2012| 276 4 9 | 492 | 5 | 18 | 2 | 8098 | 103 22 14-6 FI-1 | 160 | % 0 | 3140
P4073 PE| 2012| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 25 o 0 | 3066
P4075 PE| 2012| 276 4 9 9 | 26 | 18 | 2 | 8730 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | 2 0 824
P4077 PE| 2012| 276 4 6 17 | 5 | 18| 2 | 5122 | 103 22 14-6 F3-9 | 25 | 24 0 824
P4132 PE| 2012| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 2 24 0 3123
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ID Regido | Ano abcZ | adK | aroE |fumC | gdH [pdhC | pgm | ST CcC lz/ORt? lz/ORt? FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
P4133 RI| 2012| 8 4 6 | 17 | 5 | 320 | 2 | 4079 | 103 22 14-6 F39 | 5 25 0 | 3125
P4144 PE| 2012| 276 4 9 9 5 | 247 | 340 | 9464 | NA 22 14-6 F3-51 | o5 | 24 1 3107
P4146 PE| 2012| 276 | 4 9 | 410 | 5 | 18 | 340 | 13601 | NA 22 14-6 F3-9 | o5 | % 1 | 3106
P4247 PE| 2013| 276 | 4 9 | 410 | 5 | 18 | 340 | 13601 | NA 22 14-6 F3-9 | o4 | % 0 | 3145
P4248 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | o4 | 0 | 3145
P4250 PE| 2013| 276 | 4 9 | 7 | 5 | 18 | 2 | 3779 | 103 22 14-6 P39 | 25 | % 0 824
P4274 PE| 2013| 276 4 9 7 1 5 | 18 | 2 | 3779 | 103 22 14-6 F3-9 | o5 | % 0 824
P4277 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 780 | 1% 0 | 3151
P4322 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 P39 | 25 | % 0 824
P4329 RJ| 2013| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 25 | 1% 0 3070
P4330 PE| 2013| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-7 F3-9 | 264 | %° 0 3145
P4331 PE| 2013| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 7-4 1 F3-9 | 169 | 12° 0 3141
P4333| PE| 2013| 276 | 4 | 9 | 410 | 5 | 18 | 340 | 13601 103 22 146 | F39 | 25 | ¥ | o | 3070
P4334 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 39 | 25 | ® 0 | 3067
P4335 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F39 | 789 | 0 | 3152
P4336 PE| 2013| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 7-4 1 F39 | 25 | # 0 | 3074
P4338 PE| 2014| 276 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 F1-7 | o5 | 24 0 824
P4344 RJ| 2014| 67 5 6 3 3 | 11 | 13 | 345 | NA 22 14-6 F3-9 | goo | % 1 | 3158
P4352 PE| 2013| 276 | 4 9 | 410 | 5 | 18 | 340 | 13601 | NA 22 14-6 F3-9 |1035| % 0 | 3159
P4400| UK| 2014| 2 3 4 | 887 | 8 | 4 6 11 11 22 14-6 F1 | 13| % 1 -

P4431 PE| 2014| 276 | 4 9 9 5 | 18 | 2 | 3780 | 103 22 14-6 39 | 8 24 0 | 3126
P4464 SP| 2014| 276 | 4 9 9 | 26| 18 | 2 | 8730 | NA 22 14-6 P39 | 25 | % 0 824
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ID Regido | Ano abcZ | adK | aroE |fumC | gdH [pdhC | pgm | ST CcC lz/ORt? lz/ORt? FetA |fHbp| NHBA | NadA | BAST
P4466 RJ| 2014| 276 4 9 9 5 18 2 3780 | 103 22 14-6 F3-9 25 24 0 824
P4480 PE| 2015| 276 4 9 9 5 18 2 3780 | 103 22 14-6 F3-9 | 735 24 0 3154
P4531 PE| 2015| 276 4 9 9 26 | 18 2 8730 | NA 21 16-36 F3-9 8 24 0 3127
P4534 RJ| 2015| 276 4 9 9 5 18 2 3780 | 103 22 14-6 F3-9 41 24 0 3132
P4615 RJ| 2015| 8 10 154 | 17 26 | 21 | 340 | 14233 | NA 21 16-36 F3-9 25 24 0 3065
P4950 RJ| 2016| 276 4 9 17 5 18 2 3779 | 103 22 14-6 F3-9 25 24 0 824
P5174 PE| 2016| 276 4 9 9 5 18 2 3780 | 103 22 14-6 F3-9 41 101 0 3132
P5523 PE| 2016| 12 5 12 35 60 | 22 17 461 461 19-1 13-1 F3-9 | 669 24 0 3069

Em NadA, 0: auséncia, 1: presenca; BAST: Bexsero Antigen System Type.
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