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RESUMO

A Doenca Meningococica (DM) representa um problema de saude publica mundial. No Brasil
a DM ¢ endémica e a maioria dos casos da doenca é causada pelo sorogrupo C. Em situacoes
endémicas, estima-se que 10% da populacdo saudavel carreia N. meningitidis (Nm) na
nasofaringe. A identificacdo de grupos de risco, especialmente os portadores de cepas
hipervirulentas, € importante para avaliar a necessidade e viabilidade de intervencdo. O
desenvolvimento e o uso eficaz das vacinas dependem do conhecimento do seu efeito sobre os
portadores. Os objetivos do presente estudo foram estimar a prevaléncia de portadores
assintoméaticos de Nm entre adultos jovens na regido metropolitana do Rio de Janeiro, e
caracterizar as amostras quanto a composicao clonal, sorogrupos, proteinas de membrana e
suscetibilidade aos antimicrobianos. A coleta de dados foi realizada entre maio/2016 e
maio/2018 com a aplicacdo de questionario com dados demogréficos e clinicos e coleta de
espécime de orofaringe. Foram incluidos no estudo voluntéarios de 18 a 35 anos de quatro
instituices de ensino do Rio de Janeiro e de Niterdi. A identificacdo das amostras foi realizada
por MALDI-TOF e sequenciamento de rplF. A suscetibilidade aos antimicrobianos foi
determinada por disco-difusdo para azitromicina, ceftriaxona, ciprofloxacino, cloranfenicol,
meropenem, minociclina, rifampicina e trimetoprim-sulfametoxazol, e por difusdo em
gradiente de concentragdo para ampicilina, levofloxacino e penicilina. Os genogrupos foram
detectados por PCR para A, B, C, E, W, X, Y e Z, e a tipificacdo realizada por MLST. A
presencga de “capsule null locus” (cnl) foi investigada nas amostras ndo genogrupaveis (NG), e
as variantes das proteinas PorA e FetA foram determinadas para todas as amostras. Dentre 0s
373 voluntarios incluidos no estudo, 51 (13,67%) estavam colonizados por Nm. O genogrupo
mais prevalente foi B (3,48%), seguido por C (1,07%), E (0,80%), Z (0,53%) e Y (0,26%). Mais
de metade das amostras foram classificadas como cnl (cnl-2, cnl-3 e cnl-12) ou NG. As
variantes da PorA mais frequentes foram VR1 22, VR2 13-70, VR2 23 e VR3 35-1, e a F5-5
da FetA. Suscetibilidade reduzida ou resisténcia a penicilina, trimetoprim-sulfametoxazol,
ampicilina e rifampicina foi observada em 76,4%, 70,5%, 65,2% e 3,9% das amostras,
respectivamente. As mutagdes A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V em penA foram
detectadas em quatro amostras com resisténcia intermediaria a ampicilina e penicilina. Seis
complexos clonais (CC) foram detectados em mais de uma amostra, sendo CC53 e CC198
predominantes entre as amostras cnl. Linhagens hipervirulentas (CC11, CC32, CC41/44,
CC103, CC213, CC269 e CC4821) foram identificadas em 27,5% das amostras. Foi observada

uma associacao independente entre a colonizacdo por Nm e homens homossexuais, frequéncia



a bares/boates/escolas de samba >1 vez/més e sexo masculino, bem como risco reduzido para

colonizagdo em individuos de cor parda/preta.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis. Portadores assintomaticos. Gene rplF. Capsule null
locus. MLST. Fatores de risco.



ABSTRACT

Meningococcal disease (MD) is a worldwide public health. In Brazil, MD is endemic and most
of the recent cases of the disease was caused by serogroup C. In endemic situations, about 10%
of the healthy population carries N. meningitidis (Nm) in the nasopharynx. Identifying risk
groups for carriage, especially carriers of hypervirulent strains, is important to assess the need
and feasibility of intervention. Development and effective use of meningococcal vaccines
depend on the knowledge of their effect on carriers. This study aimed to estimate the prevalence
of asymptomatic carriers of Nm among young adults from the metropolitan area of Rio de
Janeiro, and to classify the isolates in serogroups, determine membrane proteins variants,
antimicrobial susceptibility, and clonal composition. A cross-sectional study was conducted
between May/2016 and May/2018 with oropharyngeal swab sampling. Demographic data and
potential risk factors were assessed by a self-administered questionnaire. Participants were
recruited among students aged 18-35 years attending four public educational institutions.
Bacterial identification was assessed by MALDI-TOF and sequencing of the rplF gene.
Susceptibility to antimicrobial agents was determined by disk-diffusion for azithromycin,
ceftriaxone, ciprofloxacin, chloramphenicol, meropenem, minocycline, rifampicin, and
trimethoprim-sulfamethoxazole, and by diffusion in a concentration gradient for ampicillin,
levofloxacin, and penicillin. Isolates were classified in genogroups A, B, C, E, W, X, Y and Z
by PCR, and typing by MLST. The capsule null locus (cnl) was investigated in the
nongroupable (NG) isolates, and the variants of the PorA and FetA proteins were determined
for all isolates. Among the 373 volunteers included in the study, 51 (13.67%) were colonized
by Nm. The most prevalent genogroup was B (3.48%), followed by C (1.07%), E (0.80%) %),
Z (0.53%) and Y (0.26%). More than half of the isolates were classified as cnl (cnl-2, cnl-3 and
cnl-12) or NG. The most frequent PorA variants were VR1 22, VR2 13-70, VR2 23 and VR3
35-1, and F5-5 from FetA. Reduced susceptibility or resistance to penicillin, trimethoprim-
sulfamethoxazole, ampicillin and rifampicin was observed in 76.4%, 70.5%, 65.2% and 3.9%
of the isolates, respectively. The A510V, F504L, H541N, 1515V and 1566V mutations in penA
were detected in four intermediate resistant isolates to ampicillin and penicillin. Six clonal
complexes (CC) were detected in more than one isolate, with predominance of CC53 and
CC198 among cnl isolates. Hypervirulent strains (CC11, CC32, CC41/44, CC103, CC213,
CC269 and CC4821) were identified in 27.5% of isolates. An independent association was

observed between colonization by Nm and homosexual men, attendance to



bars/nightclubs/samba clubs >1 time/month and male sex, as well as decreased risk for

colonization in black people.

Keywords: Neisseria meningitidis. Asymptomatic carriers. rplF gene. Capsule null locus.
MLST. Risk factors.
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1 INTRODUCAO

Neisseria meningitidis € um dos principais agentes da meningite bacteriana, juntamente
com Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae (MAIDEN, 2013). Segundo
Leimkugel e colaboradores, a carga da doenca (do inglés “burden of disease™), que mensura o
impacto de morte prematura e incapacidade causada por doengas e injdrias, associada a
meningite bacteriana é compardvel a carga da doenca de varias infeccdes tropicais
(tripanossomiase, doenca de Chagas, esquistossomose, leishmaniose, filariose linfatica,
oncocercose, hanseniase e dengue) combinadas (LEIMKUGEL et al., 2009). Quadros
infecciosos invasivos causados pela bactéria N. meningitidis sdo comumente denominados
como doenga meningocécica (DM). A DM representa um problema de sadde pablica mundial
e pode se apresentar na forma de meningite, sepse, ou ambas, além de outras infec¢cbes menos
comuns (LECA et al., 2015; PACE, POLLARD, 2012). Estima-se que em 2017 mais de 400
mil casos da doenca ocorreram em todo mundo, sendo que aproximadamente 30 mil casos
culminaram em oObito (“Institute for Health Metrics and Evaluation”, 2020 -
http://ghdx.healthdata.org/gbhd-results-tool). Além da significativa taxa de letalidade que pode
chegar a 20% em paises em desenvolvimento, a DM pode deixar sequelas permanentes em 12
a 20% dos sobreviventes como danos neuroldgicos, distdrbios psicoldgicos, surdez, cegueira,
convulsdo, paralisia e amputacdo de membros (ABIO et al., 2013; PACE, POLLARD, 2012;
STEPHENS et al., 2007).

1.1 Neisseria meningitidis

Os primeiros relatos de epidemia de meningite meningocdcica datam do inicio do século
XIX, tendo sido registrados em Genebra (Suica) no ano de 1805 (VIEUSSEUX, 1805 apud
ROUPHAEL, STEPHENS, 2012) e em Massachusetts (Estados Unidos da América) no ano
seguinte (DANIELSON, MANN, 1806 apud ROUPHAEL, STEPHENS, 2012). Porem, s6 em
1887, o patologista austriaco Anton Weichselbaum isolou pela primeira vez a bactéria
N. meningitidis do liquor de um paciente com meningite (WEICHSELBAUM, 1887 apud
ROUPHAEL, STEPHENS, 2012). A colonizacao da nasofaringe de individuos saudaveis por
N. meningitidis foi reconhecida no inicio do século XX (GLOVER, 1918 apud ROUPHAEL,
STEPHENS, 2012; KIEFER, 1896 apud ROUPHAEL, STEPHENS, 2012).

N. meningitidis € um diplococo Gram-negativo pertencente a familia Neisseriaceae,

juntamente com os géneros Kingella, Eikenella, dentre outros (LIU et al., 2015). E um
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microrganismo fastidioso, podendo ser capsulado ou ndo, produtor de &cido a partir da oxidac&o
da glicose e da maltose, oxidase e catalase positivo. A culturade N. meningitidis em agar sangue
se apresenta na forma de coldnias convexas acinzentadas, ocasionalmente mucoides (ELIAS et
al., 2015).

N. meningitidis é classificado em sorogrupos por testes soroldgicos baseados na
variacdo antigénica do polissacarideo capsular. Adicionalmente, as amostras podem ser
classificadas em sorosubtipo, sorotipo e imunotipo, a partir da caracterizagdo das proteinas de
membrana externa PorA, PorB e do lipoolissacarideo (LOS), respectivamente (ROUPHAEL,
STEPHENS, 2012). A Sociedade Europeia de Doenca Meningocdcica (“European
Meningococcal Disease Society”, EMGM) recomenda que a designacdo de amostras de
N. meningitidis inclua o sorogrupo, as regides variaveis da PorA (sorosubtipo), a regido variavel
da proteina de membrana externa FetA, o “sequence type” (ST) ¢ o complexo clonal (CC)
definidos pela técnica de “multilocus sequence typing” (MLST) (JOLLEY et al., 2007). Até o
momento, o microrganismo N. meningitidis é classificado em 12 sorogrupos: A, B, C, E (29E),
H, I, K, L, W (W-135), X, Y e Z. No entanto, mais de 90% dos casos da DM no mundo séo
causados por amostras capsuladas pertencentes a apenas seis sorogrupos: A, B, C, W, Y e X
(RACLOZ, LUIZ, 2010; STEPHENS, 2007; YAZDANKHAH, CAUGANT, 2004). A
classificacdo das linhagens de N. meningitidis conforme recomendado pela EMGM representa
uma importante informacao epidemiolégica tendo em vista que a maioria dos casos de DM é
causada por um numero limitado de sorogrupos, consequentemente a defini¢cdo do sorogrupo
ndo é suficiente para constatacdo de surtos, e que entre os antigenos avaliados estdo alguns
alvos vacinais (JOLLEY et al., 2007).

N. meningitidis possui um genoma circular de aproximadamente 2,2 Mbp com centenas
de copias de elementos de repeticdo. As células de N. meningitidis séo poliploides, contendo de
dois a cinco genomas equivalentes por célula em crescimento e duas copias do cromossomo
por unidade celular (ROTMAN, SEIFERT, 2014).

1.1.1 Identificacéo

A identificacdo fenotipica da espécie N. meningitidis inclui observacdo da morfologia
colonial, observacéo das caracteristicas morfotintoriais com auxilio da técnica de coloracdo de
Gram, producdo da enzima oxidase, producdo de &cido a partir de agucares (glicose, maltose,
lactose, sacarose e frutose), reduc¢éo do nitrato e producao de polissacarideo a partir da sacarose.

Ocasionalmente, N. meningitidis pode néo acidificar o meio contendo actcar (BROOKS et al.,
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2020; ELIAS et al.,, 2015). Por esse motivo, existe a necessidade de se utilizar outras
metodologias para confirmacdo da espécie. A identificacdo bacteriana por espectrometria de
massas no sistema “matrix assisted laser desorption/ ionization time of flight” (MALDI-TOF)
representa uma opcdo rapida e simples quando comparada a identificacdo por testes
bioquimicos. Na andlise por espectrometria de massas no sistema MALDI-TOF, proteinas
estruturais, tais como proteinas ribossémicas, sdo extraidas a partir de uma col6nia bacteriana
e ionizadas por um laser. Os ions gerados formam espectros de massa Unicos com picos de
razdo massa-carga (m / z) de intensidades varidveis. Os espectros de massa da amostra testes
sdo comparados aqueles depositados em um banco de dados de espectros de referéncia para
identificagdo do microrganismo (GE et al., 2017). Embora a ocorréncia de erro na identificagéo
de N. meningitidis ja tenha sido descrita (CUNNINGHAM, MAINELLA, PATEL, 2014;
HONG, BAKHALEK, TAHA, 2019; MOREL et al., 2018; UNALAN-ALTINTOP,
KARAGOZ, HAZIROLAN, 2020), a deteccdo de amostras dessa espécie por MALDI-TOF
tem se mostrado satisfatdria (ELIAS et al., 2015).

A identificacdo molecular também representa uma alternativa para a confirmacdo de
amostras como N. meningitidis. Além do sequenciamento do gene 16S rRNA (ELIAS et al.,
2015) e de um fragmento do gene rplF, que codifica a proteina L6 da subunidade ribossémica
50S (BENNETT et al., 2014), a deteccdo de genes especificos da espécie também tem sido
empregada. Dentre os genes pesquisados estdo: ctrA (FROSCH et al., 1992), crgA (TAHA,
2000), nspA (DE FILIPPIS et al., 2005) e sodC (DOLAN THOMAS et al., 2011). A pesquisa
do gene ctrA, que codifica uma proteina de transporte localizada na membrana externa, pode
resultar em resultados falso-negativos para deteccdo de N. meningitidis, ja que o “locus” que
contém esse gene pode sofrer rearranjos resultando na auséncia do ctrA em 16 a 28% das
amostras. Adicionalmente, estima-se que o0 gene ctrA pode faltar em até 60% das amostras ndo
sorogrupaveis, geralmente oriundas de portadores assintomaticos. Hou e colaboradores
demonstraram que os oligonucleotideos iniciadores utilizados para detecgdo do gene crgA que
codifica um regulador transcricional, em N. meningitidis, também s&o capazes de amplificar
este gene em amostras nao-tipaveis de H. influenzae (HOU et al., 2014). O gene nspA, que
codifica uma proteina de membrana externa com atividade de porina, é conservado nas duas
espécies de importancia clinica do género Neisseria, N. meningitidis e N. gonorrhoeae (DE
FILIPPIS et al., 2005), mas ja foi detectado em N. lactamica (BENNETT et al., 2010). Em uma
analise comparativa de 183 genomas de N. meningitidis observou-se que o gene sodC, que
codifica a enzima superdxido dismutase, ndo era conservado em todos 0s genomas, 0 que

inviabiliza a utilizacdo desse gene como marcador para deteccdo de N. meningitidis. Neste
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estudo demonstrou-se ainda que os genes tauE (codifica uma das subunidades da DNA
polimerase), metA (codifica uma transferase) e shlA (codifica uma proteina de transporte)
estavam presentes em todos os genomas analisados, ndo tendo sido descrito em outras espécies,
e podem ser utilizados como alvos para identificacdo da espécie N. meningitidis (DIENE et al.,
2016).

1.1.1.1 Céapsula

A cépsula polissacaridica é associada a viruléncia em cepas de N. meningitidis
(SCHOEN et al., 2008). Nessa espécie a capsula é produzida via transportadores “ATP-binding
cassette” (ABC). A polimerizacdo do polissacarideo ocorre na membrana interna bacteriana,
sendo o polissacarideo posteriormente transportado através da membrana e translocado para a
superficie da célula (CLEMENCE; MAIDEN; HARRISON, 2018). A capsula é codificada por
genes do “capsular polysaccharide locus” (cps), organizados em cinco regides distintas
ordenadas como D-A-C-E-D’-B (HARRISON et al., 2013), conforme descrito no Quadro 1.

Aregido D do locus cps contém os genes associados a sintese de LOS, enquanto a regido
D’ é uma duplicagdo da regido D composta por uma copia truncada do gene galE (PETERING
etal., 1996). A regido A esta envolvida na sintese capsular e pode se apresentar em 12 variantes
distintas. Essa regido é formada por genes que codificam glicosiltransferases, polimerases e
proteinas envolvidas em modifica¢fes da capsula. As regifes B e C sdo compostas por genes
responsaveis pela translocacdo e transporte de capsulas, respectivamente. A regido E é
composta pelo gene tex e duas pseudo-citosina metiltransferases de fungdo desconhecida
(CLEMENCE; MAIDEN; HARRISON, 2018; HARRISON et al., 2013). Amostras de N.
meningitidis que ndo contém as regides A, B e C sdo denominadas como “capsule null locus”
(cnl) e possuem uma sequéncia de 113-118 pb localizada entre as regides D e E (CLAUS et al.,
2002).

1.1.1.2 Proteinas de membrana

Proteinas de membrana externa sdo estruturas envolvidas na interacdo patogeno-
hospedeiro, desenvolvendo funcGes de adesdo, invasdo, evasdo e aquisicao de nutrientes, além
de serem possiveis alvos vacinais em N. meningitidis (TOMMASSEN; ARENAS, 2017). A
PorA, também conhecida como proteina de membrana externa de classe 1, tem sequéncias de

aminoacidos relativamente conservadas entre as espécies de Neisseria, formato similar a um
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barril e sequéncias varidveis formando “loops”, que se projetam da superficie bacteriana para 0
ambiente externo (VAN DER LEY et al., 1991). A maior parte das variagdes ocorre no
primeiro, quarto e quinto “loops”, conhecidos como regides variaveis (VR) 1,2 e 3 (VR1, VR2
e VR3), respectivamente (FEVEARES; PIZZA, 2009). Sequéncias de aminoacidos
compartilhando ao menos 80% de similaridade s&o incluidas na mesma familia de VR
(RUSSELL et al., 2004).

A FetA é uma proteina reguladora de ferro, também conhecida como FrpB, pertencente
a familia de receptores dependentes de TonB. Possui conformacao de B-barril € 13 “loops”
expostos na superficie celular, sendo o quinto “loop” altamente diverso entre cepas de
N. meningitidis (FEVEARES; PIZZA, 2009).

A proteina fHbp é uma lipoproteina que esta presente na membrana externa de todas as
cepas de N. meningitidis e atua na modulacdo da atividade da via alternativa do sistema
complemento mediante interacdo com a proteina reguladora fator H (fH). N. meningitidis evita
a lise mediada por complemento pela ligagdo de fHbp ao fH. A proteina fHBP é classificada
em trés variantes denominados 1, 2 e 3 (classificacdo Novartis) ou em duas familias A e B
(classificacdo Pfizer), onde a familia A corresponde as variantes 2 e 3, e a familia B corresponde
a variante 1 (FEVEARES; PIZZA, 2009).

NadA (Neisseria adhesin A) é uma adesina capaz de induzir uma forte resposta
bactericida desempenha um papel importante na viruléncia de N. meningitidis. Estima-se que
essa proteina esta presente em 50% das amostras clinicas de N. meningitidis, sendo
frequentemente associado a cepas pertencentes a clones hipervirulentos (FEVEARES; PIZZA,
2009).

A lipoproteina NHBA (Neisserial Heparin-Binding protein) € uma adesina presente em
espécies do género Neisseria e tem como fungdo recrutar a heparina para a superficie da célula
aumentando assim a resisténcia ao soro humano. Adicionalmente, NHBA ja foi associada com
formacgéo de biofilme e danos vasculares (VACCA et al., 2016; PANTANO et al., 2019).
NHBA apresenta alta diversidade de variantes peptidicas, identificadas numericamente, que
possuem entre 430 e 500 residuos de aminoacidos PANTANO et al., 2019).
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Quadro 1 - Descrigdo das regides, fungdes e composig¢ao genética do “capsular polysaccharide locus” (cps) de Neisseria meningitidis

Regiéo Funcéo Genes cnl
D Sintese de LOS rfbC, rfbA, rfbB, galE Presente
csaD, csaC, csaB, csaA (sorogrupo A)
ctrG, csb, ¢ssC, ¢ssB, cssA (sorogrupo B)
ctrG, cssE, csc, ¢ssC, ¢ssB, cssA (sorogrupo C)
i , cseG, cseF, cseE, cseD, cseC, cseB, cseA, 151301 (sorogrupo E)
A Sintese da capsula Ausente
galU, ctrG, cssF, csw, cssC, cssB, cssA (sorogrupo W)
csxC, csxB, csxA, 151016 (sorogrupo X)
galU, ctrG, cssF, csy, ¢ssC, cssB, cssA (sorogrupo Y)
cszD, cszC, cszB, cszA, 151301 (sorogrupo Z)
C Transporte da capsula CtrA, ctrB, ctrC, ctrD Ausente
E Funcdo desconhecida tex, duas pseudo-citosina metiltransferases Incompleta (cor:;e;z(r)n apenas o gene
D’ Sintese de LOS galE2 (truncado), rfbB2, rfbA2, rfbC2 Ausente
B Translocacdo da capsula CtrE, ctrF Ausente

cnl: “capsule null locus”; LOS: lipoolissacarideo

Fonte: A autora, 2020.
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1.2 Epidemiologia da Doenga Meningocdcica

Contextos demograficos, assim como tendéncias e comportamentos sociais, podem
influenciar significativamente na transmissdo de doencas infecciosas (SUK et al., 2014).
Embora seja extremamente rara, mas devastadora, viajantes internacionais estdo expostos ao
risco de adquirir a doenca durante a viagem a paises onde a DM é endémica, podendo agir como
reservatorio de cepas epidémicas e atuar na dispersdo dessas linhagens (MEMISH, 2002).
Estudos sugerem que a migracdo pode representar um importante papel na dispersao de cepas
invasivas de N. meningitidis, e apontam para a necessidade de especial atencdo para este grupo
de individuos (BARNETT; WALKER, 2008). A imigracdo pode contribuir para mudangas na
epidemiologia das cepas circulantes, e sorogrupos pouco comuns podem se tornar mais
frequentes (STEFANELLI et al.,, 2017; TAFURI et al., 2012). O crescente numero de
imigrantes do continente africano foi apontado como o responsavel pela introdugéo de cepas e
sorogrupos na Europa, e pela ocorréncia de surtos devido a linhagens incomuns em paises como
Franca e Reino Unido (TAHA et al., 2013; STEFANELLI et al., 2015).

1.2.1 Mundo

N. meningitidis € um microrganismo comensal em humanos. Neste hospedeiro, coloniza
a mucosa da nasofaringe (YAZDANKHAH, CAUGANT, 2004). A DM ¢ um raro desfecho da
colonizacdo por N. meningitidis, ocorrendo mais frequentemente logo apds a aquisicdo da
bacteria pelo hospedeiro suscetivel (CAUGANT et al., 2007). Criancas, adolescentes e adultos
jovens estdo sob maior risco de desenvolver a doenca (GAMMELGAARD et al., 2011,
BLACK et al., 2012). A incidéncia anual da DM varia de <2 casos por 100.000 habitantes em
paises como Franca, Alemanha, Italia, Suécia, Poldnia, Estados Unidos e China, a >10 casos
por 100.000 habitantes em alguns paises africanos (READ, 2014). Burkina Faso, Camardes,
Chade, Costa do Marfim, Eritreia, Etiopia, Gambia, Gana, Guing, Guiné-Bissau, Mali,
Mauritania, Niger, Nigéria, Quénia, Republica Centro-Africana, Republica Democratica do
Congo, Senegal, Suddo, Suddo do Sul, Togo e Uganda, que compdem a regido da Africa
Subsaariana conhecida como cinturdo da meningite, epidemias da DM sdo recorrentes desde
1905, onde a incidéncia anual da doenca durante os periodos epidémicos pode chegar a 1200
casos por 100.000 habitantes (STEPHENS et al., 2007; HARRISON et al., 2011; BATISTA et
al., 2017).
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A distribuicdo geogréafica dos sorogrupos de N. meningitidis é dispar. Casos
esporéddicos da DM sdo mais frequentemente causados pelo sorogrupo B, enquanto os
sorogrupos A e C tém sido associados com surtos da doenca. O sorogrupo Y emergiu
recentemente como um importante agente da DM na América do Norte. No continente africano,
grandes epidemias da DM s&o comuns, sendo frequentemente causadas pelo sorogrupo A e,
mais recentemente, também pelo sorogrupo W (YOGEV; TAN, 2011). Embora as cepas
acapsuladas ou ndo sorogrupaveis sejam consideradas ndo patogénicas, alguns casos de DM
ocasionados por essas linhagens foram descritos (VOGEL et al., 2004; HOANG et al., 2005;
FINDLOW et al., 2007; XU et al., 2015).

Alguns complexos clonais (CC) foram relacionados a uma maior propenséo em causar
DM, sendo, portanto, denominados como linhagens hiperinvasivas (GIANCHECCHI et al.,
2015). Os CC11, CC32, CC269 e CC41/44 estdo incluidos entre essas linhagens
(YAZDANKHAH et al., 2004; WATKINS; MAIDEN, 2012; READ, 2014).

1.2.2 Brasil

N. meningitidis é o principal agente etiolégico da meningite bacteriana no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016). A
DM ¢é endémica e a maioria dos casos recentes da doenca foi ocasionada pelo sorogrupo C
(SAFADI et al., 2014; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016). Segundo 0
Boletim Epidemiologico emitido pela Secretaria de Vigilancia em Saude, foram registrados
18.756 casos confirmados de DM em todo o pais entre 2007 e 2013, representando uma taxa
de incidéncia média de 1,4 casos por 100.000 habitantes por ano. Neste mesmo periodo
ocorreram 4.156 obitos relacionados a DM, resultando em uma taxa de mortalidade média de
0,3 por 100.000 habitantes por ano e uma taxa de letalidade média de 22,2%. Embora tenha
ocorrido uma reducdo na taxa de incidéncia da doenca a partir de 2011, a taxa de letalidade
aumentou no periodo de 2007 (21,6%) a 2013 (22,9%). Durante o periodo estudado, houve
registro de DM em todos 0s meses, com um aumento do nimero de casos de maio a setembro.
A maioria dos casos registrados (58,4%) ocorreu em residentes dos estados de S&o Paulo e Rio
de Janeiro (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016).

Apesar do decréscimo observado nas taxas de incidéncia e de mortalidade entre criancas
de até 4 anos de idade a partir do ano de 2011, as criancas nessa faixa etaria representam o
principal grupo acometido pela DM no pais. Os casos de DM se apresentam principalmente na

forma de meningite meningocdcica (39,1%), seguida de meningite meningococica associada a
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meningococcemia (30,9%) e meningococcemia (30,0%). A taxa de letalidade média associada
as formas clinicas da DM é de 39,4%, 18,6% e 11,8% para meningococcemia, meningite
meningocdcica associada a meningococcemia e meningite meningocdcica, respectivamente. De
2007 a 2013, os casos de DM notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao
(SINAN) foram ocasionados pelos sorogrupos A, B, C, E, W e Y. O sorogrupo C foi 0 mais
prevalente nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste, enquanto o sorogrupo B
predominou na regido Sul (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016).

Dados da Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro (SES/RJ) apontam para uma
incidéncia anual inferior a 1% desde o ano de 2015, mas a taxa de letalidade da doenca se
manteve alta (superior a 20%). Embora o sorogrupo C seja prevalente no estado do Rio de
Janeiro, desde 2017 ha um aumento do percentual de casos causados pelo sorogrupo B e uma
tendéncia de diminuicdo da ocorréncia de casos relacionados ao sorogrupo C (SECRETARIA
DE ESTADO DE SAUDE DO RIO DE JANEIRO, 2019).

1.2.3 Municipio do Rio de Janeiro

Epidemias da DM foram registradas na cidade do Rio de Janeiro no inicio dos anos 1970
e na década de 1990. No ano de 1995, a incidéncia da doenca na cidade ultrapassou 10 casos
por 100.000 habitantes. No periodo de 1984 a 2005, o sorogrupo B foi responsavel pela maioria
dos casos de DM na cidade do Rio de Janeiro, com excecao do ano de 1995, quando o sorogrupo
C foi 0 mais prevalente. A partir de 2005 o sorogrupo C se tornou a principal causa da doenca
no municipio do Rio de Janeiro (BARROSO et al., 2010). Dados da Secretaria Municipal de
Saude do Rio de Janeiro (SMS/RJ) apontam para uma incidéncia anual de 1,6 a 3,9 casos de
DM por 100.000 habitantes no periodo de 2000 a 2014 (SMS/RJ). Conforme analise dos dados
do SINAN realizada por Azevedo e colaboradores, a incidéncia da DM no Brasil tem variado
de 2,2 (anos de 2000 a 2002), 1,8 (anos de 2003 a 2005), 1,4 (anos de 2006 a 2008) e 1,5 (anos
de 2009 e 2010) casos por 100.000 habitantes (AZEVEDO et al., 2013). Entretanto, a incidéncia
da doenca no municipio do Rio de Janeiro tem sido de 3,1 (2000 a 2002), 3,2 (2003 a 2005),
2,3 (2006 a 2008) e 3,1 (2009 e 2010) casos por 100.000 habitantes (SMS/RJ).

1.3 Prevencdo e tratamento da Doenc¢a Meningocécica

A soroterapia foi introduzida como tratamento da DM em 1913 (FLEXNER, 1913 apud
ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). Posteriormente, em 1937, iniciou-se a utilizacdo de
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sulfonamidas, que foi utilizada até a década de 60 (SCHWENTKER et al., 1937 apud
ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). Em decorréncia da emergéncia da resisténcia as
sulfonamidas, deu-se inicio ao desenvolvimento das primeiras vacinas contra o N. meningitidis
(ARTENSTEIN et al., 1970 apud ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).

1.3.1 Vacinagao

A vacinacdo contra N. meningitidis consiste em uma importante intervencdo para a
prevencdo da DM (LECA et al., 2015).

As vacinas polissacaridicas foram inicialmente desenvolvidas para combater o
sorogrupo C, e posteriormente os sorogrupos A, W e Y. Apesar de segura, a vacina constituida
do polissacarideo capsular bacteriano purificado ndo induz o desenvolvimento de memoria
imunolégica, tornando-se eficaz apenas a curto prazo em populagdes restritas, ndo sendo
indicada para imunizacdo em criancas abaixo de dois anos e massiva da populacdo (MAIDEN,
2013).

Nos anos 1980, foram desenvolvidas as vacinas conjugadas, que contém uma molécula
polissacaridica conjugada a um antigeno proteico capaz de estimular células T. O recrutamento
de células T resulta na inducdo de memoria imunoldgica (MAIDEN, 2013), o que torna as
vacinas conjugadas imunogénicas tanto em criangas quanto em adultos. Além disso, essas
vacinas atuam em portadores assintomaticos estabelecendo imunidade de rebanho, e também
estdo disponiveis para os sorogrupos A, C, We Y (ALl et al., 2014).

O sorogrupo B de N. meningitidis possui em sua estrutura capsular o a-2,8 &cido N-
acetilneuraminico, molécula antigenicamente similar ao acido presente em tecidos humanos.
Essa caracteristica inviabiliza a utilizacdo do polissacarideo capsular no desenvolvimento
vacinal (HARRISON, 2015), devido a sua pobre imunogenicidade e a possibilidade do
surgimento de resposta autoimune (LECA et al., 2015). Com auxilio da vacinologia reversa,
foram selecionadas trés proteinas potencialmente imunogénicas para o estabelecimento de uma
vacina contra o sorogrupo B de N. meningitidis. Apds uma série de estudos, formulou-se a
vacina 4CMenB (Bexsero®, GSK Vaccines), composta pelos antigenos “factor H binding
protein” (fHbp), “Neisseria adhesin A” (NadA) e “Neisseria heparin-binding antigen” (NHBA),
além da PorA P1.4 oriunda da vesicula de membrana externa da cepa australiana NZ98/254
(LECA et al., 2015). A vacina 4CMenB foi licenciada pelo “Food and Drug Administration”
(FDA), dos Estados Unidos, em janeiro de 2015 (FOLARANMI et al., 2015), foi registrada no

Brasil e estd disponivel em clinicas particulares. Uma nova vacina contra o sorogrupo B que
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pode proteger contra outros sorogrupos, aprovada pela agéncia FDA é composta por duas
subfamilias da proteina fHbp, conhecida como MenB-fHbp (Trumenba®, Wyeth
Pharmaceuticals). A vacina, licenciada em outubro de 2014, foi formulada a partir da cepa
causadora de surto em Nova Jersey e na California, Estados Unidos, em 2013 (FOLARANMI
etal., 2015).

1.3.1.1 Vacinacao no Brasil

Em 2010, uma vacina meningococica conjugada ao toxoide diftérico contra 0 sorogrupo
C foi introduzida no calendario de vacinacao da crianca do Programa Nacional de Imunizacéao
(PNI/MS) para administracdo de trés doses em criancas de até 12-15 meses de idade. A partir
de janeiro de 2016, a vacinacdo com a vacina meningococica foi ampliada para criancas
menores de 5 anos de idade. Em 2018, o PNI/MS incluiu a vacinagdo de adolescentes de 11 e
14 anos no calendario vacinal (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A vacina também ¢é
disponibilizada nos Centros de Referéncia para Imunobioldgicos Especiais (CRIE) para
portadores de asplenia anatémica ou funcional, pacientes com imunodeficiéncia congénita da
imunidade humoral, menores de 13 anos com aids, pacientes com implante de cdclea e doencas
de depdsito (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). No ano de 2020, a vacina meningocécica
conjugada ACWY foi incluida no PNI/MS para adolescentes de 11 e 12 anos de idade,
independentemente da situacdo vacinal (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a), e nos CRIE para
pacientes a partir de 14 anos de idade com hemoglobindria paroxistica noturna em uso de
eculizumabe (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). A Sociedade Brasileira de Imunizagoes
(SBIm) e a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) recomendam ainda a administracdo em
criangas das vacinas meningococica conjugada ACWY e a 4CMenB, disponibilizadas em

clinicas particulares de imunizacdo (SBIm, 2015; SBP, 2015).

1.3.2 Antibioticoterapia

O réapido inicio da DM e a possibilidade de ser fatal dentro de poucas horas torna
necessaria uma imediata e efetiva antibioticoterapia (BORROW, 2012; BERTRAND et al.,
2012). O tratamento de escolha para casos da doenca consiste na administracdo parenteral de
beta-lactamicos (HILL et al., 2010), tais como penicilina, ampicilina, ou penicilina em
combinacgdo com cloranfenicol (ARREAZA et al., 2000). No caso de amostras resistentes a

penicilina, recomenda-se a administracdo de cefotaxime ou ceftriaxona. Cefepime,
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fluoroquinolonas e meropenem podem ser utilizados como alterantivas terapéuticas (VAN DE
BEEK et al., 2016). Os contactantes intimos de pacientes com DM estdo sob maior risco de
adquirir a doenca e devem ser submetidos a quimioprofilaxia, que frequentemente inclui a
prescricdo de rifampicina, ciprofloxacina ou ceftriaxona (WU et al., 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda o uso de penicilina, ampicilina ou
ceftriaxona para tratamento de criancas diagnosticas com DM, e a administracao de ceftriaxona
em adultos. Rifampicina, ceftriaxona ou ciprofloxacino sdo indicados para a quimioprofilaxia,
que deve ser aplicada a todos os contatos de casos primarios de DM, independentemente do
estado vacinal (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

1.4 Resisténcia aos antimicrobianos em N. meningitidis

Embora N. meningitidis permaneca suscetivel aos antimicrobianos comumente
utilizados no tratamento e quimioprofilaxia da DM (VAZQUEZ, 2001), a emergéncia de
amostras resistentes ou com suscetibilidade diminuida a penicilina, ampicilina, cloranfenicol,
ciprofloxacina e rifampicina tem sido descrita nos ultimos anos (ARREAZA et al., 2000; WU
et al., 2009; BERTRAND et al., 2012; IBARZ-PAVO’N et al., 2012; MOUNCHETROU
NJOYA et al., 2012; CHEN et al., 2015). Com a intengédo de incentivar o desenvolvimento de
novos compostos antibacterianos para o tratamento da DM, a agéncia americana FDA incluiu
N. meningitidis na lista dos patogenos qualificados (“qualifying pathogens™) por representar
uma séria ameaca para a salde publica devido ao surgimento da resisténcia antimicrobiana
(FDA, 2014).

Os primeiros relatos de amostras de N. meningitidis ndo-suscetiveis a penicilina datam
das décadas de 1970 e 1980 (PEREZ-TRALLERO et al., 1990 apud OPPENHEIM, 1997;
RILEY et al., 1991). A resisténcia ou suscetibilidade diminuida a este antimicrobiano é
frequentemente relacionada a presenca de mosaicos no gene penA resultando na producao de
formas alteradas da “penicillin-binding protein 2” (PBP-2) (SPRATT, 1988 apud SPRATT et
al., 1989; ANTIGNAC et al., 2001; TAHA et al., 2007), enquanto que a presenca de [-
lactamases € raramente descrita (DILLON et al.,, 1983 apud SPRATT et al., 1989;
FONTANELS et al., 1989 apud SPRATT et al, 1989; OPPENHEIM, 1997).

A resisténcia a ciprofloxacina esta associada com a presenca de mutagcfes no gene gyrA
(CASTANHEIRA et al., 2012), enquanto a resisténcia a rifampicina é decorrente de mutagdes
na regido central do gene rpoB (CARTER et al., 1994). Insercdes e/ou substituicdes de

aminoacidos em codons do gene folP, responsavel pela codificacdo da enzima di-hidropteroato
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sintase, foram associadas com resisténcia as sulfonamidas (FIEBELKORN, CRAWFORD,
JORGENSEN, 2005). A aquisicdo do gene catP, que codifica a cloranfenicol acetiltransferase
e integra o transpdson Tn4451 em amostras de Clostridium perfringens, resulta na resisténcia
ao cloranfenicol em N. meningitidis (GALIMAND et al., 1998).

1.5 Portadores assintomaticos

N. meningitidis € um microrganismo comensal obrigatério humano e coloniza a
nasofaringe sem causar sintomas, evento conhecido como estado de portador
(YAZDANKHAH, CAUGANT, 2004). Acredita-se que o portador assintomatico é imunizado
pelo desenvolvimento de anticorpos bactericidas, evento desencadeado pela colonizacéo
(ALA'ALDEEN et al., 2010). Entretanto, os portadores sdo considerados a principal fonte de
transmissdo de cepas patogénicas de N. meningitidis (CAUGANT et al., 1994) e os
responsaveis pela manutencao da espécie na natureza (BARROSO et al., 1998). Nao-portadores
sdo considerados como grupo de risco para aquisicdo da DM, pois a capacidade de manter uma
relacdo comensal com N. meningitidis é desconhecida (GRIFFISS, 1995 apud
YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004).

Em situacGes endémicas, estima-se que 10% da populacdo saudavel carreia
N. meningitidis nas vias aéreas superiores (YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004). O estado de
portador é dependente da idade (CAUGANT et al., 1994) e pode se manter por alguns dias ou
meses (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). A frequéncia de portadores é baixa em criancas
menores de cinco anos de idade e entre os idosos, aumenta ao longo da infancia e da idade
adulta, alcancando as mais elevadas frequéncias entre individuos de 15 a 24 anos. O aumento
no percentual de portadores entre adolescentes e adultos jovens tem sido associado com a maior
atividade social praticada por esses grupos (CAUGANT et al., 1994). A presenca de espécies
bacterianas anaerobias produtoras de acido propidnico na microbiota do trato respiratorio
superior também foi associada a elevada taxa de portadores entre jovens (MOIR, 2015).

Além da faixa etéria, individuos do sexo masculino, individuos com infec¢des do trato
respiratorio, fumantes passivos ou ativos (RIORDAN et al., 1998) e pessoas de baixo nivel
socio-econdmico estdo sob maior risco de carrear N. meningitidis (CAUGANT et al., 1994).
Estudos demonstram altas frequéncias de portadores entre militares (BLACKWELL et al.,
1992; ANDERSEN et al., 1998; RIORDAN et al., 1998; ROHANI et al., 2007) e estudantes
universitarios (ALA’ALDEEN et al., 2011; BIDMOS et al., 2011).
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Amostras obtidas de portadores assintométicos diferem de amostras isoladas de
pacientes com DM em caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Estudos demonstram que 0
percentual de amostras ndo-sorogrupaveis pode variar entre cerca de 17% (CLAUS et al., 2002)
a aproximadamente 50% (CAUGANT et al., 1994) ou até 80% (CLEARY et al., 2016). A
auséncia de genes envolvidos na sintese e transporte da capsula foi apontada como a causa para
a auséncia de polissacarideo capsular entre amostras de portadores (CLAUS et al., 2002). A
presenca de amostras acapsuladas parece favorecer a colonizacdo da nasofaringe e permitir que
N. meningitidis escape do sistema imune do hospedeiro (CAUGANT et al., 2007). Analises
realizadas com auxilio da técnica de MLST demonstram que amostras de portadores apresentam
maior diversidade genética quando comparadas com amostras obtidas de pacientes e raramente
representam clones hiperinvasivos (YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004; CAUGANT et al.,
2007).

1.5.1 Estudos brasileiros

Existem poucos dados sobre portadores de N. meningitidis nos paises da América Latina
(SAFADI et al., 2013). No Brasil, os tnicos estudos que investigaram o estado de portador
foram realizados na Bahia, S&o Paulo e Rio Grande do Sul (Quadro 1).

Em 2010, Safadi e colaboradores investigaram a presenca de portadores entre
trabalhadores de duas refinarias de 6leo das cidades de Cosmopolis e Sdo José dos Campos
(Sdo Paulo). O estudo foi conduzido apds a ocorréncia de surtos causados pelo sorogrupo C
com objetivo de determinar a prevaléncia de portadores e o efeito do uso da vacina
meningococica polissacaridica A/C. Aproximadamente 21% dos individuos investigados eram
portadores de N. meningitidis. O sorogrupo C foi 0 mais recuperado entre os portadores, seguido
dos sorogrupos B, E, Y e W. Cerca de 46% das amostras ndo foram sorogrupaveis. O baixo
nivel educacional foi significativamente associado com o estado de portador. A frequéncia de
portadores do sorogrupo C entre trabalhadores vacinados e ndo vacinados foi similar, sugerindo
a ineficécia da vacina polissacaridica sobre os portadores (SAFADI et al., 2014).

Coch Gioia e colaboradores investigaram a presenca de portadores assintométicos entre
funcionarios e estudantes de um hospital universitario do Rio Grande do Sul durante o ano de
2011. Dentre os 200 individuos incluidos no estudo, 9% eram portadores de N. meningitidis.
As amostras isoladas pertenciam aos sorogrupos B, E, ou foram classificadas como ndo-

sorogrupaveis. Idade média de 27 anos, sexo masculino, comparecimento a bares e um maior
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namero de pessoas por domicilio foram associados com maior risco para o estado de portador
(COCH GIOIA et al., 2015).

Em meados de 2012, de Moraes e colaboradores conduziram uma pesquisa para estimar
a frequéncia de portadores entre adolescentes, de 11 a 19 anos de idade, de escolas publicas e
privadas da cidade de Campinas (2015). Entre os 1208 estudantes incluidos no estudo, 10%
eram portadores de N. meningitidis. O sorogrupo mais frequente foi o C, seguido por B, E, Y,
W e Z, e cerca de 60% das amostras ndo foram sorogrupaveis. O numero de portadores foi
significativamente maior entre alunos de escolas publicas, e o baixo nivel educacional dos pais
foi associado com alto risco para o estado de portador (DE MORAES et al., 2015).

Em 2014, Nunes e colaboradores realizaram um estudo de coorte para estimar a
frequéncia de portadores entre estudantes, de 11 a 19 anos de idade, de escolas publicas e
privadas da cidade de Salvador (2016). Entre os 1200 estudantes incluidos no estudo, 5% eram
portadores do N. meningitidis e o sorogrupo mais frequente foi o B. Cerca de 60% das amostras
ndo foram sorogrupéaveis, e os sorogrupos Y, E, Z, C e W também foram detectados no estudo.
Presenca de um unico quarto no domicilio, mde fumante e comparecimento a festas mais de 5
vezes/més foram associados ao estado de portador (NUNES et al., 2016). As amostras isoladas
nesta coorte foram posteriormente caracterizadas geneticamente. Dentre essas amostras
detectou-se a presenca de linhagens hiperinvasivas: B:P1.19,15:F5-1:ST-639 (CC32),
C:P1.22,14-6:F3-9:ST-3780 (CC103) e W:P1.5,2:F1-1:ST-11 (CC11) (MOURA et al., 2017).

Weckx e colaboradores investigaram a prevaléncia de portadores assintomaticos entre
individuos atendidos em unidades basicas de saude e estudantes de escolas do municipio de
Embu das Artes, de 1 a 24 anos de idade, entre outubro de 2011 e maio de 2012. Dentre os 967
individuos incluidos no estudo, 9% eram portadores de N. meningitidis. A maioria das amostras
isoladas pertencia aos sorogrupos C, B ou foi classificada como néo grupaveis. Os sorogrupos
E, W, Y e X também foram detectados. O estado de portador foi associado com o nimero de

pessoas por domicilio em individuos de 15 — 19 anos de idade (WECKX et al., 2017).



Quadro 2 - Estudos brasileiros sobre portadores assintomaticos de Neisseria meningitidis.
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Local Periodo Numero | Faixa etaria, | Prevaléncia, % Sorogrupos (% de Referéncia
anos (95% IC) prevaléncia)
Cosmopolis e Séo i B(1,9),C(5.6),E@17),W e
José dos Campos/SP Dezembro/2010 483 18 -39 21,5 (18 - 25,5) (1.0), Y (1,4), NG (9.9) Séafadi et al., 2014
Maio a B (0,99), C (1,32), E
Campinas/SP Julho/2012 1208 11-19 9,9(8,3-11,8) | (0,74), W (0,25), Y (0,49), | de Moraes et al., 2015
Z (0,08), NG (6,04)
Setembro a B (058), € (0.17), E
Salvador/BA Devermbro/2014 | 1290 11-19 49(3,6-6,1) | (0,33), W (0,17), Y (0,41), Nunes et al., 2016
Z (0,25), NG (3,0)
Rio Grande/RS Janeiro a 200 18- 63 9,0 (50-13,0) | B(L5),E(0,5), NG (7,0) | Coch Gioia et al., 2015
Dezembro/2011 AT ’ h I ' N
B (1,13), C (1,65), E
Embu das Artes/SP O““t/‘lj:i[)‘;/zzoollzl a1 967 1-24 9,0 (7,3-11,0) | (0,10), W (0,10), Y (0,41), | Weckx et al., 2017
X (0,10), NG (5,68)
Agosto a i B B (0,74), C (0,25), NG .
Salvador/BA Novembro/2016 407 18-24 12,3 (9,1 -15,5) (10,56) Ferreira et al., 2020
« Outubro a .
Sé&o Paulo/SP Novembro/2020 | 37 18 - 39 15,4 (12,4 —-19,6) | B (7,2), C (3,2), NG (5,06) Luiz, 2018

IC: intervalo de confianga; BA: Bahia; RS: Rio Grande do Sul; SP: S&o Paulo.

Fonte: A autora, 2020.
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Em 2016, Ferreira e colaboradores conduziram um estudo de coorte para investigar a
frequéncia de portadores de N. meningitidis apds seis anos de uma campanha de vacinagdo de
repescagem (“catch-up’) com vacina meningococica C na cidade de Salvador. Foram incluidos
no estudo 407 individuos de 18 a 24 anos de idade de uma faculdade privada, sendo observado
um total de 50 portadores (12,3%). Mais de 90% das amostras foi classificada como néo
genogrupavel, embora os sorogrupos B e C também tenham sido detectados. O estado de
portador foi associado ao sexo masculino e a frequéncia a bares/festas ao menos 1x/més
(FERREIRA et al., 2020).

A prevaléncia de portadores de N. meningitidis entre estudantes (18 a 39 anos) de
medicina da Universidade de S&o Paulo foi investigada no final do ano de 2010. Um total de
375 individuos foi incluido no estudo, sendo 15,6% considerado portador assintomatico. As
amostras foram classificadas nos sorogrupos B, C ou foram nao-grupaveis. Nenhum dos fatores

de risco avaliados foi relacionado ao estado de portador (LUIZ, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Vigilancia Epidemioldgica ¢ definida pela Lei n° 8.080/90 como “‘um conjunto de a¢des
que proporciona o conhecimento, a detec¢do ou prevencdo de qualquer mudancga nos fatores
determinantes e condicionantes de salde individual ou coletiva, com a finalidade de
recomendar e adotar as medidas de prevencéo e controle das doengas ou agravos”. Segundo a
Portaria n° 204 de 17 de fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016), a DM esta incluida na relacédo
nacional de doencas de notificacdo compulsoria e todos 0s casos suspeitos devem ser
notificados imediatamente aos servigos de salide publica (SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2016). Embora a importancia do estudo e vigilancia continua dos portadores
assintomaticos de N. meningitidis seja conhecida (CAUGANT et al., 2009), o Brasil ainda ndo
possui um sistema de vigilancia dos portadores. A identificacdo de grupos de risco para o estado
de portador, especialmente os portadores de cepas hipervirulentas, € importante para avaliar a
necessidade e viabilidade de intervencdo (CAUGANT et al., 1994). O desenvolvimento e 0 uso
eficaz das vacinas anti-meningocdcicas dependem do conhecimento do seu efeito sobre os
portadores (CAUGANT et al., 2009).

A DM representa um grave problema de salde publica, ocasionando elevadas
frequéncias de morbidade e letalidade. A vacina meningocécica conjugada C foi introduzida no
Brasil para combater o aumento desta doenca causada por este sorogrupo. Vacinas contra o
sorogrupo B também estdo disponiveis em clinicas particulares do pais. Estudos realizados em
paises da Europa e na América do Norte mostraram a importancia da avaliacdo do impacto da
vacinagdo sobre os portadores de N. meningitidis, pois estes constituem o reservatorio de
N. meningitidis, e a eficacia da vacinagdo sobre os portadores promove imunidade de rebanho
diminuindo a transmissdo do patégeno na populacdo. A determinagdo dos grupos sob maior
risco para o estado de portador também permite a implantacdo de esquemas de vacinagdo para
comunidades especificas (CAUGANT et al., 1994; YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004,
CAUGANT et al., 2007; BIDMOS et al., 2011; ALl et al., 2014). A prevaléncia de portadores
assintomaticos de N. meningitidis e a composicao clonal das amostras desses individuos ainda
nédo sdo conhecidas na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Desta forma, foi proposto um estudo com obtencdo de dados importantes para melhorar
0 conhecimento sobre portadores de N. meningitidis na regido metropolitana do Rio de Janeiro.
As informac0es inéditas produzidas, sobre portadores assintomaticos e suas amostras, poderdo

servir de base para discussdo dos rumos do programa de vacinagao contra esse microrganismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimar a prevaléncia de portadores assintomaticos de N. meningitidis entre adultos
jovens de instituicdes de ensino da regido metropolitana do Rio de Janeiro, e caracterizar as
amostras quanto a composic¢éo clonal, sorogrupos, proteinas de membrana e suscetibilidade aos

antimicrobianos.

3.2 Objetivos especificos

a) Estimar a prevaléncia de portadores assintomaticos de N. meningitidis entre adultos
jovens de instituicdes de ensino da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

b) Identificar as amostras por meio de testes fenotipicos, soroldgicos e moleculares.

c) Descrever a suscetibilidade das amostras de N. meningitidis aos antimicrobianos,
ampicilina, azitromicina, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol, levofloxacino,
meropenem, minociclina, penicilina, rifampicina e trimetoprim-sulfametoxazol.

d) Investigar a composicdo genética da capsula das amostras ndo sorogrupaveis.

e) Caracterizar a diversidade genética das amostras de N. meningitidis utilizando a técnica
de MLST.

3.3 Objetivo secundario

a) Descrever potenciais fatores associados ao estado de portador de N. meningitidis na

populagéo estudada.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado estudo de corte transversal, onde uma populacdo de voluntarios foi
avaliada. Cada participante, incluido uma unica vez, foi convidado a preencher um questionario
(APENDICE A), e dele foi colhido espécime de orofaringe. Todos os procedimentos sdo

explicados detalhadamente a seguir.

4.2 Populacéo de estudo e tamanho amostral

Estudos anteriores demonstraram que a prevaléncia de portadores de N. meningitidis na
faixa etaria de 15 a 35 anos pode variar de 8 a 32% (CARTWRIGHT et al., 1987; CAUGANT
etal., 1994; GASPARINI et al., 2014). Com base nessas informagcdes, realizamos o célculo do
tamanho amostral com auxilio do programa OpenEpi (Versdo 3 - http://www.openepi.com;
SULLIVAN et al., 2009), considerando a prevaléncia estimada como 18 + 5% e um intervalo
de confianca de 95%. Dessa forma, o tamanho amostral calculado foi de 227 individuos.

O estudo foi realizado com estudantes de instituigdes de ensino dos municipios do Rio
de Janeiro e Niteroi. Foram incluidos alunos voluntarios com idade entre 18 e 35 anos em uma
amostragem de conveniéncia nos seguintes locais: Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Escola Politécnica de Saude Joaquim
Venancio (EPSJV)/Fiocruz, Fundacdo Centro Universitario Estadual da Zona Oeste (UEZO),
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Centro
de Tecnologia (CT)/UFRJ e Instituto Biomédico da Universidade Federal Fluminense (UFF).
Os locais de estudo foram selecionados considerando-se questfes logisticas e a disponibilidade
de contato pessoal para autorizacéo da realizacdo do estudo. Os voluntarios foram abordados
em sala de aula mediante autorizacéo prévia do professor responsavel ou nos corredores das

instituicoes.

4.3 Coleta e processamento do espécime clinico

A coleta do espécime clinico e a aplicagdo do Questionario foram realizadas em quatro
instituicOes de ensino dos municipios do Rio de Janeiro e de Niterdi no periodo de maio de
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2016 a maio de 2018. Foram incluidos 374 voluntarios em 10 amostragens conduzidas na

primavera ou no outono, conforme descrito no Quadro 3.

Quadro 3 - Descricdo da data de coleta, local de estudo e nimero de voluntarios das 10

amostragens realizadas entre maio de 2016 e maio de 2018

Amostragem | Data da coleta Local de estudo Numero de voluntarios
1 Maio/2016 UFRJ 22
2 Maio/2016 FIOCRUZ 25
3 Outubro/2016 UFRJ 42
4 Dezembro/2016 UFRJ 19
5 Abril/2017 UEZO 54
6 Maio/2017 UFRJ 32
7 Setembro/2017 UFRJ 54
8 Outubro/2017 FIOCRUZ 28
9 Maio/2018 FIOCRUZ 13
10 Maio/2018 UFF 85

Total 2 anos 4 374

FIOCRUZ: Fundagdo Oswaldo Cruz; UEZO: Fundagdo Centro Universitario Estadual da Zona Oeste; UFF:
Universidade Federal Fluminense; UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Fonte: A autora, 2020.

4.3.1 Coleta da secrecdo de orofaringe

A coleta do espécime clinico foi realizada com auxilio de “swab” estéril (Copan,
Brescia, Italia) por profissional previamente treinado. O “swab” foi inserido na por¢édo superior
da faringe (atras da uvula) e nas amigdalas, e foram realizados movimentos circulares para obter
secre¢ao da mucosa. O contato do “swab” com qualquer outra parte da cavidade oral foi evitado
(ESPOSITO et al., 2014). Em seguida o “swab” foi introduzido em tubo plastico, identificado
com o cddigo do participante do estudo, contendo meio de transporte Amies com carvdo
(Copan, Brescia, Italia) e mantido em temperatura ambiente até o processamento no laboratorio,

que ocorreu em até 5 horas apés a coleta.

4.3.2 Cultivo do espécime clinico
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O meio de cultura utilizado para isolamento de N. meningitidis foi o Thayer-Martin
modificado (TMM), preparado com base GC (Becton, Dickinson and Company, Sparks,
Estados Unidos), acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro, adicionado de
suplemento VCNT (Laborclin, Pinhais, Brasil) - 3 mg/L de vancomicina, 7,5 mg/L de colistina,
12,5 U/L de nistatina, 5 mg/L de lactato de trimetoprim, e suplementado com 1% de VX
(Laborclin, Pinhais, Brasil) (BASTA et al., 2013). Cepas de Candida albicans INCQS 40178
(ATCC 60193), Proteus mirabilis INCQS 00343 (ATCC 43071), Staphylococcus epidermidis
INCQS 00016 (ATCC 12228), H. influenzae INCQS 00367 (ATCC 9006), N. gonorrhoeae
INCQS 00267 (ATCC 19424), N. lactamica INCQS 00302 (ATCC 23970), N. meningitidis
INCQS 00163 (ATCC 13090), N. meningitidis INCQS 00148 (ATCC 13077), N. meningitidis
INCQS 00164 (ATCC 13102), N. meningitidis INCQS 00357 (ATCC 35559), N. meningitidis
INCQS P374, N. meningitidis INCQS 00165 (ATCC 13113), N. meningitidis INCQS 00751
(IAL 3434) e N. perflava INCQS 00117 (ATCC 11076) foram inoculadas em TMM para
controle de qualidade do meio. O meio foi considerado adequado para uso quando o
crescimento dos microrganismos C. albicans, P. mirabilis, S. epidermidis, H. influenzae e
N. perflava foi inibido pelos antimicrobianos presentes no TMM, e 0s demais microrganismos
testados foram capazes de crescer (ZIMBRO et al., 2009).

Os “swabs” com 0s espécimes foram semeados em placas contendo TMM, que foram
incubadas a 35-37 °C sob atmosfera de CO2 (5%) por 24-48 horas. Apés a incubacao, as culturas
foram inspecionadas e coldnias com caracteristicas tipicas de N. meningitidis (colbnia lisa,
redonda, convexa, incolor a cinzenta) foram semeadas em agar sangue e incubadas por 18-24
horas nas mesmas condi¢fes descritas acima. O crescimento obtido em agar sangue foi
armazenado em criotubo contendo caldo Triptico de soja (Becton, Dickinson and Company,
Sparks, Estados Unidos) com 20% de glicerol (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e estocado

a aproximadamente -70 °C para analises posteriores.

4.4 ldentificacdo bacteriana

Foram realizados testes fenotipicos para identificacdo do género Neisseria, que
incluiram observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais e producdo da enzima oxidase
(VEDROS, 1984 apud KNAPP, 1988). A identificacdo das amostras em espécie foi confirmada
por espectrometria de massas e sequenciamento de um fragmento do gene rplF. Os testes de
identificacdo sdo descritos a seguir.
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4.4.1 Identificacdo fenotipica

4.4.1.1 Observacao das caracteristicas coloniais em agar sangue

As amostras foram semeadas pela técnica de esgotamento em placas de Petri contendo
agar sangue e incubadas a 35-37 °C sob atmosfera de CO- (5%) por 18-24 horas para obtengéo
de cultura pura e observacao das caracteristicas coloniais. As colonias de N. meningitidis se
apresentaram convexas, mucoides, elevadas e brilhantes, transparentes ou opacas, nao-

pigmentadas e ndo-hemoliticas.

4.4.1.2 Observacao das caracteristicas morfo-tintoriais

A observacdo de caracteristicas morfo-tintoriais foi realizada em esfregacos corados
pelo método de Gram (WINN et al., 2008). Apo6s a coloracdo, as ldaminas foram examinadas

por microscopia, utilizando-se lente de imersdo, com um aumento final de 1.000 vezes.

4.4.1.3 Teste da producdo de citocromo-oxidase

Para a determinacao da producéo da enzima citocromo-oxidase, uma colénia da amostra
bacteriana crescida em agar chocolate foi removida utilizando material ndo-metalico (alca de
plastico). A colbnia foi depositada sobre uma fita impregnada com N, N-dimetil-1,4- cloreto de
fenileno diaménio (0,1 pumol) e 1-naftol (1,0 umol) (Bactident Oxidase — Merck, Darmstadt,
Alemanha). O desenvolvimento da cor violeta forte no periodo de até 10 segundos foi indicativo
de teste positivo. O desenvolvimento da cor violeta fraca apds este periodo foi considerado
falso positivo (WINN et al., 2008). As cepas de Pseudomonas aeruginosa INCQS 00099
(ATCC 27853) e Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922) foram utilizadas como

controles positivo e negativo, respectivamente.

4.4.2 ldentificacdo por espectrometria de massas

A identificacdo das amostras bacterianas foi realizada por espectrometria de massa do
tipo ionizacéo e dessorcdo a laser assistida por matriz — tempo de voo (MALDI-TOF do inglés
“Matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight”) (Bruker Biotyper 3.1, Bruker

Daltonics, Leipzig, Alemanha). As amostras foram semeadas por técnica de esgotamento em
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placas de Petri contendo agar sangue e incubadas a 35-37 °C sob atmosfera de CO2 (5%) por
18-24 horas para obtencdo de cultura pura. Posteriormente, uma coldnia bacteriana foi aplicada
na placa do MALDI-TOF em duplicata. Em seguida, foi aplicado 1,0 uL de acido formico a
70% (Tedia, Estados Unidos). Apo6s a secagem a temperatura ambiente, 1,5 puL da solugdo
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha)
diluida na concentracdo de 10 mg/ml em solvente organico composto por 50% acetonitrila
(Tedia, Ohio, Estados Unidos) e 2,5% &cido trifluoroacético (Tedia, Ohio, Estados Unidos) foi
adicionada sobre cada uma das amostras. ApoOs este tratamento, a mistura foi novamente
deixada secar em temperatura ambiente antes da analise no equipamento. A cepa E. coli J53 foi
utilizada como calibrante. A anélise dos dados foi realizada pelo software MALDI Biotyper
versdo 3.1 (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemanha). Para cada amostra foi determinado um valor
de “score” entre 0,000 e 3,000, de acordo com a probabilidade de identificacdo, conforme
descrito no Quadro 4. Para cada amostra, foi considerado o maior valor de score obtido entre

as duplicatas.
4.4.3 Sequenciamento do gene rplF

O sequenciamento de um fragmento do gene rplF foi utilizado como ferramenta para
confirmacéo da espécie em todas as amostras classificadas no género Neisseria pelo sistema

MALDI-TOF.

Quadro 4 - Descrigdo dos valores de “score” determinados pelo software Biotyper verséo 3.1
de acordo com a probabilidade de identificagdo da amostra bacteriana

Valor de score Descricao

2,300 — 3,000 Identificacdo da espécie altamente provavel

2,000 — 2,299 | Identificacdo segura do género, identificacdo provavel da espécie

1,700 — 1,999 Identificacdo provavel do género

0,000 — 1,699 Identificacdo ndo confiavel

Fonte: A autora, 2016.

4.4.3.1 Extracdo do DNA gendmico

Trés a cinco col6nias bacterianas, obtidas a partir de cultura pura em agar sangue, foram

inoculadas em caldo Triptico de soja (Becton, Dickinson and Company, Sparks, Estados
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Unidos). Os tubos contendo o indculo bacteriano foram entdo incubados a 35-37 °C por 18-24
horas. Decorrido o tempo de incubacéo, o crescimento foi homogeneizado em agitador do tipo
vortex, uma aliquota de 1 mL foi transferida para microtubo e utilizada para extracdo de DNA.
A extracdo do DNA gendmico das cepas de referéncia e das amostras isoladas foi realizada com
auxilio do “DNeasy Blood & Tissue Kit” (QIAGEN Sciences Inc., Germantown, Estados
Unidos), conforme as instrugdes do fabricante, utilizando o protocolo de pré-tratamento para
bactéria Gram-negativa. O DNA gendmico foi analisado por eletroforese em gel de agarose e

visualizado em transiluminador UV.

4.4.3.2 Amplificagéo

Um fragmento do gene rplF foi amplificado em reacdo de PCR com volume final de 25
pL, contendo 8,5 pL de &gua livre de nuclease, 12,5 pL de Master Mix (2x) (Promega, Madison,
Estados Unidos), 0,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 1) a 50 uM e 3 uL de DNA
bacteriano. As condicdes de amplificacdo utilizadas foram: ciclo inicial de 95 °C durante 10
minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 60
segundos, e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos (BENNETT et al., 2014). As cepas de
Neisseria gonorrhoeae INCQS 00267 (ATCC 19424), Neisseria lactamica INCQS 00302
(ATCC 23970) e N. meningitidis INCQS 00148 (ATCC 13077) foram utilizadas como

controles.

Tabela 1 - Descri¢do dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene

rplF em N. meningitidis

Nome do A - y o Tamanho do
Gene iniciador Sequéncia oligonucleotidica (5°—3’) produto (pb)
e rplF-F CAGTGACTGTTCCCGCTGGTGT 413
r
P rpIF-R AGGYTCAGGAGKWCGGAAHG

pb: pares de bases; Y =CouT; K=GouT,W=AouT;,H=AouCouT.
Fonte: A autora, 2017, baseado em BENNETT et al., 2014.

Os produtos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose.
O gel foi tratado com solucdo de GelRed (Uniscience, S&o Paulo, Brasil) e visualizado em
transluminador UV. Como marcador de tamanho de DNA para a corrida eletroforética foi
utilizado “100 bp DNA ladder” (Sinapse Inc, Hollywood, Estados Unidos). Posteriormente, 0s

produtos foram purificados com a utilizacdo do FastAP em conjunto com Exonuclease |
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) seguindo instru¢des do fabricante, e a
concentracdo determinada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).

4.4.3.3 Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento, contendo 1,0 puL de BigDye (Applied Biosystems, Foster
City, Estados Unidos), 1,5 uL de tampé&o BigDye 5X, 1,0 puL de primer a 3,2 uM e 5,5 uL de
produto purificado (aproximadamente 9 ng), foi preparada em microplaca de 96 pogos e
submetida ao seguinte programa: ciclo inicial de 96 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de
96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Em seguida, a placa foi brevemente centrifugada e submetida a precipitacdo conforme
descrito a seguir: (i) adicionou-se 2,5 uL de EDTA 125 mM (Promega, Madison, Estados
Unidos) em cada poco; (ii) centrifugou-se a placa brevemente; (iii) adicionou-se 25 pL de
etanol absoluto (Isofar, Dugue de Caxias, Brasil) em cada poco e homogeneizou-se a mistura
com auxilio de micropipeta; (iv) incubou-se a placa a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 minutos; (v) centrifugou-se a placa por 40 minutos sob rotacdo de 4000
rpm a 4 °C; (vi) a placa foi invertida com um movimento Unico, desprezando-se o liquido
presente no interior dos pogos; (Vvii) centrifugou-se a placa invertida sobre duas folhas de papel
absorvente, sob rotacdo de 100 rpm durante 30 segundos; (viii) adicionou-se 30 uL de etanol
70% (Isofar, Dugue de Caxias, Brasil) em cada poco; (ix) centrifugou-se a placa por 15 minutos
sob rotacdo de 1650 rpm a 4 °C; (x) a placa foi invertida com um movimento Unico,
desprezando-se o liquido presente no interior dos pocos; (xi) centrifugou-se a placa invertida
sobre duas folhas de papel absorvente, sob rotacdo de 600 rpm durante 30 segundos; (xii)
trocou-se as folhas de papel absorvente e repetiu-se 0 passo anterior; (xiii) secou-se a placa,
coberta com papel aluminio, em termociclador sob temperatura de 65 °C durante 5 minutos. A
placa contendo a mistura para sequenciamento foi protegida da luz com auxilio de papel
aluminio, sempre que possivel, durante o processo de preparo, amplificacdo e precipitagéo.
Apos a etapa de precipitacdo a placa foi mantida a aproximadamente -20 °C até o envio para
sequenciamento.

Os produtos precipitados foram sequenciados na Plataforma de Sequenciamento do
PDTIS/FIOCRUZ, no sequenciador automatico ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, Foster

City, Estados Unidos). As sequéncias obtidas foram submetidas a pagina “Neisseria Sequence
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Typing Home Page” (JOLLEY et al., 2018; https://pubmlst.org/neisseria/) para definicdo da
espécie.

4.4.4 Genogrupagem

A classificacdo das amostras em sorogrupo foi realizada para todas as amostras pela
amplificacdo de fragmentos génicos especificos para os sorogrupos A, B, C, We Y (TAHA,
2000), E (ZHU et al., 2012), X (YARO et al., 2012) e Z (DIALLO et al., 2018).

A amplificagdo dos fragmentos dos sorogrupos A, B, C, W e Y foi realizada em reagéo
de PCR multiplex com volume final de 25 uL, contendo 0,5 pL de agua livre de nuclease, 12,5
uL de Master Mix (2x) (Promega, Madison, Estados Unidos), 0,8 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (Tabela 2) a 10 uM e 4 pL de DNA bacteriano. As condi¢cdes de amplificacdo
utilizadas foram: ciclo inicial de 94 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 92 °C por 40
segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 20 segundos, e um ciclo final de 72 °C por 10
minutos.

A amplificacdo dos fragmentos dos sorogrupos E e Z foi realizada em reacdo de PCR
simples com volume final de 25 pL, contendo 8,5 pL de agua livre de nuclease, 12,5 pL de
Master Mix (2x) (Promega, Madison, Estados Unidos), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (Tabela 2) a 25 uM e 3 pL de DNA bacteriano. As condi¢gdes de amplificacéo
utilizadas foram: ciclo inicial de 95 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 45
segundos, 50 °C (sorogrupo E) ou 57 °C (sorogrupo Z) por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto, e
um ciclo final de 72 °C por 5 minutos.

A amplificacdo dos fragmentos do sorogrupo X foi realizada em reagéo de PCR com
volume final de 25 uL, contendo 7,5 pL de agua livre de nuclease, 12,5 pL de Master Mix (2x)
(Promega, Madison, Estados Unidos), 1,0 uL de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 2) a
25 UM e 3 pL de DNA bacteriano. As condigdes de amplificagéo utilizadas foram: ciclo inicial
de 95 °C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 52 °C por 30
segundos, 72 °C por 1 minuto, e um ciclo final de 72 °C por 5 minutos.

As cepas N. meningitidis INCQS 00148 (ATCC 13077), N. meningitidis INCQS 00163
(ATCC 13090), N. meningitidis INCQS 00164 (ATCC 13102), N. meningitidis INCQS 00357
(ATCC 35559), N. meningitidis INCQS P374 e N. meningitidis INCQS 00751 (IAL 3434)
foram utilizadas como controle positivo dos sorogrupos A, B, C, W, Y e X, respectivamente. A
cepa N. lactamica INCQS 00302 (ATCC 23970) foi utilizada como controle negativo.
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Tabela 2 - Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de
fragmentos génicos especificos para os sorogrupos A, B, C, W, Y

Tamanho
Gene :\rl]?g?ae d((j)?, Sequéncia oligonucleotidica (5°—3°) pr(;j(;Ju to Sorogrupo
(pb)

i orf-2F CGCAATAGGTGTATATATTCTTCC 100 R
orf-2R CGTAATAGTTTCGTATGCCTTCTT

. siaD-Bf  GGATCATTTCAGTGTTTTCCACCA 450 o
siaD-Br  GCATGCTGGAGGAATAAGCATTAA

oD siaD-Cf  TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT 250 .
siaD-Cr CAATCACGATTTGCCCAATTGAC

. siaD-Wf CAGAAAGTGAGGGATTTCCATA 12 W
siaD-Wr CACAACCATTTTCATTATAGTTACTGT

. siaD-Yf CTCAAAGCGAAGGCTTTGGTTA 12 Y
siaD-Yr CTGAAGCGTTTTCATTATAATTGCTAA
29E aF TTGGCGGTTGAAACCTTAC

cap29EH oe aR GCGTATCATGCTCCATTACCA 094 E

o ZF AGGTTCATCTGCTGGGATTACGCT “o1 .
7R AAGCGATTAATGGCCTGTTGCTGG
X-10 ACAGCCCATAAAACACCCGTATCATC

CSXA X-11 GTGATTGGAATCTTCCAATATCGGT 202 X

pb: pares de bases
Fonte: A autora, 2018, baseado em TAHA, 2000; ZHU et al., 2012; YARO et al., 2012; DIALLO et al., 2018.

A deteccdo dos produtos amplificados foi realizada conforme descrito no item 4.4.3.2.

4.4.5 Caracterizacdo do “cluster” génico capsular

A caracterizagdo de genes que compoem o “cluster” gé€nico cps foi determinada,
segundo protocolo descrito por Claus e colaboradores (2002), para todas as amostras para as
quais 0 genogrupo nao pode ser determinado pela amplificacdo de fragmentos génicos
especificos. A extracdo do DNA foi realizada conforme descrito no item 4.4.3.1. A amplificacédo
foi realizada em reagdo de PCR com volume final de 25 L, contendo 8,5 pL de &gua livre de
nuclease, 12,5 uL de Master Mix (2x) (Promega, Madison, Estados Unidos), 0,5 pL de cada
oligonucleotideo iniciador (Tabela 3) a 25 uM e 3 pL de DNA bacteriano. As condicdes de
amplificacdo utilizadas foram: ciclo inicial de 95 °C durante 30 segundos, seguido de 30 ciclos
de 95 °C por 30 segundos, 53 °C por 60 segundos, 68 °C por 60 segundos, e um ciclo final de
68 °C por 5 minutos. A detecgédo, purificacdo e quantificacdo dos produtos foram realizadas
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como descrito no item 4.4.3.2. O sequenciamento foi realizado conforme descrito no item
4.4.3.3, utilizando-se cerca de 12 ng do produto purificado. As sequéncias obtidas foram
submetidas ao banco ‘“Neisseria Sequence Typing Home Page” (JOLLEY et al., 2018;

http://pubmist.org/neisseria/) para designacdo das variantes cnl.

Tabela 3 - Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo de

N. meningitidis “capsule null locus” (cnl)

Tamanho do
Gene N ome do Sequéncia oligonucleotidica (5°—3’)
iniciador produto (pb)
epe? GH26R GGTCGTCTGAAAGCTTGCCTTGCTC 200
P HC287 CGCGCCATTTCTTCCGCC

ph: pares de bases; @ regido intergénica entre as regides E e D do cluster cps.
Fonte: A autora, 2018, baseado em CLAUS et al., 2002.

4.4.6 Caracterizacdo da PorA

As regides variaveis da PorA foram determinadas para todas as amostras. A extracao do
DNA foi realizada conforme descrito no item 4.4.3.1. A amplificacdo foi realizada em reacéo
de PCR com volume final de 25 pL, contendo 9,5 pL de &gua livre de nuclease, 12,5 uL de
Master Mix (2x) (Promega, Madison, Estados Unidos), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (Tabela 4) a 50 uM e 2 pL de DNA bacteriano. As condi¢cdes de amplificacdo
utilizadas foram: ciclo inicial de 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 57 °C por 60 segundos, 72 °C por 2 minutos, e um ciclo final de 72 °C por 5 minutos.
A amplificagdo do gene porA foi realizada com a utilizagdo dos oligonucleotideos iniciadores
210 e 211 (Tabela 4), e o sequenciamento foi realizado com os oligonucleotideos iniciadores
211 e 122L (Tabela 4) (URWIN, 2001). A detecgéo, purificacdo e quantificacdo dos produtos
foram realizadas como descrito no item 4.4.3.2. O sequenciamento foi realizado conforme
descrito no item 4.4.3.3, utilizando-se cerca de 15 ng do produto purificado. As sequéncias
foram submetidas ao banco de dados ‘“Neisseria PorA typing” (JOLLEY et al., 2018;

http://pubmist.org/neisseria/PorA/) para defini¢do das regides variaveis.
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Tabela 4 - Descrigdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo do gene
porA em N. meningitidis

Gene :\rl]?g?ae d((j)?, Sequéncia oligonucleotidica (5°—3°) ;)rl?(;gi?:(()p(:)(;
210 ATGCGAAAAAAACTTACCGCCCTC 1900
PorA 2118 AATGAAGGCAAGCCGTCAAAAACA
1221 GGCGAGATTCAAGCCGCC Sequenciamento

pb: pares de bases; ? o oligonucleotideo iniciador 211 também foi utilizado para a reagdo de sequenciamento.
Fonte: A autora, 2016, baseado em URWIN, 2001.

4.4.7 Caracterizacdo da FetA

A variante da FetA foi determinada para todas as amostras (THOMPSON et al., 2003).
A extracdo do DNA foi realizada conforme descrito no item 4.4.3.1. A amplificacdo foi
realizada em reacdo de PCR com volume final de 25 pL, contendo 9,5 pL de agua livre de
nuclease, 12,5 pL de Master Mix (2x) (Promega, Madison, Estados Unidos), 0,5 pL de cada
oligonucleotideo iniciador (Tabela 5) a 50 uM e 2 uL de DNA bacteriano. As condicdes de
amplificacdo utilizadas foram: ciclo inicial de 95 °C durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos
de 94 °C por 60 segundos, 55 °C por 60 segundos, 72 °C por 90 segundos, e um ciclo final de
72 °C por 7 minutos. A amplificacdo do gene fetA foi realizada com a utilizagdo dos
oligonucleotideos iniciadores S1 e S8 (Tabela 5), e o sequenciamento foi realizado com os
oligonucleotideos iniciadores S12 e S15 (Tabela 5). A deteccdo, purificacdo e quantificacdo dos
produtos foram realizadas como descrito no item 4.4.3.2. O sequenciamento foi realizado
conforme descrito no item 4.4.3.3, utilizando-se cerca de 15 ng do produto purificado. As
sequéncias foram submetidas ao banco de dados “Neisseria FetA Typing” (JOLLEY et al.,

2018; http://pubmlst.org/neisseria/FetA/) para definicdo da regido variavel.

Tabela 5 - Descri¢do dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene
fetA em N. meningitidis

Gene il\rll?gz: d((j)?’ Sequéncia oligonucleotidica (5°—3°) ;f:(;i?g?p%c;
S1 CGGCGCAAGCGTATTCGG 1200
fotA S8 CGCGCCCAATTCGTAACCGTG
S12 TTCAACTTCGACAGCCGCCTT

Sequenciamento
S15 TTGCAGCGCGTCRTACAGGCG

pb: pares de bases; R= A ou G.
Fonte: A autora, 2016, baseado em THOMPSON et al., 2003.
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4.5 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinada para todas as amostras
utilizando-se dois métodos, cada um para diferentes grupos de drogas: método de disco-difusédo

e método de difusdo em gradiente de concentrag&o.

4.5.1 Método de disco-difusao

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método de difusdo em &gar,
segundo recomendacdes do CLSI (CLSI, 2012), para os seguintes antimicrobianos (Laborclin,
Pinhais, Brasil) (conteudo dos discos): azitromicina (15 pug), ceftriaxona (30 pug), ciprofloxacino
(5 ug), cloranfenicol (30 pg), meropenem (10 pg), minociclina (30 pg), rifampicina (5 pg) e
trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 pg), e para ampicilina (10 pg) e penicilina (10 U)
segundo Jorgensen e colaboradores (2005). A partir de uma amostra bacteriana crescida em
agar chocolate a 35-37 °C sob atmosfera de CO2 (5%) por 20-24 horas, suspensdes bacterianas
foram preparadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland em solucdo de cloreto de sédio
0,85% estéril com auxilio do densitdmetro DensiCHEK Plus (bioMérieux, Durham, Estados
Unidos). Posteriormente, as suspensdes foram semeadas em placas contendo meio de Mueller-
Hinton (Becton, Dickinson and Company, Sparks, Estados Unidos) acrescido de 5% de sangue
de carneiro, com auxilio de “swabs” estéreis. Em seguida, os discos de papel filtro impregnados
com os antimicrobianos a serem testados foram aplicados sobre o meio de cultura. As culturas
foram entdo incubadas a 35-37 °C sob atmosfera de CO. (5%) por 20-24 horas. Como controles
foram utilizadas as cepas E. coli INCQS 00033 (ATCC 25922) e Streptococcus pneumoniae
INCQS 00440 (ATCC 49619). Os resultados foram interpretados segundo o CLSI (CLSI, 2020)

e Jorgensen e colaboradores (2005).

4.5.2 Método de difusdo em gradiente de concentracéo

A concentracdo inibitoria minima (CIM) dos antimicrobianos ampicilina, levofloxacino
e penicilina foi determinada pelo método de difusdo em gradiente de concentragdo conforme as
recomendacdes do fabricante (bioMérieux, Askim, Suécia). As suspensdes foram obtidas como
ja descrito no item 4.5.1. Em seguida foi feita a inocula¢@o bacteriana com auxilio de “swabs”
estéreis em agar Mueller-Hinton (Becton, Dickinson and Company, Sparks, Estados Unidos)

acrescido de 5% de sangue de carneiro. Logo apos, foram depositadas sobre a superficie do
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agar as fitas contendo gradientes de concentracdo do antimicrobiano. As culturas foram entdo
incubadas a 35-37 °C sob atmosfera de CO2 (5%) por 20-24 horas. Como controles foram
utilizadas as cepas E. coli INCQS 00033 (ATCC 25922) e S. pneumoniae INCQS 00440 (ATCC
49619). Os resultados foram interpretados segundo o CLSI (CLSI, 2020).

Considerando o método de difusdo em gradiente de concentracdo como referéncia, a
discordancia entre as duas técnicas utilizadas para determinacao da suscetibilidade a ampicilina
e a penicilina foi classificada como erro muito grave (amostra definida como resistente difusédo
em gradiente de concentracdo, mas suscetivel por disco-difusdo), erro grave (amostra definida
como suscetivel por difusdo em gradiente de concentracdo, mas resistente por disco-difusao)
ou erro minimo (amostra definida como resistente ou suscetivel por um dos métodos testados,
mas intermediaria pelo outro método). A performance do teste de disco-difusdo foi considerada
aceitavel se a frequéncia total de erro foi inferior a 10%, incluindo até 1,5% de erro muito grave
e 3% de erro grave (KULAH et al., 2009).

4.6 Tipificacao

As amostras foram tipificadas com auxilio da técnica de MLST. Adicionalmente, quatro
amostras foram caracterizadas por “whole genome sequencing” (WGS).

4.6.1 “Multilocus sequence typing” (MLST)

A tipificacdo das amostras foi realizada pela técnica do MLST. Foram analisadas
sequéncias dos genes abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm, segundo o protocolo descrito
por Maiden e colaboradores (1998) e complementado por Feil e colaboradores (FEIL et
al.,1999), descrito no banco de dados “Neisseria Sequence Typing Home Page” (JOLLEY et
al., 2018; http://pubmlst.org/neisseria/). A extragdo do DNA foi realizada conforme descrito no
item 4.4.3.1. Os oligonucleotideos iniciadores séo descritos na Tabela 6.

A amplificagédo dos genes foi realizada em reagdo de PCR com volume final de 25 pL,
contendo 7,5 pL de agua livre de nuclease, 12,5 pL de Master Mix (2x) (Promega, Madison,
Estados Unidos), 1,0 pL de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 6) a 50 uM e 3 L de DNA
bacteriano. As condicdes de amplificacdo utilizadas foram: ciclo inicial de 94 °C durante 2
minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 60 segundos, 58 °C por 60 segundos, 72 °C por 2

minutos, e um ciclo final de 72 °C por 2 minutos.
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A deteccéo, purificacdo e quantificacdo dos produtos foram realizadas como descrito no
item 4.4.3.2. O sequenciamento foi realizado conforme descrito no item 4.4.3.3, utilizando-se

entre 12 e 15 ng do produto purificado dependendo do tamanho do produto a ser sequenciado.

4.6.1.1 Andlise das sequéncias

As sequéncias foram editadas a fim de se igualar o tamanho dos fragmentos aos alelos

moldes disponiveis no “Neisseria Sequence Typing Home Page”, com o auxilio do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.0.5.3 (HALL, 1999). As sequéncias finais dos
genes foram entdo submetidas a pagina “Neisseria Sequence Typing Home Page” para
definicdo dos ST e alocacdo nos CC. Os ST foram obtidos automaticamente para alelos ja
conhecidos, e sequéncias de novos alelos encontrados foram submetidas ao curador do banco
para designagéo de um novo ST.
As sequéncias dos sete genes de cada amostra foram concatenadas para produzir um
alinhamento de 3284 pb. O programa MEGA versdo 7.0.9 (KUMAR, STECHER, TAMURA,
2016) foi utilizado para a analise da relacdo de evolucao entre os concatenados alinhados, com
a construcdo de arvores filogenéticas. As distancias entre os ramos foram inferidas utilizando-
se 0 método de “neighbor-joining” (SAITOU, NEI, 1987) e a significancia dos arranjos dos
ramos foi avaliada por analise de “bootstrap” com 1000 réplicas (FELSENSTEIN, 1985). As
distancias de evolucdo foram computadas utilizando-se o método “Jukes-Cantor”. A cepa de
N. gonorrhoeae S081 (PubMLST id 27133) foi utilizada como “outgroup”.

Tabela 6 - Descricéo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no MLST conforme descrito

no banco de dados “Neisseria Sequence Typing Home Page” (http://pubmlst.org/neisseria/)

(continua)
Gene !\Ic_Jme do Sequéncia oligonucleotidica (5°—3°) Tamanho do
iniciador produto (pb)
abcz-P1C TGTTCCGCTTCGACTGCCAAC 900
bez abcz-P2C TCCCCGTCGTAAAAAACAATC
abc
abcZ-S1A (P1A) AATCGTTTATGTACCGCAGR .
Seqguenciamento
abcz-S2 GAGAACGAGCCGGGATAGGA
adk-P1B CCAAGCCGTGTAGAATCGTAAACC 800
Adk adk-P2B TGCCCAATGCGCCCAATAC

adk-S1A AGGCWGGCACGCCCTTGG Sequenciamento
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Tabela 6 - Descri¢do dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no MLST conforme descrito
no banco de dados “Neisseria Sequence Typing Home Page” (http://pubmlst.org/neisseria/)

(concluséo)

adk-S2 CAATACTTCGGCTTTCACGG
aroE-P1B TTTGAAACAGGCGGTTGCGG 900
arokE aroE-P2B CAGCGGTAATCCAGTGCGAC
aroe-S1A GCGGTCAAYACGCTGRTK Sequenciamento
arog-S2 ATGATGTTGCCGTACACATA
fumC-P1B TCCCCGCCGTAAAAGCCCTG 500
fume fumC-P2B GCCCGTCAGCAAGCCCAAC
um
fumC-S1 TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG .
Sequenciamento
fumC-S2 TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC
gdh-P1B CTGCCCCCGGGGTTTTCATCT 200
Gdh gdh-P2B TGTTGCGCGTTATTTCAAAGAAGG
gdh-S3 CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC .
Seguenciamento
gdh-S4C RCGCACGGATTCATRYGG
pdhC-P1B CCGGCCGTACGACGCTGAAC 800
dhe pdhC-P2B GATGTCGGAATGGGGCAAACA
P pdhC-S1 TCTACTACATCACCCTGATG .
Sequenciamento
pdhC-S2 ATCGGCTTTGATGCCGTATTT
pgm-P1 CTTCAAAGCCTACGACATCCG 1000
b pgm-P2 CGGATTGCTTTCGATGACGGC
m
g pgm-S1 CGGCGATGCCGACCGCTTGG ]
Sequenciamento
pgm-S2A GGTGATGATTTCGGTYGCRCC

pb: pares de bases; K=GouT;R=AouG;W=AouT;Y=CouT.
Fonte: A autora, 2018, adaptado de MAIDEN et al., 1998.

4.6.2 “Whole genome sequencing” (WGS)

Quatro amostras do presente estudo, pertencentes ao genogrupo B ou C, foram
selecionadas aleatoriamente para caracterizacdo por WGS. Apoés extragdo do DNA conforme
descrito no item 4.4.3.1, aliquotas do DNA foram enviadas para Plataforma de Sequenciamento
de Acidos Nucléicos de Nova Geracéo do Instituto Oswaldo Cruz (I0C). As bibliotecas foram
construidas utilizando o “Nextera XT DNA Library Preparation Kit” (Illumina, San Diego,
California, Estados Unidos) e sequenciadas no sequenciador HiSeq 2500 (Illumina, San Diego,
California, Estados Unidos).
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4.6.2.1 Andlise das sequéncias

Foram gerados quatro arquivos para cada genoma, sendo dois “reads” (R1 ¢ R2) para
cada “lane” (L1 e L2). Para a montagem e analise do genoma foram realizados os seguintes
passos: (i) os arquivos R1 foram concatenados em um unico arquivo de extensdo “fastq”. O
mesmo foi feito com os arquivos R2 utilizando o comando “cat” no sistema Linux; (ii) a
qualidade dos arquivos concatenados foi avaliada usando o programa “FastQC” (ANDREWS,
2010), gerando relatorios contendo a qualidade das sequencias por pares de base, indice GC,
quantidade de “N” e niveis de duplicidade. O passo da montagem s6 foi realizado caso o arquivo
mostrasse qualidade aceitavel durante esta etapa; (iii) a montagem foi realizada utilizando o
montador por pipeline “A5-miseq” (COIL et al., 2015) que automatiza o processo de trimagem,
filtro de qualidade, correcdo de erros, geracao de “contigs” e “scaffolds”. Ao final do processo
de montagem, foi gerado um arquivo de extensdo “fastq” com todos os “scaffolds” montados;
(iv) o arquivo foi aberto em um editor de texto e os maiores “scaffolds” foram selecionados
para a realizacdo de wum alinhamento com auxilio da ferramenta BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), onde 0 genoma que apresentou maior similaridade foi
selecionado como base para o alinhamento dos “contigs”; (v) o alinhamento foi realizado com
auxilio do programa “Mauve” (DARLING et al., 2004) que automatiza o alinhamento do
arquivo gerado pelo programa “A5-miseq” com o genoma correspondente adquirido pelo
BLAST. Ao final foram gerados varios arquivos com alinhamentos, sendo que o arquivo mais
ordenado foi escolhido como base para futuras analises.

Os genomas montados foram submetidos a pagina “Neisseria Sequence Typing Home
Page” para defini¢ao dos ST e alocacdo nos CC, e determinacgéo de outras variantes génicas. A
anotacéo foi realizada segundo o “NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)”
(TATUSOVA etal., 2016; HAFT et al., 2018) apds submissdo dos genomas no banco de dados

“GenBank” (https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/genome/).

4.7 Questionario

Foi aplicado um questionario com coleta de dados demograficos e clinicos para a
descricdo da populacdo do estudo, assim como para explorar potenciais variaveis clinico-
comportamentais em associacdo com a presenca de colonizacdo por N. meningitidis, sendo
algumas ja descritas (MACLENNAN et al., 2006; SAFADI et al., 2014; CLEARY et al., 2016;

DE MORAES et al., 2015) e outras por serem habitos comuns entre jovens da cidade.
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O Questionario incluiu perguntas sobre idade, sexo, CEP residencial, nivel escolar do
participante e dos pais, renda familiar, namero de pessoas no domicilio, vacinacéo prévia com
vacina meningocdcica, uso de antimicrobianos, fumo ativo ou passivo, frequéncia de
comparecimento a bares ou clubes ou bailes funk, contato com DM, viagem ao exterior,
infeccdo do trato respiratorio, consumo de alcool (APENDICE A).

Cada participante recebeu o Questionario contendo apenas o codigo do estudo. Apds
uma breve explicacédo sobre o estudo pelo membro da equipe de pesquisa, 0 préprio participante
preencheu o Questionario. Ao término do preenchimento, o Questionario foi guardado em um
envelope pelo membro da equipe de pesquisa. Apés a transcricdo para o banco de dados, 0s
Questionarios foram mantidos guardados em uma gaveta trancada a chave com um dos

membros da equipe do Estudo.

4.8 Analise estatistica

A prevaléncia de colonizacao foi calculada pelo quociente entre o nimero de individuos
colonizados e a populacdo estudada. As varidveis categéricas foram descritas pela frequéncia
absoluta e percentual, e as numéricas foram descritas pela mediana e intervalo interquartil. As
diferencas entre proporgcfes foram comparadas por meio do teste exato de Fisher, e foram
consideradas significativas diferencas com valores de p < 0,05 em anélise bicaudada.

As covariaveis de significancia clinica e que apresentaram valor de p < 0,25 na andlise
univariada foram incluidas na analise multivariada por regressao logistica em modelo saturado
utilizando-se o método “Backward” e avaliacdo do valor de “2-log-likelihood” do modelo gerado.
As variaveis que quando retiradas do modelo foram relacionadas a diferenga dos “2-log-likelihood”
entre os modelos > 3,84 foram mantidas no modelo final ajustado.

Os dados foram armazenados em banco de dados construido com o software Microsoft Excel
365, e a andlise estatistica foi realizada com o programa EPI INFO versdo 7.2.2.6 (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Estados Unidos).

4.9 Aspectos éticos

A coleta e a aplicacdo do Questionario foram feitas apenas a partir de participantes que
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE — APENDICE B). As
informagdes de cada individuo foram codificadas e analisadas apenas em conjunto. O nome de

cada participante consta apenas do TCLE que esta mantido guardado em uma gaveta trancada
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a chave com um dos membros da equipe do Estudo. Todos 0s outros documentos e a amostra
colhida foram identificados apenas por meio de um codigo. O presente projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-IOC/FIOCRUZ) sob o parecer nimero 1.505.421
(CAAE 52531715.0.0000.5248).
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5 RESULTADOS

5.1 Populacao do estudo

No periodo de maio de 2016 a maio de 2018 quatro instituicGes de ensino das cidades
do Rio de Janeiro e de Niteroi foram incluidas no estudo, usando amostragem nao probabilistica
por conveniéncia, totalizando 374 participantes. Um voluntario foi excluido do estudo por néo
pertencer a faixa etaria de 18 a 35 anos (Tabela 7). As caracteristicas demogréaficas da populacédo

estudada sé&o descritas no Apéndice C.

Tabela 7 - Namero, sexo e idade dos participantes por Instituicdo de ensino

Instituicdo de Ensino  NuUmero de Participantes (%) Sexo Feminino (%) Idade*
FIOCRUZ 67 (18,0) 50 (74,6) 26 (24 — 28)
UEZO 53 (14,2) 28 (52,8) 22 (21 -23)
UFF 84 (22,5) 64 (76,2) 21 (20 -22)
UFRJ 169 (45,3) 106 (62,7) 21 (20 - 23)
Total 373 (100) 248 (66,5) 22 (20 - 24)

* Mediana (intervalo interquartil).

FIOCRUZ: Funda¢do Oswaldo Cruz; UEZO: Fundacdo Centro Universitario Estatual da Zona Oeste; UFF:
Universidade Federal Fluminense; UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Fonte: A autora, 2019.

Realizou-se um total de 10 coletas, no outono ou na primavera, incluindo 373
participantes. A maioria dos voluntéarios do estudo era do sexo feminino (66%) com idade
mediana de 22 anos (intervalo interquartil, 20,5 — 24,5 anos), solteira (92%), branca (58%),
heterossexual (79%) e residente da cidade do Rio de Janeiro (67%). Noventa e quatro por cento
dos voluntarios eram estudantes de graduagdo ou graduados, e mais da metade declarou que 0s
pais tinham cursado o ensino superior. Ingestdo de bebida alcoolica (43%), frequéncia a bares,
boates, escolas de samba (51%) e a igrejas ou outras instituicdes religiosas (58%) foram o0s
habitos sociais mais frequentes na populacao estudada. Uso de antimicrobianos nos ultimos 30
dias foi observado em 12% dos voluntarios, enquanto a ingestdo de outros medicamentos foi
reportada por 66% dos participantes. Imunizacdo prévia com vacina meningocoécica foi

declarada por 14% dos voluntarios (Apéndice C).
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5.2 Caracterizagcdo das amostras bacterianas

Todos os “swabs” contendo espécimes clinicos foram cadastrados no Sistema de
Gerenciamento de Amostras Laboratoriais - HARPYA como amostras especiais (apoio a
pesquisa), mediante o envio de formulério de abertura de processo a Central de Recebimento
de Amostras do INCQS/Fiocruz.

Dos 373 espécimes de orofaringe cultivados em TMM, 101 (27,1%) apresentaram
crescimento suspeito de Neisseria sp. com teste positivo para oxidase e presenca de diplococos
Gram-negativos. Noventa e sete (96%) amostras foram classificadas em espécies distintas pela
técnica de MALDI-TOF, e quatro (4%) amostras ndo foram identificadas (Tabela 8). O
espécime MCRJ 218 apresentou trés colbnias distintas que foram classificadas como

N. lactamica, N. meningitidis e M. catarrhalis.

Tabela 8 - Identificacdo de 101 amostras bacterianas pela técnica de MALDI-TOF

Espécie NuUmero de amostras “Score”
Neisseria meningitidis 29 2,305 - 2,522
21 2,045 - 2,296
1* 1,911
Moraxella catarrhalis 26* 2,322 - 2,547
11 2,154 - 2,298
Neisseria lactamica 6* 2,005 - 2,163
2 1,887 - 1,973
Kingella denitrificans 2 1,743 - 1,885
Neisseria gonorrhoeae 1 2,226
N. flavescens/N. subflava 1 1,882/1,786
N&o determinado 3 1,467 — 1,656

*Espécime MCRJ 218.
Fonte: A autora, 2018.

Todas as 61 amostras classificadas no género Neisseria por MALDI-TOF foram

submetidas ao sequenciamento do gene rplF para confirmacao da espécie (Tabela 9).

5.2.1 Genogrupagem

A classificagdo das amostras em genogrupos € descrita na Tabela 10. O genogrupo B
(25,5%) foi o mais frequente, seguido dos grupos C (7,8%), E (5,9%), Z (3,9%) e Y (1,9%).
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Os genogrupos A, W e X nédo foram detectados. Mais de metade das amostras foram

classificadas como cnl (45,1%) ou ndo foram genogrupaveis (9,8%).

Tabela 9 - Identificacdo da genoespécie de 61 amostras bacterianas pelo sequenciamento do

gene rplF

Genoespécie (nUmero) Alelo (nGmero)

N. meningitidis (51) 1(23)
2(8)
4(7)

98 (6)*
3(5)

Né&o determinado (2)

N. lactamica (9) 6 (3)

51 (3)**
33(2)
52 (1)
N. gonorrhoeae (1) 7(2)

*Inclui a amostra bacteriana classificada como N. flavescens/N. subflava por Maldi-TOF

**Inclui duas amostras bacterianas isoladas do espécime MCRJ 218 e classificadas como N. meningitidis e
N. lactamica por Maldi-TOF.

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 10 - Frequéncia de genogrupos entre 51 amostras de N. meningitidis isoladas de adultos

jovens da regido metropolitana do Rio de Janeiro

Genogrupo  Numero (%) de amostras  Frequéncia (95% CI)

B 13 (25,5) 3,48 (2,0 - 5,8)
C 4 (7,8) 1,07 (0,4 -2,7)
E 3(5,9) 0,80 (0,2 — 2,3)
Y 1(1,9) 0,26 (0,04 — 1,5)
z 2 (3,9) 0,53 (0,1 - 1,9)
cnl 23 (45,1) 6,16 (4,1 — 9,0)
cnl-2 7(13,7) 1,87 (0,9 - 3,8)
cnl-3 8 (15,7) 2,14 (1,0 — 4,1)
cnl-12 7(13,7) 1,87 (0,9 - 3,8)
NG 5(9,8) 1,34 (0,5 - 3,0)
Total 51 (100) 13,67 (10,5 — 17,5)

Cl: intervalo de confianca; cnl: do inglés “capsule null locus”; NG: ndo genogrupavel.
Fonte: A autora, 2020.



61

5.2.2 Caracterizagdo da PorA e FetA

As amostras foram classificadas em 19 variantes da regido variavel 1, 38 variantes da
VR2 e oito da VR3. As variantes mais frequentes foram VR1 22 (n=10), VR2 13-70 (n=3),
VR2 23 (n=3) e VR3 35-1 (n=11). Cinco variantes novas foram detectadas entre as amostras
do estudo: VR1 12-33, VR1 12-34, VR2 14-60, VR2 14-61 e VR2 16-166 (Tabela 11).

Foram observados 20 tipos de FetA, sendo a variante F5-5 a mais frequente (n=12)
(Tabela 11). A combinacéo das informacdes de genogrupo, variantes da PorA e tipo de FetA
resultou em 47 agrupamentos, trés (B:P1.17-6,23-3,37:F3-36, n=2; cnl-2:P1.18,25-44,38-1:F5-
5, n=2; cnl-3:P1.12-6,13-70,35-1:F5-5, n=3) deles encontrados em mais de uma amostra.

5.3 Prevaléncia de portadores e fatores associados a colonizacgéo

A prevaléncia geral de portadores de N. meningitidis foi de 13,6%, variando de 4%
(Coleta 2) a 21% (Coleta 3) (Figura 1). A média + desvio padrdo de idade dos participantes em
cada uma das coletas é demonstrada na Figura 1. A prevaléncia de portadores declinou com o
aumento da faixa etaria, variando de 18,4% em individuos de 18 — 20 anos a 9,0% entre
participantes de 30 — 32 anos de idade (p=0,535), e a média de idade dos voluntarios foi menor
nas coletas com maior prevaléncia de portadores (Figura 1; R = -0,86).

A andlise univariada dos fatores relacionados a colonizagdo por N. meningitidis
demonstrou associacdo positiva significativa para as seguintes variaveis: sexo masculino
(p<0,0001), individuos solteiros (em comparacdo com aqueles casados, separados ou
divorciados, p=0,022), e homens que fazem sexo com homens (HSH, p<0,0001). Cor
parda/preta (p=0,044) e heterossexualidade (p=0,001) foram considerados fatores protetores
(Tabela 12).

Com relagéo aos habitos sociais, observou-se associacao positiva de colonizagdo por
N. meningitidis com consumo de bebida alcoolica ao menos uma vez por semana (p=0,026) e
frequéncia a bares/boates/escolas de samba pelo menos uma vez ao més (p=0,0004). Frequéncia
a igrejas ou outras instituicbes religiosas a0 menos uma vez por semana foi considerada
protetora (p=0,039) (Tabela 13). Ndo se observou associacdo entre os fatores analisados e a
colonizagdo pelos genogrupos B ou cnl. A razdo de possibilidades (“OR”, 95% IC) dos fatores
relacionados a colonizacgdo por N. meningitidis na analise univariada é resumida na Figura 2.

No modelo final ajustado da analise multivariada, foi observada uma associacéo

independente entre a colonizacdo por N. meningitidis e HSH, frequéncia a bares/boates/escolas
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de samba pelo menos uma vez ao més e sexo masculino. Individuos de cor parda/preta

apresentaram risco reduzido para colonizagao por N. meningitidis (Tabela 14; Figura 3).

Tabela 11 - Distribuicdo de genogrupos, variantes da PorA e tipo de FetA entre 51 amostras de

N. meningitidis isoladas de adultos jovens da regido metropolitana do Rio de Janeiro

Genogrupo

PorA (n)

(n/%) VR1

VR2 VR3

FetA (n)

B (13/255) 5 (1), 5-1 (),
7-2 (1), 12 (2),
17-6 (3), 22 (5)

1(1), 14 (2), 14- 35 (1), 35-1
26 (1), 16 (1),  (2), 36 (3),
16-166 (1),2  36-2(2), 37
(2),23(2),23-3 (4),37-1 (1)
(2),9(2)

F1-1 (1), F1-5 (1),
F1-7 (1), F3-36
(3), F3-6 (1), F5-
148 (1), F5-2 (1),
F5-6 (1), F5-9 (2),
fnl (1)

C@478)  51(1), 21 (1),
22 (2)

10-6 (1), 146 36-2 (3), 37-1
(1), 14-61 (1), (1)

F3-9 (2), F3-6 (1),
F5-8 (1)

16-36 (1)
E(3/59)  7-2(1),195  9(1),15-23 (1), 351(1),36 F52 (1), F5-7 (1),
(1),19-11 (1)  15-1 (1) (1),36-2(1) fnl (1)
Y (@/19)  18-1(1) 3(1) 38 (1) F3-4 (1)
Z(239)  21(1),22(1) 13-9(1),14-60 35-1(1),36-2 F57 (2)
) )
cnl (1/1,9) 12 (1) 23 (1) 37 (1) F5-1 (1)
cnl 2 18 (4), 22 (2), 14 (1),14-16 36 (1), 38 (1), F1-22 (1), F55
(7/13,7) 18-1 (1) (1), 25-37 (1),  38-1(4),ND (6)

25-44 (2), 25-78 (1)
(1), ND (1)

cnl 3 12-6 (4), 7-2  13-70(3),1-5  35-1(5),37  F5-5 (6), F1-7 (1),
(8/15,6) (1),12-33 (1), (1),3(1),4-1  (1),37-1(1), F5-148 (1)
18-1 (1), ND  (1),13-27(1),  38(1)
(1) 23-2 (1)
cnl 12 7(4),7-2(1), 30(2),302(2), 38(7) F1-2 (3), F1-7 (2),
(7/13,7) 7-19 (1), 18-1  30-3 (2), 30-1 F1-5 (1), F3-7 (1)
1) 1)
NG (5/9,8) 12-8(2),7-2  13-2 (1), 16-8  36-2 (2), 35-1 F5-81(2), F1-7
(1),19-1 (1),  (1),16-119 (1), (2),37(1) (1), F3-9 (1), F5-7
12-34 (1) 26-1 (1), 23-26 (1)

1)

cnl, do inglés “capsule null locus; PorA, porina A; FetA, iron-regulated enterobactin; fnl, auséncia do
gene fetA; n, nimero; ND, indeterminado; NG, ndo genogrupavel; VR, do inglés “variable region”
As novas variantes descritas nesse estudo estdo destacadas em negrito.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 1 - Frequéncia de portadores de N. meningitidis e média de idade dos participantes por

coleta.
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As colunas cinza representam a idade média (anos) dos participantes e as barras pretas representam o desvio
padrdo da média (eixo esquerdo). A linha preta pontilhada indica a frequéncia de portadores de N. meningitidis
(eixo direito). Foram incluidos 373 participantes em dez coletas distintas: 1 (n=22), 2 (n=25), 3 (n=42), 4 (n=19),

5 (n=53), 6 (n=32), 7 (n=54), 8 (n=28), 9 (h=13), 10 (n=85).
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 12 - Anélise univariada de caracteristicas demograficas dos participantes do estudo e

prevaléncia de N. meningitidis (continua)

Namero (%)
Caracteristica Total Portador Nao- OR (95% CI) Valor
_ _ portador dep
N=373 N=51 N=322

Faixa etaria (anos)
114 (30,5) 21 (41,1) 93(28,8)

18 - 204
2123 140 (37,5) 18(35,2) 122(37,8) 0,65(0,32-1,29) 0,226
24— 26 69 (18,4) 8(156) 61(189)  0,58(0,24—1,39) 0,296
27 - 29 32(85) 3(5,8)  29(90)  045(0,12-1,64) 0,287
3032 11(29  1(19 10(31)  044(0,05-3,65 0,687

7(2,2) 0,00 (In) 0,603

33-35 7(1,8) 0
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Tabela 12 - Andlise univariada de caracteristicas demogréficas dos participantes do estudo e

prevaléncia de N. meningitidis (concluséo)

Sexo masculino

Cidade de residéncia

Rio de Janeiro
Niterdi
Desconhecida
Duque de Caxias
Outras*

Raca

Branca
Parda/Preta/Negra
Amarela
Indigena

Estado civil
Solteiro

Casado

Separado/Divorciado
Pessoas por residéncia

Umal.

Duas

Trés

Quatro

Cinco ou mais

Orientacéo sexual

Heterossexual

Bissexual

Homossexual
HSH

125 (33,5)

249 (66,7)
44 (11,8)
19 (5,0)
16 (4,2)
45 (12,0)

217 (58,1)
143 (38,3)
4 (1,0)
3(0,8)

343 (91,9)
25 (6,7)
5(1,3)

18 (4,8)
58 (15,5)
101 (27,0)
128 (34,3)
64 (17,1)

296 (79,3)
37 (9,9)
29 (7,7)
25 (6,7)

32 (62,7)

37 (72,5)
4 (7,8)
4 (7,8)
3(58)
3(5,8)

34 (66,6)
13 (25,4)
0

1(1,9)

51 (100)
0
0

1(1,9)

8 (15,6)
19 (37,2)
15 (29,4)
6 (11,7)

31 (60,7)
5(9,8)

13 (25,4)
13 (25,4)

93 (28,8)

212 (65,8)
40 (12,4)
15 (4,6)
13 (4,0)
42 (13,0)

183 (56,8)
130 (40,3)
4(1,2)
2 (0,6)

292 (90,6)
25 (7,7)
5 (1,5)

17 (5,2)
50 (15,5)
82 (25,4)
113 (35,0)
58 (18,0)

265 (82,3)
32 (9,9)
16 (4,9)
12 (3,7)

4,14 (2,23 - 7,68)

1,37 (0,71 - 2,64)
0,60 (0,20 - 1,75)
1,74 (0,55 - 5,47)
1,48 (0,40 - 5,40)
0,41 (0,12 — 1,39)

1,51 (0,81 - 2,83)
0,50 (0,25 — 0,98)
0,00 (In)

3,20 (0,28 — 35,94)

In
0,00 (In)
0,00 (In)

2,72 (0,31 - 23,36)
3,93 (0,49 - 31,45)
2,25 (0,27 - 18,19)
1,75 (0,19 - 15,63)

0,33 (0,17 - 0,62)
0,98 (0,36 — 2,65)

<0,0001

0,424
0,483
0,309
0,467
0,170

0,222
0,044
0,999
0,357

0,022
0,034
0,999

0,677
0,302
0,693
0,999

0,001
0,999

6,54 (2,92 — 14,64) <0,0001
8,83 (3,76 — 20,75) <0,0001

Cl, intervalo de confianca; HSH, homens que fazem sexo com homens; In, indefinido; OR, razdo de
possibilidades (do inglés “Odds Ratio”)
LUsada como referéncia para analise comparativa
*Inclui: Belford Roxo (n=2), Japeri (n=1), Magé (n=1), Marica (n=4), Mendes (n=1), Mesquita (n=2), Nilopolis
(n=5), Nova Friburgo (n=1), Nova lguagu (n=6), Paraiba do Sul (n=1), Petropolis (n=2), Sdo Gongalo (n=8), Sao
Jodo de Meriti (n=9), Sao Paulo (n=2).

Fonte: A autora, 2019.
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Tabela 13 - Analise univariada de dados socioeconémicos e outras caracteristicas dos participantes do estudo e a colonizacéo por N. meningitidis

(continua)
Numero (%)
Caracteristica Total Portador polrrl'?a? d-or OR (95% CI)  Valordep
N=373 N=51 N=322
Trabalha 100 (26,8) 10 (19,6) 90 (27,9) 0,62 (0,30 - 1,30) 0,237
Escolaridade
Ensino fundamental | 5(1,3) 0 5(1,5)
Ensino médio 14 (3,7) 2 (3,9 12 (3,7) In 0,999
Ensino superior 351 (94,1) 48(94,1) 303(94,1) In 0,999
Escolaridade maternal
Ensino fundamental | 25 (6,7) 5(9,8) 20 (6,2)
Ensino médio 126 (33,7) 18(35,2) 108(33,5) 0,66 (0,22 - 2,00) 0,541
Ensino superior 212 (56,8) 27 (52,9) 185(57,4) 0,58 (0,20 - 1,68) 0,350
Escolaridade paterna
Ensino fundamental | 42 (11,2) 4 (7,8) 38 (11,8)
Ensino médio 103 (27,6) 14 (27,4) 89 (27,6) 1,49 (0,46 - 4,83) 0,589
Ensino superior 211 (56,5) 31(60,7) 180 (55,9) 1,63(0,54-4,90) 0,469
Fumante 18 (4,8) 4 (7,8) 14 (4,3) 1,87 (0,59 - 5,92) 0,287
Fumante passivo 91(24,4) 8(15,6) 83(25,7) 0,53 (0,24 - 1,18) 0,159
Ingestdo de bebida alcoolica 161 (43,1) 28(54,9) 133(41,3) 1,73(0,95-3,13) 0,093
Nenhuma ou < 1 vez por semana 235 (63,00 23(45,1) 212(658) 0,42 (0,23-0,77) 0,007




> 1 vez por semana 130 (34,8) 25(49,0)0 105(32,6) 1,98 (1,09 - 3,60) 0,026
Uso de drogas nos ultimos 30 dias 42 (11,2) 8(15,6) 34(10,5 1,57 (0,68 - 3,62) 0,337
Maconha 38(10,1) 7(13,7) 31(9,6) 1,49 (0,61 - 3,59) 0,329
Frequenta bares/boates/escolas de samba 192 (51,4) 35(68,6) 157 (48,7) 2,29(1,22-4,31) 0,010
Nunca ou < 1 vez por més 189 (50,6) 16(31,3) 173(53,7) 0,39(0,20-0,73) 0,003
> 1 vez por més 168 (45,0) 35(68,6) 133(41,3) 3,10(1,65-5,84) 0,0004
Frequenta bailes funk 17 (4,5) 3(5,8) 14 (4,3) 1,37 (0,38 - 4,96) 0,714
Imunizado com vacina meningocécica 51(13,6) 7(13,7) 44 (13,6) 1,00 (0,42 - 2,37) 0,999
Uso de antibidtico nos ultimos 30 dias 46 (12,3) 6(11,7) 40(12,4) 0,94 (0,37 - 2,34) 0,999
Uso de outros medicamentos nos Gltimos 30 dias* 248 (66,4) 37 (72,5) 211(65,5 1,39 (0,72 -2,68) 0,343
Infeccdo respiratoria nos altimos 30 dias 64 (17,1) 8(156) 56 (17,3) 0,88 (0,39 - 1,98) 0,844
Diarreia nos ultimos 30 dias 80(21,4) 15(29,4) 65 (20,1) 1,64 (0,85 - 3,19) 0,143
Viagem para o exterior no Gltimo ano 53(14,2) 11(21,5) 42(13,0) 1,83 (0,87 - 3,85) 0,128
Tempo entre viagem e coleta

<2 meses 20 (5,3) 6(11,7) 14 (4,3) 2,40 (0,62 - 9,24) 0,295
> 2 meses 33 (8,8) 5(9,8) 28 (8,6) 0,41 (0,10 - 1,60) 0,295
Frequéncia de escovacao dos dentes

1 — 2 vezes por dial. 106 (28,4) 15(29,4) 91 (28,2)

> 3 vezes por dia 262 (70,2) 35(68,6) 227(70,4) 0,93(0,48-1,79) 0,867
Uso de enxaguante bucal 130 (34,8) 19(37,2) 111(34,4) 1,12 (0,61-2,08) 0,752
Nuncal. 243 (65,1) 32 (62,7) 211 (65,5)

1 - 2 vezes por semana 24 (6,4) 2 (3,9) 22 (6,8) 0,59 (0,13 - 2,67) 0,749
3 - 4 vezes por semana 28 (7,5) 3(5,8) 25 (7,7) 0,79 (0,22 - 2,77) 0,999
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> 5 vezes por semana 55(14,7) 9(17,6) 46(14,2) 1,29 (0,57 - 2,88) 0,519
Doenca cronica 90(24,1) 10(19,6) 80(24,8) 0,73 (0,35-1,54) 0,484
Frequenta igrejas/outras instituicdes religiosas 218 (58,4) 24 (47,0) 194 (60,2) 0,58 (0,32 -1,06) 0,092
Nuncal. 155 (41,5) 27 (52,9) 128 (39,7)

Raramente 76 (20,3) 12 (23,5 64(19,8) 0,88 (0,42 - 1,86) 0,852
< 1 vez por semana 42 (11,2) 4 (7,8) 38 (11,8) 0,49 (0,16 - 1,51) 0,243
> 1 vez por semana 100 (26,8) 8(15,6) 92 (28,5) 0,41 (0,17 - 0,94) 0,039
Renda familiar mensal**

< R$5.280,00 142 (38,0) 23(45,1) 119(36,9) 1,40(0,77-2,54) 0,280
> R$ 5.280,00 138 (37,0) 16(31,3) 122(37,8) 0,74(0,39-1,41) 0,436

CI, intervalo de confianga; OR, razdo de possibilidades (do inglé€s “Odds Ratio”)

1 Usada como referéncia para analise comparativa
*Nao inclui agentes antimicrobianos

**326 voluntarios foram questionados.

Fonte: A autora, 2019.
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Tabela 14 - Modelo final ajustado da analise multivariada para fatores associados com a colonizacdo por N. meningitidis entre os voluntarios do

estudo

Variavel OR 95% CI Valor de p
Cor parda/preta 0,37 0,17-0,79 0,0107
Sexo masculino 352 171-7,25 0,0006
Frequéncia a bares/boates/escolas de samba >1vez/més 3,52 1,77 —6,99 0,0003
HSH 505 1,84-13,85 0,0017

CI, intervalo de confianca; HSH, homens que fazem sexo com homens; OR, razdo de possibilidades (do inglés “Odds Ratio”).

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 2 - Razéo de possibilidades (OR) e intervalo de confianca (95% CI) de 10 variaveis
associadas a colonizagdo por Neisseria meningitidis em andlise univariada. Os marcadores
indicam o valor de “OR” e a linha preta representa o intervalo de confianca. A linha preta
pontilhada sinaliza o valor 1 do eixo X

i
H5H i s
Homossexualidade E #
Sewo Masculino .. —
Frequéncia a bares/boates =1x/més ;| T
Ingestdo de bebida alcdolica =z1x/semana i—«—
Cor Parda/Preta/Negra -
Ingestdo de bebida alcdolica <1x/semana -o—i
Frequéncia a igrejas =1x/semana -
Frequéncia a bares/boates <1x/més +:|
Heterossexualidade - '
0 I 3 ] 9 12 15 18 21
DR (95% Cl)

Cl, intervalo de confianca; HSH, homens que fazem sexo com homens; OR, razdo de possibilidades (do inglés
“QOdds Ratio”)

Fonte: A autora, 2020.

Figura 3 - Razdo de possibilidades (OR) e intervalo de confianca (95% CI) de quatro variaveis
associadas a colonizacdo por Neisseria meningitidis no modelo final ajustado da analise
multivariada. Os marcadores indicam o valor de “OR” ¢ a linha preta representa o intervalo de

confianca. A linha preta pontilhada sinaliza o valor 1 do eixo X

H5H

Frequéncia abares/boates z1x/més

£

Sexo Masculino

Cor Parda/PretafMNegra -

3

OR (95% 1)

Cl, intervalo de confianca; HSH, homens que fazem sexo com homens; OR, razao de possibilidades (do inglés
“0Odds Ratio”)
Fonte: A autora, 2020.

5.4 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Todas as 51 amostras de N. meningitidis foram submetidas ao teste de suscetibilidade

aos antimicrobianos azitromicina, ceftriaxona, ciprofloxacino, cloranfenicol, meropenem,
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minociclina, rifampicina e trimetoprim-sulfametoxazol pelo método de disco-difuséo, e ao
levofloxacino por difuséo em gradiente de concentracdo. Duas (3,9%) amostras apresentaram
resisténcia intermediaria a rifampicina. Um total de 35 (68,6%) amostras apresentou resisténcia
e uma (1,9%) amostra mostrou resisténcia intermediaria ao trimetoprim-sulfametoxazol. Todas
as amostras foram suscetiveis ao levofloxacino, e apresentaram CIM entre 0,004 e 0,015 pg/mL
(CIMs50=0,008 pg/mL; ClMgo=0,015 pg/mL).

A suscetibilidade a ampicilina foi testada para 48 amostras por disco-difusao e para 46
amostras por difusdo em gradiente de concentracdo, enquanto a suscetibilidade a penicilina foi
testada para 43 amostras por disco-difuséo e para todas as 51 amostras por difusdo em gradiente
de concentracdo. Os resultados da disco-difusdo e da difusdo em gradiente de concentracdo
foram interpretados segundo Jorgensen e colaboradores (2005) e CLSI (CLSI, 2020),
respectivamente. Pelo método de disco-difusdo, duas (4,1%) amostras foram resistentes e
quatro (8,3%) apresentaram resisténcia intermedidria a ampicilina, e 11 (25,6%) amostras
apresentaram resisténcia intermediaria a penicilina. Os resultados da difusdo em gradiente de

concentracdo estdo descritos na Tabela 15.

Tabela 15 - Suscetibilidade a ampicilina e a penicilina, CIMso, CIMoo e variacdo das CIM
observadas entre as amostras do estudo

- . . CIM (ug/mL)
Agente antimicrobiano Perfil N/total testado (%b) —
Variagdo 50/90
. I 30/46 (65,2) 0,25-1,0
Ampicilina 0,5/1,0
S 16/46 (34,8) 0,06 -0,12
I 35/51 (68,6) 0,12-0,25
Penicilina S 12/51 (23,5) 0,015-0,06 0,25/0,25
R 4/51 (7,8) 05-1,0

CIM, concentragdo inibitoria minima; I, resisténcia intermediaria; N, nimero; R, resistente; S, suscetivel.
Fonte: A autora, 2019.

O resultado da suscetibilidade aos antimicrobianos ampicilina e penicilina obtidos pelos
métodos de disco-difusdo e de difusdo em gradiente de concentragdo foi comparado. O
resultado entre as duas técnicas foi concordante para 17 (36,9%) das 46 amostras testadas para
ampicilina, e 16 (37,2%) de 43 amostras testadas frente a penicilina. Determinando-se a eficacia
de ambos os métodos testados para ampicilina foram observados um (2,1%) erro grave e 28

(60,8%) erros minimos, enquanto para penicilina foram observados 27 (62,8%) erros minimos.
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Considerando o percentual total de erro, a técnica de disco-difusdo ndo foi considerada
satisfatoria para determinag&o da suscetibilidade a ampicilina e a penicilina.

5.5 Tipificacao

5.5.1 “Multilocus sequence typing” (MLST)

Todas as 51 amostras de N. meningitidis foram submetidas a caracterizacdo por MLST.
A classificacdo pelo MLST foi concluida para 34 amostras, sendo identificados 24 ST, cinco
descritos pela primeira vez (Tabela 16). Os CC mais frequentes foram CC198 (n=6), CC53
(n=5), CC213 (n=3) e CCA41/44 (n=2). Onze amostras, agrupadas em oito ST, ndo foram
alocados em CC. Todas as amostras pertencentes ao CC198 eram cnl-2, as amostras do CC53
eram cnl-12 e as amostras do CC213 eram do genogrupo B. Os CC, ST e perfis genotipicos
estdo descritos na Tabela 16.

A arvore filogenética das 34 amostras caracterizadas pelo MLST, gerada para analise
da relacdo de evolucdo entre os concatenados alinhados, é apresentada na Figura 4. Dezoito
amostras foram agrupadas em quatro clados A (n=5), B (n=6), C (n=4) e D (n=3). O clado A
incluiu todas as amostras cnl-12, CC53, rplF alelo 4. As amostras agrupadas no clado B eram
cnl-2, CC198, rplF alelo 1 e F5-5. O clado C foi formado por amostras cnl-3, CC indeterminado
(ST 7129 e 15578), rplF alelo 98, F5-5, PorA VR1 12-6 e VR3 35-1. As amostras do clado D
eram pertencentes ao genogrupo B, CC213 rplF alelo 2 e PorA VR1 22. Os clados A e B foram
detectados apenas em individuos heterossexuais, enquanto os clados C e D foram observados
em voluntarios de um dnico local de coleta.

A definicdo de ST de 17 amostras ndo foi concluida devido & baixa qualidade das
sequéncias obtidas para ao menos um alelo. Apesar do perfil alélico incompleto, oito amostras
foram alocadas em sete CC. O CC4821 (n=2) foi o mais frequente e inclui apenas amostras
pertencentes ao genogrupo B. Os perfis alélicos e as caracteristicas genotipicas dessas amostras
estéo descritos na Tabela 17.

A distribuicdo dos CC de acordo com o genogrupo é representada na Figura 5. A
associacdo entre CC hipervirulentos e ndo hipervirulentos com a frequéncia de amostras ndo

suscetiveis a ampicilina, penicilina e trimetoprim-sulfametoxazol é apresentada na Figura 6.
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Tabela 16 - Definicdo do complexo clonal, “sequence type” e perfil genotipico de 34 amostras
de N. meningitidis

Complexo Clonal (n) Sequence type (n) Perfil genotipico (n)
CC198 (6) 823 (3) cnl-2:P1.18,25-44,38-1:F5-5 (2)
cnl-2:P1.18,25-37,38-1:F5-5 (1)
3876 (2) cnl-2:P1.22,14,ND:F5-5 (1)
cnl-2:P1.22,14-16,36:F5-5 (1)
15159 (1) cnl-2:P1.18,25-78,38-1:F5-5 (1)
CC53 (5) 53 (4) cnl-12:P1.7,30,38:F1-2 (1)

cnl-12:P1.7,30-2,38:F1-5 (1)
cnl-12:P1.7,30-2,38:F1-7 (1)
cnl-12:P1.7,30-3,38:F1-7 (1)

7414 (1) cnl-12:P1.7-19,30-1,38:F1-2 (1)
CC213 (3) 3496 (2) B:P1.22,14,36:F5-9 (1)
B:P1.22,16,37-1:F5-2 (1)
15167 (1) B:P1.22,14-26,36:F5-9 (1)
CC41/44 (2) 44 (1) NG:P1.7-2,13-2,35-1:F1-7 (1)
13212 (1) B:P1.5-1,2,36-2:F5-6 (1)
CC11 (1) 11 (1) C:P1.5-1,10-6,36-2:F3-6 (1)
CC35(1) 35(1) NG:P1.19-1,26-1,35-1:F3-9 (1)
CC103 (1) 12020 (1) C:P1.22,14-6,36-2:F3-9 (1)
CC269 (1) 275 (1) B:P1.22,9,35-1:F3-6 (1)
CC865 (1) 3327 (1) C:P1.21,16-36,37-1:F5-8 (1)
CC1136 (1) 1136 (1) cnl-2:P1.18-1,ND,38:F1-22 (1)
CC4821 (1) 3200 (1) B:P1.17-6,23-3,37:F3-36 (1)
Indeterminado (11) 7129 (3) cnl-3:P1.12-6,13-70,35-1:F5-5 (3)
6119 (2) NG:P1.12-8,16-8,36-2:F5-81 (1)
NG:P1.12-8,16-119,36-2:F5-81 (1)
3015 (1) Y:P1.18-1,3,38:F3-4 (1)
4221 (1) B:P1.7-2,1,35-1:F5-148 (1)
8730 (1) C:P1.22,14-61,36-2:F3-9 (1)
8930 (1) B:P1.12,16-166,35:F1-5 (1)
15163 (1) cnl-3:P1.7-2,1-5,35-1:F5-148 (1)
15578 (1) cnl-3:P1.12-6,13-27,35-1:F5-5 (1)

cnl, do inglés “capsule null locus; CC, complexo clonal; n, nimero; ND, ndo determinado; NG, ndo genogrupéavel;
Perfil genotipico, Genogrupo: PorA (P1). VR1,VR2,VR3: FetA (F)VR

Os novos ST descritos nesse estudo estdo destacados em negrito.

Fonte: A autora, 2020.



Tabela 17 - Definicdo do complexo clonal, dos perfis alélico e genotipico de 17 amostras de N. meningitidis

Complexoclonal (n) abcZz adk aroE fumC gdh pdhC pgm Perfil genotipico
CC4821 (2) 222 3 - 261 263 5 255 B:P1.17-6,23-3,37:F3-36
- 492 58 261 263 5 255 B:P1.17-6,23,37:F3-36
CC11 (1) 2 - 4 3 8 4 6 B:P1.5,2,36-2:F1-1
CC32 (1) 10 5 9 711 3 8  cnl:P1.12,23,37:F5-1
CC53 (1) - 2 6 25 17 25 22 cnl-12:P1.7-2,30,38:F1-2
CC178 (1) 7 16 - - 3 56 46  E:P1.19-5,15-23,36:fnl
CC213 (1) 7 - 1 3 36 53 15  B:P1.22,14,36:fl
CC1117 (1) 16 2 - - 77 25 112 c¢nl-12:P1.18-1,30-3,38:F3-7
Indeterminado (9) 25 - 401 26 26 65 53 c¢nl-3:P1.12-33,23-2,37:F1-7
- - 79 7 724 189 123 cnl-3:P1.18-1,4-1,37-1:F5-5
217 - 79 7 724 189 123 c¢nl-3:P1.ND,3,38-1:F5-5
46 - 4 215 6 11 18 E:P1.7-2,9,35-1:F5-2
2 - 2 9 9 65 17 E:P1.19-11,15-1,36-2:F5-7
13 - 2 17 26 65 53 Z:P1.21,13-9,35-1:F5-7
10 - 2 26 71 3 129 Z:P1.22,14-60,36-2:F5-7
- - 401 15 26 65 7 B:P1.12,23,37:F1-7
-* 3 2 26 26 15 112 NG:P1.12-34,23-26,37:F5-7

72

-, alelo ndo determinado; cnl, do inglés “capsule null locus; CC, complexo clonal; fnl, auséncia do gene fetA; n, nimero; ND, ndo determinado; NG, ndo genogrupével; Perfil

genotipico, Genogrupo: PorA (P1). VR1,VR2,VR3: FetA (F)VR; *novo alelo.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 4 - Arvore filogenética derivada do concatenado dos setes genes do MLST de 34 amostras de Neisseria meningitidis gerada pelo método de
“Neighbor-joining”, utilizando o modelo “Jukes-Cantor”. A significancia do arranjo dos ramos foi avaliada por anélise de “bootstrap” com 1000

réplicas e os numeros na arvore indicam a ocorréncia (%) destes arranjos; apenas valores > 50% sao mostrados

GERCErups ST o rpiF Pord FetA  Locsldzcolets  ldsde  Sexo Residencia Orientagio
VR1 VRZ VR3 sexual

.05 . MCR. 074 < 1 11 1 51 106 362 Fi6 UFRl 2 M Jacarepagui /Al HS
r MCRJ 285 B 3200 4821 2 17-6 233 37 F3-35  UFF/Niterdi 0 M Rocha/R BS
B 13212 4148 1 51 2 362 F5-6 UFR 21 F Tijuea/RJ BS

MCRJ 2E ekl 1136 13 1 16-1 ND 38 F1-22  UFF/Niterdi 15 F Barra de Guaratiba/RJ HS

B 4721 ND 3 7-2 1 35-1 FS-148 UFRJ 26 M llka do FuncSayRJ HSH

enk3 15163 WD 3 72 15 51 F5148 [11-1] 0 M Rezlergo,/Rl HSH

B 8930 ND 1 12 16-166 35 F1-5 UEZO 23 M Vigirio Geral/RJ HSH

MCR 135 B 75 260 3 2 ] 35-1 F3-6 [11-1] 3 M Cidade Nowa/RJ HS

WICRI 076 NG 35 35 3 19-1 261 351 F3-9 UFRl 24 F Tijuca/RJ HS

MCRY 111 enl-12 7414 53 4 719 30-1 38 F1-2 UEZO 22 M Nilépoliz HS

MCR D62 enl-12 53 53 4 7 302 38 F1-7 UFRl 0 M Penha/Rl HS

MCRY 132 enl-12 53 53 4 7 303 38 F1-7 UEZO 23 F Dezconhecida HS

o | MR 184 cni-12 53 53 4 7 30 38 F1-2 UFRJ 0 M Pavuna/RJ HS

MGRJ 253 enl-12 53 53 4 7 302 38 F1-5 Fiocruz 23 M Dezconhecida HS

MCRJ 083 k2 523 198 1 18 25-44 381 F5-5 uFR 20 M Ilha éo Governadon R Hs

5 | MCRJ 165 enk-2 B23 198 1 18 2537 381 F5-5 UFR 19 M Maracand/R Hs

MCRJ 083 k2 523 198 1 18 2544 38-1 F5-5 uFRl 19 F Barra da Tijucz/RJ Hs

MRS 053 k-2 15159 198 1 18 25-78 381 F5-5 uFRy 21 F Jaczrapagui/Rl HE

MCRJ 043 ekl 876 198 1 2 1416 35 F5-5 [11-1] 20 M Borsucesso/Rl HS

54 .

SIMORS 287 enk2 3576 198 1 22 14 NEG F5-5 Fiocruz 25 M Dugue de Caxias HS
|— MCRJ 313 enk3 15578 WD 13 12-5 1327 35-1 F5-5 UFF/Miterdi 0 M Wtargi HSH

T MER) 324 k3 7129 ND 98 12-5 13-70 35-1 F5-5 24 M Niteroi HE

.H MCR 330 k-3 7129 MR 98 12-6 13-70 351 F3-5 UFF/Miterdi 3 F Miterdi HS

MCR) 293 k-3 7129 ND 98 12-5 13-70 35-1 F5-5 UFF/Mitendi 24 F Engenho Noway/RI H5
100 | MCR. D30 NG 6119 WD 1 128 165 362 F5-61 Fiocruz 28 M Ilha éo Govemnader/R) HSH

MCR.J 056 NG 6118 N 1 12-8 16119 362 F5-61 UFR 0 M Ilha do GovernadonR) HS

MCRJ 281 ¥ 3015 D 1 18-1 3 38 F3-4 Fiocruz 28 F Bangu/RJ HS

MCRJ 314 B 15167 213 2 22 14-26 36 F5-8 WFFMitendi 21 M Copacabana/RJ HS
MCRJ 204 B 3496 113 2 2 14 35 F5-8 UFF/Miterdi 18 M Desconhecida HSH

100! mcRJ 321 B 3496 113 2 2 16 371 F5-2 UFF/Miterdi 15 F Catese/RI HS

MCRJ 171 NG 4 4 ND 72 132 35-1 F1-7 [11-1] 5 F Pechincha/Rl HS

MCRJ 173 c 12000 103 1 2 14-6 362 F3-9 UFRl 19 F Barra da Tijuca/RJ HS

MCRJ 108 c 8730 WD 1 2 14-61 362 F3-9 UFRl 21 F Penha Circular/RI HS

4 MCRJ 353 c 3327 865 1 21 16-36 371 F5-8 UFF/Miterdi 21 F Marica BS

Nelssena gonomhoeas S0E1

ST: “sequence type”; CC: complexo clonal; NG: ndo genogrupavel; ND: indeterminado; NEG: negativo; F: feminino; M: masculino; RJ: cidade do Rio de Janeiro; BS:
bissexual; HSH: homem que faz sexo com homem; HS: heterossexual.
Fonte: Aautora, 2020.
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Figura 5 - Distribuicdo dos complexos clonais de 51 amostras de Neisseria meningitidis de

acordo com 0 genogrupo
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cnl, do inglés “capsule null locus”; NA, nédo atribuido; ND, ndo determinado; NG, ndo genogrupavel
Fonte: A autora, 2020.

Figura 6 - Frequéncia de amostras de Neisseria meningitidis ndo suscetiveis a ampicilina,
penicilina e trimetoprim-sulfametoxazol por complexos clonais hipervirulentos e néo

hipervirulentos
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CC, complexo clonal; CC hipervirulentos: CC11, CC32, CC41/44, CC103, CC213, CC269, CC4821; CC néo-
hipervirulento: CC35, CC53, CC178, CC198, CC865, CC1117, CC1136; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol; *p
<0,05.

onte: A autora, 2020.
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5.5.2 “Whole genome sequencing” (WGS)

Quatro amostras de N. meningitidis, dos genogrupos B ou C, foram caracterizadas por
WGS. Apoés a montagem, as sequéncias foram submetidas ao “Genbank™ para anotagdo
segundo o protocolo PGAP. O tamanho dos genomas foi de aproximadamente 2,2 Mpb e o
indice GC foi de cerca de 51%. O namero de alelos identificados pelo PUbMLST foi maior no
genoma montado sem prévia anotacdo pelo protocolo PGAP. As informacgdes obtidas do
genoma sao resumidas na Tabela 18. As variantes das proteinas vacinais fHbp, nhba e nada, e
os determinantes de resisténcia identificados no genoma estéo descritos na Tabela 19. O alelo
do gene penA foi determinado para todas as quatro amostras estudadas, tendo sido observadas
as mutacdes A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V em todas as amostras. O alelo do gene
folP foi determinado apenas na amostra MCRJ 108, na qual detectou-se as mutagfes R228S e
F31L.
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Tabela 18 - Caracteristicas da montagem e anotacdo do genoma de quatro amostras de N. meningitidis submetidas ao WGS

Genoma

. . Montagem Anotacdo — PGAP

Amostra Perfil genotipico _
Tamanho indice GC PubMLST SeqUANCi PUubMLST
o equéncias
(pb) (%) (alelos) (alelos)

MCRJ 001 B:P1.5-1,2,36-2:F5-6:ST-13212(CC41/44) 2.221.828 51,3 1959 381 480
MCRJ 074 C:P1.5-1,10-6,36-2:F3-6:ST-11(CC11)  2.109.904 51,7 2128 336 1247
MCRJ 107 B:P1.7-2,1,35-1:F5-148:ST-4221 2.215.303 51,4 2029 406 461
MCRJ 108 C:P1.22,14-61,36-2:F3-9:ST-8730 2.173.901 51,4 2032 410 490

Perfil genotipico, Genogrupo: PorA (P1). VR1,VR2,VR3: FetA (F)VR: ST (CC); pb, pares de base
NUmero de submisséo no “Genbank”: SUB5664905 (MCRJ 001), SUB5664975 (MCRJ 074), SUB5664982 (MCRJ 107), SUB5664993 (MCRJ 108).
Fonte: A autora, 2020.

Tabela 19 - Variantes dos genes fHbp, nhba e nadA, e determinantes de resisténcia extraidos do WGS de quatro amostras de N. meningitidis

FHBP :
Amostra , NBA _ ___ NadA Suscetibilidade Determinantes
(peptideo)  segmentos Variantes  Alelo (Peptideo) de resisténcia
MCRJ 001 Al.29,B1.1, *
187 (545) 1 31 D12 E13 ND ND ND AMP (I), PEN (I), SXT (R)  penA 874
MCRJ 074 Al.3,B1.1,D1.2, Novartis 1, *
3(20) i ofizer 5139 001 669 (ND) 308 AMP (1), PEN (1) penA 7
MCRJ 107 All, Bl1, Novartis 1, *
824(819) ;59 11 oo B 1588 (1230)  ND AMP (1), PEN (1) penA 203
MCRJ 108 Al.4,B1.3,C2.3, Novartis 2.25, penA 147; folP

ND (24) 25 (25) ND  AMP (1), PEN (1), SXT (R)

D2.1,E2.1 Pfizer A15_001 45™

AMP, ampiciling; I, resisténcia intermediaria; ND, ndo determinado; PEN, penicilina; R, resistente; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol.
“MutacgGes: A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V; “"MutagGes: R228S e F31L.
Fonte: A autora, 2020.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, realizou-se uma analise de corte transversal incluindo 373 adultos
jovens de quatro instituicdes de ensino das cidades do Rio de Janeiro e de Niteroi para investigar
a prevaléncia de portadores de N. meningitidis. A prevaléncia geral de portadores foi de 13,6%,
sendo similar a frequéncia observada (12,3%) em um estudo realizado com estudantes de uma
faculdade privada de Salvador (FERREIRA et al., 2020) e inferior ao reportado (15,4%) entre
alunos de medicina de uma universidade da cidade de S&o Paulo (LUIZ, 2018). Entretanto, a
prevaléncia observada em nosso estudo foi superior aquelas reportadas em Campinas (9,9%)
(DE MORAES et al., 2015), Salvador (4,9%) (NUNES et al., 2016), Rio Grande (9,0%)
(COCH GIOIA et al., 2015) e Embu das Artes (9,0%) (WECKX et al., 2017).

A diferenca entre a prevaléncia de portadores observada no presente estudo e em outras
cidades do pais pode ser explicada pela faixa etaria dos individuos incluidos na amostragem.
Enquanto no presente estudo foram admitidos voluntarios de 18 a 35 anos de idade, os demais
estudos incluiram individuos de 11 a 19 anos (DE MORAES et al., 2015; NUNES et al., 2016),
18 a 63 anos (COCH GIOIA et al., 2015) e 01 a 24 anos (WECKX et al., 2017). Entretanto,
nos estudos onde a prevaléncia de portadores foi similar ou superior ao observado em nosso
estudo, 0s grupos etarios incluidos foram de 18 a 39 anos (LUIZ, 2018) e de 18 a 24 anos
(FERREIRA et al., 2020). Segundo Caugant e colaboradores (1994), o pico da frequéncia de
portadores ocorre na idade de 15 a 24 anos, e estd associado com a maior atividade social
praticada por esses grupos. Em uma revisdo sistematica da literatura e metanalise sobre
portadores de N. meningitidis e a idade, Christensen e colaboradores (2010) relataram que a
prevaléncia da colonizacdo aumenta com a idade, atinge o pico aos 19 anos de idade e declina
ao longo da idade adulta. Em um estudo longitudinal com alunos ingleses de 10 a 25 anos de
idade relatou-se que a prevaléncia de portadores de N. meningitidis aumentou ao longo da
adolescéncia, sendo a maior prevaléncia observada no grupo etario de 19 a 25 anos (JEPPESEN
etal., 2015).

6.1 Fatores associados a colonizacéo

A relacdo entre fatores demograficos, socioeconémicos e de saude dos voluntarios do
estudo e a colonizacdo por N. meningitidis foi investigada empregando-se anélise multivariada.
Observou-se uma associa¢do independente entre a colonizagdo por N. meningitidis e HSH,

frequéncia a bares/boates/escolas de samba pelo menos uma vez ao més e sexo masculino, bem
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como risco reduzido para colonizagdo por N. meningitidis em individuos de cor
parda/preta/negra.

No presente estudo homens apresentaram 3,5 mais chances de carrearem
N. meningitidis. O maior risco de individuos do sexo masculino serem colonizados por
N. meningitidis € amplamente descrito na literatura, entretanto ndo sdo apontadas as possiveis
causas para este risco. Em um estudo conduzido por Caugant e colaboradores (1994) na
Noruega, constatou-se que o risco de ser portador de N. meningitidis € duas vezes maior em
individuos do sexo masculino. Basta e colaboradores (2018) realizaram um estudo longitudinal
piloto em Mali e observaram que homens tem 2,21 mais chances de ser colonizado por N.
meningitidis. O sexo masculino também foi associado ao estado de portador de N. meningitidis
em um estudo realizado com estudantes universitarios de Rhode Island, Estados Unidos
(BREAKWELL et al., 2018). Nos estudos realizados em Rio Grande (COCH GIOIA et al.,
2015) e em Salvador (FERREIRA et al., 2020) a colonizagdo por N. meningitidis e 0 sexo
masculino também foram relacionados.

Exposicao a aglomeracGes como servigo militar, peregrinagdes religiosas e ingresso no
ensino superior, tem sido relacionada a colonizacdo por N. meningitidis (PETERSON et al.,
2018). O numero de residentes por domicilio e/ou dormitério também ja foi descrito como fator
de risco para o estado de portador de N. meningitidis (COCH GIOIA et al., 2015; WECKX et
al., 2017). Em nosso estudo ndo foi observada correlacdo entre o estado de portador e nimero
de residentes por domicilio/dormitério. Também ndo foi observada relacdo entre frequéncia a
instituicOes religiosas e a colonizacdo por N. meningitidis.

Quase 95% dos voluntarios incluidos no presente estudo declararam o ensino superior
(completo ou incompleto) como grau de escolaridade, entretanto ndo houve correlacéo entre o
nivel de escolaridade e colonizacdo por N. meningitidis. A auséncia de correlacdo pode ser
explicada pelo pequeno grupo de individuos pertencente a outros niveis de escolaridade. Em
um estudo longitudinal realizado com estudantes de 13 a 25 anos em Quebec, Canada, 0s
autores relataram um maior percentual de portadores de N. meningitidis entre estudantes
universitarios residentes em dormitorios estudantis em comparagdo com estudantes do ensino
médio. Os autores também observaram que a taxa de aquisi¢cdo do sorogrupo B foi de 3,3/1000
pessoa-més para estudantes universitarios e <2,0/1000 pessoa-més para alunos do ensino médio
(GILCA et al., 2018).

Em uma revisdo sistematica da literatura incluindo 22 estudos sobre portadores
assintomaticos de N. meningitidis em grupos de alto risco (estudantes universitarios, militares

e peregrinos do Hajj), a frequéncia a festas foi relacionada ao aumento do risco de
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desenvolvimento do estado de portador em estudantes universitarios (PETERSON et al., 2018).
No presente estudo, a frequéncia a clubes/bailes/festas/baladas/escolas de samba ao menos uma
vez por més foi associada a colonizacdo por N. meningitidis (OR 3,52), como ja descrito
anteriormente no Brasil (COCH GIOIA et al., 2015; FERREIRA et al., 2020; NUNES et al.,
2016) e no exterior (BREAKWELL et al., 2018; MCMILLAN et al., 2019; WATLE et al.,
2020). Watle e colaboradores (2020) observaram um risco quase trés vezes maior de
colonizacdo por N. meningitidis entre estudantes noruegueses que participaram de uma
tradicional festa de final de semestre no ensino médio (“russ celebration”), e sugeriram a
ocorréncia de uma alta transmissdo bacteriana devido a aglomeracdo, compartilhamento de
garrafas, beijo na boca e consumo excessivo de bebidas alcodlicas.

No presente estudo, o risco de colonizacdo por N. meningitidis foi cinco vezes maior em
HSH quando comparado aos voluntarios que declararam outras orientagdes sexuais. Embora
ainda néo tenha sido descrita nos estudos sobre portadores de N. meningitidis realizados no
pais, a colonizacdo por N. meningitidis ja foi relacionada a homens homossexuais em estudos
prévios. Em 1979, pacientes de duas clinicas de Nova lorque, Estados Unidos, foram avaliados
para diagnéstico do quadro de gonorreia anogenital e a colonizacdo da faringe por
N. meningitidis. O percentual de portadores de N. meningitidis observado em pacientes da
clinica especializada no atendimento de homens homossexuais foi maior do que o detectado na
clinica de atendimento do publico geral (WILLIAM, SCHAPIRO, FELMAN, 1980). Em uma
clinica de monitoramento de infec¢bes sexualmente transmissiveis (IST) em Chicago, onde
homens homossexuais eram avaliados mesmo na auséncia de sintomas de IST, 42,5% de 815
pacientes testados eram portadores de N. meningitidis na orofaringe (JANDA et al., 1980). Em
estudo realizado no Canada, realizado com homens homossexuais admitidos em uma clinica de
doencas venéreas e em um programa de monitoramento, 35,6% estavam colonizados por
N. meningitidis na orofaringe (SALIT, FRASCH, 1982). Em 2019, 2285 individuos entre 11 e
45 anos de idade foram avaliados quanto a presenga de N. meningitidis na orofaringe apds um
surto de DM causada pelo sorogrupo C ST-11 (CC11) na Toscana. Um dos fatores de risco
associados a colonizacdo por N. meningitidis na populagdo estudada foi a pratica de relacGes
sexuais com pessoas do mesmo sexo (MIGLIETTA et al., 2019).

Em uma pesquisa realizada com pacientes de um hospital de Londres, observou-se uma
maior prevaléncia de colonizacdo por N. meningitidis em homens homossexuais, € o histdrico
de contato oro-anal foi associado com duas vezes mais chances de colonizagdo entre homens
homossexuais (RUSSELL et al., 1995). Carlin e colaboradores (1997) investigaram a

ocorréncia de colonizacdo por N. meningitidis em HSH portadores do virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV) e observaram uma correlagcdo entre homens homossexuais praticantes de sexo
oral em comparagcdo com 0s homens homossexuais ndo praticantes. Em 2012, Moreno e
colaboradores (2015) conduziram uma pesquisa com estudantes de 15 a 21 anos da cidade de
Bogot4, Colémbia, e relataram a associacao entre colonizacdo da orofaringe por N. meningitidis
e a pratica de sexo oral. Segundo Janda e colaboradores (1980), a pratica de sexo oral entre
homens homossexuais pode ocasionar lesdes na orofaringe favorecendo a colonizagdo por N.
meningitidis. Os autores sugerem ainda que a suscetibilidade da mucosa orofaringea de HSH a
colonizacdo por N. meningitidis pode estar relacionada a infeccdo assintomatica por outros
agentes de IST tais como Chlamydia trachomatis.

A correlacdo inversa entre colonizagdo por N. meningitidis e a autodeclaracdo de cor
parda/preta/negra (OR 0,37) foi observada na popula¢do amostrada em nosso estudo. Apés
pesquisa na literatura, encontramos apenas uma publicacdo que relata a cor parda/preta/negra
como fator de protecdo para colonizagdo por N. meningitidis. Um total de 2000 pacientes
atendidos em clinica de doengas venéreas do estado norte-americano de Kentucky e avaliados
guanto a colonizacdo da faringe por N. meningitidis e N. gonorrhoeae. Observou-se uma maior
prevaléncia de colonizacdo por N. meningitidis em homens (15,3%) e mulheres brancos
(12,4%) em comparacdo com homens (2,4%) e mulheres negros (2,5%). Os autores sugeriram
que a diferenca racial na frequéncia de colonizacdo por N. meningitidis possa estar relacionada
a fatores genéticos determinantes de receptores presentes na mucosa faringea (NOBLE,
COOPER, MILLER, 1979).

6.2 Caracterizagdo das amostras bacterianas

Um total de 61 amostras foi classificado no género Neisseria por MALDI-TOF, sendo
51 identificadas como N. meningitidis. Desse total, apenas 4 (6,5%) amostras apresentaram
baixo “score” de identificacdo (inferior a 2,000). A técnica de MALDI-TOF se mostrou rapida
e satisfatoria para a identificacdo presuntiva de N. meningitidis, j& que das 51 amostras
classificadas definitivamente como N. meningitidis, apenas uma (1,9%) néo foi identificada
corretamente por MALDI-TOF. Esses resultados estdo de acordo com Morel e colaboradores
(2018), que observaram um baixo percentual de erro na identificacdo de N. meningitidis pela
técnica de MALDI-TOF,

Com excecdo de duas amostras, identificadas inicialmente como N. meningitidis e
N. flavescens/N. subflava, a classificacdo em espécies pelo sequenciamento do gene rplF e do

MALDI-TOF foram concordantes. N&o foi possivel determinar o alelo do gene rplF em duas
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amostras (MCRJ 125 e MCRJ 171), e a identificacdo dessas amostras como N. meningitidis foi
concluida com base na genogrupagem (MCRJ 125) e na tipificacdo por MLST (MCRJ 171).
Diallo e colaboradores (2016) utilizaram o sequenciamento parcial do gene rplF na
caracterizacdo de uma colecdo de mais de 4000 amostras de Neisseria spp. obtidas da orofaringe
de individuos de seis paises do cinturdo da meningite. Khoder e colaboradores (2019)
propuseram a associa¢do da técnica de MALDI-TOF e do sequenciamento parcial do gene rplF
para o diagnostico confiavel apds um estudo para caracterizacdo de espécies ndo gonocdécicas

de Neisseria isoladas de sémen humano no Libano.

6.2.1 Genogrupos

No presente estudo foram detectados os genogrupos B, C, E, Z e Y, embora mais de
metade das amostras tenham sido classificadas como cnl ou ndo foram genogrupaveis. Ao
contrario do relatado em outros estudos brasileiros, os genogrupos W (DE MORAES et al.,
2015; NUNES et al., 2016) e X (WECKX et al., 2017) ndo foram detectados. O genogrupo B
foi 0 mais frequentemente isolado entre as amostras grupaveis, como observado em Salvador
(NUNES et al., 2016; FERREIRA et al., 2020) e Rio Grande (COCH GIOIA et al., 2015).
Entretanto, a frequéncia de colonizagdo pelo genogrupo B no nosso estudo foi 3,48%,
consideravelmente maior que o relatado em outras cidades do pais. Os percentuais observados
anteriormente variaram entre 0,58% (NUNES et al., 2016) e 1,5% (COCH GIOIA et al., 2015).

A frequéncia de colonizacgdo pelo genogrupo C em nosso estudo foi inferior (1,07%) ao
observado em Embu das Artes (1,65%) (WECKX et al., 2017) e em Campinas (1,32%) (DE
MORAES et al., 2015), mas superior ao relatado em Salvador (0,17%; 0,25%) (NUNES et al.,
2016; FERREIRA et al., 2020). Esse resultado por ser justificado pela administracdo rotineira
da vacina meningococica conjugada contra o sorogrupo C no pais a partir de 2010. Os estudos
realizados em Embu das Artes (WECKX et al., 2017) e em Campinas (DE MORAES et al.,
2015) foram realizados até 2012, pouco tempo apds a introducdo da vacina meningocdécica
conjugada contra o sorogrupo C no PNI/MS. Contudo, os estudos realizados em Salvador foram
conduzidos em 2014 (NUNES et al., 2016) e 2016 (FERREIRA et al., 2020), onde campanhas
de vacinagdo meningococica conjugada contra o sorogrupo C em criangas menores de cinco
anos e jovens de 10 a 24 anos de idade foram realizadas em 2010 ap0s surtos de DM causados
pelo sorogrupo C entre 2007 e 2009.

A prevaléncia de portadores do genogrupo Y no presente estudo foi inferior a 0,5%
como observado em Campinas (DE MORAES et al., 2015), Embu das Artes (WECKX et al.,
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2017) e em Salvador (NUNES et al., 2016). A frequéncia de colonizagéo pelo genogrupo Z foi
de aproximadamente 0,5% em nosso estudo, mas duas vezes menor em Salvador (NUNES et
al., 2016) e mais de seis vezes menor em Campinas (DE MORAES et al., 2015). A prevaléncia
de portadores do genogrupo E observada na presente investigacao foi de 0,8%. Embora tenha
sido inferior a 1,0% em relatos anteriores, a frequéncia do genogrupo entre portadores variou
de 0,10% (WECKX et al., 2017) a 0,74% (DE MORAES et al., 2015).

Mais da metade das amostras do presente estudo ndo foram grupaveis, e a frequéncia de
colonizagdo por esse grupo foi de 7,5%. O “cluster” génico cps das amostras ndo grupaveis ndo
foi caracterizado nos estudos sobre portadores de N. meningitidis conduzidos no Brasil. Moura
e colaboradores (2017) e Ferreira et al. (2020) distinguiram amostras cnl das demais amostras
ndo grupaveis, mas nao determinaram o alelo cnl. Mais de 80% (23/28) das amostras nao
grupaveis do nosso estudo foram caracterizadas como cnl, e apenas uma nao teve a variante cnl
definida. Embora amostras ndo encapsuladas ndo sejam associadas ao desenvolvimento de
doenca invasiva, casos de DM em individuos imunocomprometidos (VOGEL et al., 2004) e
imunocompetentes (FINDLOW et al., 2007; HOANG et al., 2005; XU et al., 2015) causados
por variantes cnl foram descritos na literatura, bem como o potencial virulento dessas cepas
(JOHSWICH et al., 2012).

As variantes observadas entre as amostras de nosso estudo foram cnl-2, cnl-3 e cnl-12,
e estavam associados aos clados B, C e A, respectivamente, observados na analise filogenética
do concatenado das sequéncias do MLST. A variante cnl-2 foi relatada em casos de DM na
Alemanha (VOGEL et al., 2004), China (XU et al., 2015) e Africa do Sul (GANESH et al.,
2017), além de um caso fatal descrito no Canadad (HOANG et al., 2005). Casos de DM causados
pelas variantes cnl-3 e cnl-12 j& foram descritos em Burkina Faso (FINDLOW et al., 2007) e
na Africa do Sul (GANESH et al., 2017), respectivamente.

6.2.2 Perfil genotipico

O perfil genético das amostras foi definido com base nos resultados da genogrupagem,
variante de trés VR da PorA, variante da FetA, ST e CC. Ndo foi possivel determinar a VR,
VR2 e VR3 das amostras MCRJ 301, MCRJ 318 e MCRJ 267, respectivamente. Moura e
colaboradores (2017) e Ferreira et al. (2020) descreveram a amostras de portadores isoladas em
Salvador nas quais ndo foi possivel determinar a VR2. O gene fetA ndo foi amplificado em
duas amostras (MCRJ 196 e MCRJ 341) que foram classificadas como “fetA null” (fnl, auséncia

do gene fetA). A auséncia do gene fetA ja foi relatada em amostras de portadores de
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N. meningitidis (DIALLO et al., 2016; MOURA et al., 2017). A identificagdo do ST ndo foi
concluida para 17 amostras, devido a indefinigdo de um (n=13) ou dois (n=4) alelos. O alelo do
gene adk néo foi definido em 10 amostras de diferentes genogrupos. De Moraes e colaboradores
(2015) relataram a dificuldade de definir o alelo do gene adk de uma amostra do genogrupo Z
isolada na cidade de Campinas. Moura e colaboradores (2017) realizaram o sequenciamento do
genoma de 45 amostras de portadores que ndo foram satisfatoriamente caracterizadas por
MLST.

Seis CC foram detectados em mais de uma amostra do presente estudo, sendo os CC53
e CC198 predominantes entre as amostras cnl. O CC198 foi associado ao clado B (cnl-2, rplF
alelo 1 e F5-5), sendo o perfil cnl-2:P1.18,25-44,38-1:F5-5:ST-823 (CC198) detectado em duas
amostras. Embora ja tenha sido relacionado a casos de DM no Canada (HOANG et al., 2005)
e na China (XU et al., 2015), o CC198 tem sido isolado principalmente de portadores. Em um
estudo comparativo do genoma dos CC53 e CC198, o maior potencial invasivo do CC198 foi
associado a presenca de genes de adesinas (SCHORK et al., 2012). No Brasil, o CC ja foi
relatado colonizando individuos de Campinas (DE MORAES et al., 2015) e Salvador
(FERREIRA et al., 2020; MOURA et al., 2017). Assim como observado em nosso estudo, o
CC198 foi um dos mais frequente entre as amostras de portadores em Salvador, juntamente
com o0 CC1136 (FERREIRA et al., 2020; MOURA et al., 2017). No estudo realizado por De
Moraes e colaboradores (2015) o CC1136 também esteve entre os CC mais frequentes.
Entretanto, 0 CC1136 s6 foi identificado em uma amostra isolada entre os voluntarios de nosso
estudo.

As amostras do CC53 foram incluidas no clado A (cnl-12, CC53, rplF alelo 4). Apesar
de um caso de doenca invasiva causada por N. meningitidis cnl-12 ST-53 (CC53) ja ter sido
descrito na literatura (GANESH et al., 2017), o CC53 figura entre os CC mais comumente
isolados de portadores assintomaticos. No estudo conduzido em Campinas o CC53 foi 0 mais
frequente (DE MORAES et al., 2015), também tendo sido detectado em Salvador (FERREIRA
et al.,, 2020; MOURA et al., 2017), ainda que em menor propor¢do. O clado C foi
majoritariamente formado por amostras cnl-3:P1.12-6,13-70,35-1:F5-5:ST-7129 (CC
indeterminado), e incluiu uma amostra do ST-15578 - descrito pela primeira vez em nosso
estudo - e VR2 13-27. O ST-7129 ja foi detectado entre portadores de N. meningitidis em outras
cidades brasileiras, embora a variante cnl ndo tenha sido determinada (DE MORAES et al.,
2015; FERREIRA et al., 2020; MOURA et al., 2017).

Complexos clonais hipervirulentos, comumente associados ao desenvolvimento de DM

(READ, 2014), foram identificados em 27,5% das amostras caracterizadas em nosso estudo,
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frequéncia ligeralmente superior aquela observada (23,8%) por Moura e colaboradores (2017).
Os complexos clonais mais frequentes foram CC213, CC41/44, CC11 e CC4821. Uma amostra
de cada um dos CC32 e CC269 tambem foi detectada. Em concordancia com relatos da
literatura, entre as amostras do genogrupo B figuraram os CC213 (clado D), CC4821, CC41/44,
CC269 e 0 CC11. Entretanto, uma amostra do CC41/44 n&o foi genogrupavel e a amostra do
CC32 foi classificada como cnl. O CC41/44 também foi identificado entre portadores de
N. meningitidis em outros locais do pais (DE MORAES et al., 2015; FERREIRA et al., 2020;
MOURA et al., 2017).

Amostras do genogrupo C foram agrupadas no CC11, CC865 e CC103. O CC11 foi
prevalente no pais na década de 1970 (DE LEMOS et al., 2007), e recentemente tem sido
frequentemente associado a casos de DM no exterior (AMBROSIO et al., 2019; KRIZOVA,
HONSKUS, 2019; KRONE et al., 2019; MIGLIETTA et al., 2018; RUBILAR et al., 2018;
STEFANELLI et al., 2019). Além do sorogrupo C, o CC11 tem sido identificado entre
amostras dos sorogrupos W e B, sendo o sorogrupo W CC11 relatado principalmente na
Ameérica do Sul (LUCIDARME et al., 2015; RUBILAR et al., 2018). Na Toscana “clusters” de
DM causados pelo sorogrupo C ST-11 (CC11) envolveram individuos bissexuais e HSH, e
foram relacionados a transmissdo em discotecas e festas “gay” (MIGLIETTA et al., 2018).
Casos de uretrite causados por N.meningitidis CC11, principalmente entre homens
heterossexuais, tém sido descritos na literatura (BAZAN et al., 2017; TZENG et al., 2017).
Segundo Tzeng e colaboradores (2017), a linhagem de N. meningitidis CC11 isolada de uretrite,
denominada como “US Nm urethritis clade” (US_NmUC), se adaptou ao trato urogenital por
meio da perda da capsula e aquisicdo de um cassete génico de N. gonorrhoeae que propicia o
crescimento em anaerobiose. Ao contrério do relatado em Campinas (DE MORAES et al.,
2015) e em Salvador (MOURA et al., 2017), ndo identificamos a presenca do sorogrupo W
CC11 entre os voluntarios do nosso estudo. Entretanto, detectamos uma amostra do CC11
pertencente ao genogrupo B. Stefanelli e colaboradores (2019) relataram um surto de DM
causado por uma cepa do sorogrupo B CC11 na Sardenha. Linhagens de N. meningitidis do
sorogrupo B CC11 séo provavelmente derivadas do sorogrupo C CC11 mediante o fenbmeno
de “capsule switching” (LUCIDARME et al., 2017; STEFANELLI et al., 2019) e parecem né&o
ser alvo das vacinas contra o sorogrupo B disponiveis no mercado (LUCIDARME et al., 2017).

Desde o fim da deécada de 1990 o CC103 tem sido relatado como a linhagem do
sorogrupo C predominante no Brasil (CORDEIRO et al., 2018; DE LEMOS et al., 2007,
SAFADI et al., 2014). Assim como no presente estudo, amostras do sorogrupo C CC103 foram

identificadas entre portadores assintomaticos de N. meningitidis das cidades de Campinas (DE
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MORAES et al., 2015) e Salvador (MOURA et al., 2017). Marin e colaboradores (2017)
caracterizaram o genoma de diversas amostras do CC103 e observaram a presenca de um
repertorio génico acessorio possivelmente responsavel pela viruléncia e persisténcia desse

clone.

6.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Entre as amostras investigadas neste estudo, observou-se a presenca de resisténcia
intermediéaria a rifampicina (3,9%), resisténcia (68,6%) ou resisténcia intermediaria (1,9%) ao
trimetoprim-sulfametoxazol, resisténcia intermediéria (65,2%) a ampicilina e resisténcia
(7,8%) ou resisténcia intermediaria (68,6%) a penicilina. As amostras foram majoritariamente
suscetiveis a rifampicina, antimicrobiano de escolha no pais para a quimioprofilaxia
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Mais de 70% das amostras caracterizadas no presente
estudo ndo apresentaram suscetibilidade ao trimetoprim-sulfametoxazol. O teste de
suscetibilidade para o trimetoprim-sulfametoxazol é recomendado pelo CLSI com o objetivo
de detectar resisténcia a sulfonamidas, classe de drogas que pode ser usada na profilaxia de
contatos (CLSI, 2020). A ndo suscetibilidade ao trimetoprim-sulfametoxazol foi mais frequente
entre as amostras de CC hipervirulentos (p=0,032).

Ao contrério do relatado tanto em amostras de portadores (COCH GIOIA et al., 2015)
quanto em amostras clinicas (GORLA et al., 2011; IBARZ-PAVON et al., 2012), mais da
metade das amostras do nosso estudo ndo foi suscetivel aos antimicrobianos ampicilina e
penicilina. Coch Gioia et al. (2015) observaram resisténcia intermediaria a ampicilina e
penicilina em 27,2% e 22,2% das amostras isoladas em portadores de um hospital universitario
do Rio Grande do Sul, respectivamente. Em um estudo da suscetibilidade aos antimicrobianos
de 1096 amostras de pacientes brasileiros com DM isoladas entre 2006 e 2008, a frequéncia de
amostras ndo suscetiveis a ampicilina, a penicilina e a rifampicina foi de 12,9%, 13% e 0,7%,
respectivamente (GORLA et al., 2011). Entre as amostras brasileiras isoladas entre 2006 e 2010
e caracterizadas pelo SIREVA 1l o percentual de resisténcia intermediaria a penicilina foi de
14,45%, enquanto apenas 0,4% das amostras nio foi suscetivel a rifampicina (IBARZ-PAVON
etal., 2012).

Nas quatro amostras que apresentaram resisténcia intermediaria a ampicilina e
penicilina e foram submetidas ao sequenciamento total do genoma observou-se a presenca das
mutaces A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V no gene penA. O fendtipo de suscetibilidade

reduzida a penicilina tem sido amplamente associado com a presenca de cinco substitui¢fes de
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aminoécidos (A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V) na PBP2 codificada pelo gene penA
(HARCOURT et al., 2015; TAHA et al., 2007; VACCA et al., 2018), inclusive entre amostras
clinicas isoladas no Brasil (FONSECA et al., 2017). Ambrosio et al. (2019) encontraram as
mutacdes A510V, F504L, H541N, 1515V e 1566V em mais de 80% das amostras isoladas de
portadores de N. meningitidis da Toscana durante um surto de DM causada pelo sorogrupo C
CC11.

6.4 Limitacdes do estudo

A amostragem de conveniéncia foi um dos fatores limitantes do nosso estudo, e pode
ter influenciado tanto as frequéncias, grupos e fatores de risco observados. Considerando o tipo
de amostragem empregada, nossos resultados podem nao ser extrapolados para a populacéo de
18 a 35 anos das cidades incluidas na pesquisa. Adicionalmente, os resultados podem ter sido
impactados por procedimentos técnicos como coleta e semeadura do swab de orofaringe.

Apesar do estudo ter sido realizado ap6s a introducdo da vacina meningocdcica
conjugada contra o sorogrupo C no calendario vacinal do PNI/MS, acreditamos que a maior
parte da populacdo amostrada ndo foi vacinada. Apenas 13,6% dos voluntarios declararam ter
sido previamente vacinados com vacina meningocdcica. O presente estudo pode ser
futuramente utilizado como “baseline” para monitoramento da frequéncia dos sorogrupos
circulantes entre os portadores e avaliacdo do impacto da vacinagdo com as vacinas
(meningocdcica conjugada contra o sorogrupo C e meningocdcica conjugada ACWY)
distribuidas pelo Ministério da Saude.

A elevada prevaléncia do genogrupo B e de amostras cnl apontam para a necessidade
de administragédo de vacinas com alvos ndo capsulares. Duas vacinas proteicas, desenvolvidas
contra o sorogrupo B, ja foram licenciadas pela Anvisa e s&o disponibilizadas em clinicas
particulares de vacinagdo. Entretanto, se faz necessaria a caracterizacao das proteinas vacinais
presentes nas cepas circulantes entre os portadores para avaliagdo da eficacia dessas vacinas em

nossa populagéo.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia de portadores assintomaticos de N. meningitidis entre adultos jovens de
instituicOes de ensino da regido metropolitana do Rio de Janeiro foi de 13,6%.

As amostras foram classificadas em espécie por MALDI-TOF e sequenciamento parcial
do gene rplF. Foram detectados os genogrupos B, C, E, Z e Y, sendo o genogrupo B o mais
prevalente. As variantes da PorA mais frequentes foram VR1 22, VR2 13-70, VR2 23 e VR3
35-1, e cinco variantes novas foram detectadas (VR1 12-33, VR1 12-34, VR2 14-60, VR2 14-
61 e VR2 16-166). Foram observados 20 tipos de FetA, sendo a variante F5-5 a mais frequente.

Mais da metade das amostras ndo apresentou sensibilidade a penicilina, ampicilina e ao
trimetoprim-sulfametoxazol. A resisténcia intermedidria a rifampicina foi detectada em 3,9%
das amostras. A resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol foi significativamente maior entre
amostras de CC hipervirulentos.

Mais de 80% das amostras ndo genogrupaveis foram identificadas como cnl e
classificadas nas variantes cnl-2, cnl-3 e cnl-12.

Foram identificados seis CC predominantes, sendo dois deles (CC198 e CC53)
associados a amostras cnl. Sete CC hipervirulentos (CC11, CC32, CC41/44, CC103, CC213,
CC269 e CC4821) foram detectados. Cinco ST foram descritos pela primeira vez no presente
estudo.

Observou-se uma associacdo independente entre a colonizacdo por N. meningitidis e
HSH, frequéncia a bares/boates/escolas de samba pelo menos uma vez ao més e sexo masculino,
bem como uma correlagdo inversa entre colonizagdo por N. meningitidis e a cor
parda/preta/negra.

A presenca de um elevado percentual (80%) de amostras do genogrupo B ou ndo
capsuladas circulantes entre portadores assintomaticos de instituicdes de ensino da regido
metropolitana do Rio de Janeiro, assim como a detecgdo de CC hipervirulentos, indica a
importancia da vigilancia epidemiologica de portadores para avaliagdo da eficacia da vacinacéo
no controle da disseminacdo de linhagens hipervirulentas de N. meningitidis. A identificacdo
das variantes de proteinas vacinais entre as amostras de colonizacdo se faz necesséria para

nortear futuras alteragdes no programa de vacinagédo contra esse agente.
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Caracterizacao fenotipica e molecular de amostras de Neisseria meningitidis isoladas de

portadores assintomaticos da cidade do Rio de Janeiro

1. Numero de identificacdo no estudo
2. Data: / /

COLE A ETIQUETA AQUI

3. Entrevistador:
4. Digitador:

4a. Data da digitacéo: / /

5. Local do estudo:

6. Data de nascimento: / / ou ldade:

7. Sexo: (A) Feminino
(B) Masculino

8. CEP/local de residéncia:

9. Qual a sua raga ou cor?

(A) Branca

(B) Amarela

(C) Indigena

(D) Pretaou negra
(E) Parda

(F)  Outra:

(G) Néo sabe
(H)  Nega-se a responder

10. Estado civil:

(A) Casado

(B)  Separado/Divorciado
(C) Vidvo

(D)  Solteiro

(E) Nao sabe
(F) Nega-se a responder

11. Vocé trabalha?
(A) Nao
(B) Sim Profissédo/atividade:

(C) Néo sabe
(D)  Nega-se a responder



12. Qual é o seu nivel de escolaridade?
(A)  Fundamental incompleto

(B)  Meédio ou técnico incompleto

(C)  Superior incompleto

(D)  Fundamental completo

(E)  Meédio ou técnico completo

(F)  Superior completo

(G) Nao sabe

(H)  Nega-se a responder

13. Qual é o nivel de escolaridade dos seus pais?

Mae Pai
Nenhum (analfabeto) (A) (A)
Fundamental incompleto (B) (B)
Médio ou técnico incompleto © ©
Superior incompleto (D) (D)
Fundamental completo (E) (E)
Médio ou técnico completo (F) (F)
Superior completo (©)) (G)
Né&o sabe (H) (H)
Nega-se a responder ()] ()

14. Quantas pessoas vivem em sua residéncia, incluindo vocé?

15. Quantos comodos séo utilizados para dormir?

16. Vocé fuma?

(A) Naéo

(B) Sim Quantos macos por dia?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

17. Com que idade vocé comecou a fumar?

18. VVocé mora ou convive com fumantes?
(A) Néo
(B) Sim Quem sdo?

(C)  Nao sabe
(D)  Nega-se a responder

19. Vocé toma bebidas alcodlicas de forma habitual?
(A) Néo
(B) Sim Com que frequéncia semanal?

(C)  Nao sabe
(D)  Nega-se a responder

20. Com que idade vocé comecou a beber?
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21. Nos ultimos 30 dias vocé usou drogas (maconha, crack, cocaina, ecstasy, LSD,

heroina)?
(A) Nao
(B) Sim Qual? Com que frequéncia semanal?

(C) Néo sabe
(D)  Nega-se a responder

22. VVocé costuma frequentar clubes/bailes/festas/baladas/escolas de samba?
(A) Nao

(B) Sim Com que frequéncia mensal?

(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

23. Vocé costuma frequentar bailes funk?

(A) Nao

(B) Sim Com que frequéncia mensal?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

24. Qual a sua orientacdo sexual?
(A)  Heterossexual

(B) Homossexual

(C)  Bissexual

(D)  Nao sabe

(E)  Nega-se a responder

25. Vocé teve contato com algum caso de Doenca Meningococica nos ultimos 3 meses?
(A) Naéo

(B) Sim

(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

26. Vocé foi vacinado com vacina meningococica?

(A) Naéo

(B) Sim Qual? Quando?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

27. Vocé usou algum antibidtico nos ultimos 30 dias?
(A) Néo

(B) Sim Qual?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

28. Vocé fez uso de algum outro medicamento nos ultimos 30 dias?
(A) Nao

(B) Sim Qual?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder
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29. Voce teve alguma infeccao respiratoria nos ultimos 30 dias?
(A) Nao

(B) Sim Qual?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

30. Vocé teve diarreia nos ultimos 30 dias?
(A) Nao

(B) Sim Durante quantos dias?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

31. Vocé viajou para o exterior recentemente?

(A) Nao

(B) Sim Para onde? Quando?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

32. Quantas vezes por dia vocé escova 0s dentes?
(A)  Nenhuma

(B) 1vezpordia

(C) 2 vezes por dia

(D)  3vezes por dia

(E) 4 ou mais vezes por dia

(F)  Nao sabe

(G)  Nega-se a responder

33. Vocé usa enxaguante bucal?

(A) Nao

(B) Sim Com que frequéncia semanal?
(C)  Nao sabe

(D)  Nega-se a responder

34. Vocé tem alguma doenca cronica?
(A) Néo

(B) Sim Qual?
(C) Néo sabe

(D)  Nega-se a responder

35. Vocé costuma frequentar igrejas/centros/sinagogas/outras instituigdes religiosas?
(A)  Sim; 1 ou mais vezes por semana

(B)  Sim; menos de 1 vez por semana, mas algumas vezes por més

(C) Raramente

(D) Nao

(E)  Nao sabe

(F)  Nega-se a responder

36. Somando a sua renda com a renda das pessoas que moram com Vocé, quanto e,
aproximadamente, a renda familiar mensal?
(A)  Nenhuma renda



(B)
(©)
(D)
(E)
(F)
(G)
(H)
()

Até 1 salario minimo (até R$ 880,00)

De 1 a 3 salarios minimos (de R$ 880,01 até R$ 2.640,00)

De 3 a 6 salarios minimos (de R$ 2.640,01 até R$ 5.280,00)
De 6 a 9 salarios minimos (de R$ 5.280,01 até R$ 7.920,00)
De 9 a 12 sal&rios minimos (de R$ 7.920,01 até R$ 10.560,00)
Mais de 12 salarios minimos (mais de R$ 10.560,01)

Né&o sabe

Nega-se a responder
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APENDICE B - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE AMOSTRAS DE Neisseria
meningitidis ISOLADAS DE PORTADORES ASSINTOMATICOS DA CIDADE DO
R10 DE JANEIRO

Esta pesquisa tem como objetivo verificar a presenga do meningococo na orofaringe
(garganta). Serdo dimensionados fatores associados a colonizacdo pela bactéria Neisseria
meningitidis. O estudo sera realizado através da analise do material da orofaringe. A amostra
sera colhida com um swab estéril (uma haste flexivel com ponta de algodao) fornecido sem
custo. Para a coleta, a parte do swab com algoddo seré introduzida na regido da sua orofaringe,
realizando um movimento giratério em torno do proprio eixo do swab. Nessa ocasido serd
aplicado um questionario para coleta de informacdes referentes ao participante. Todo material,
incluindo o Questionario, sera processado de forma andnima, identificado por um cédigo,
assegurando total privacidade ao participante da pesquisa. O resultado da cultura e as
informagdes obtidas nas fichas de atendimento serdo de competéncia exclusiva dos
pesquisadores envolvidos no projeto e dos profissionais que atuam no processamento das
amostras. O procedimento em alguns casos pode causar minimo desconforto durante a coleta,
mas ndo acarreta risco de lesdo fisica para o participante. Ndo havera nenhum tipo de
remuneracao para participacdo do estudo. Ao final da obtencdo dos resultados iniciais, com
identificacdo da bactéria em estudo e a0 menos seu sorogrupo, retornaremos a sua Escola para
dar uma aula onde os resultados serdo expostos de forma compilada, sem exposi¢do de nenhum
identificador individual. A exposicdo serd precedida de uma explicacdo sobre a Doenca
Meningocdcica, seus principais fatores de risco e medidas preventivas. Ap6s uma exposicao de
forma didatica e com linguagem simples, sera reservado tempo para perguntas e discussdo dos
resultados.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso ao profissional responsavel pelo estudo:
Dr. Ivano de Filippis, que podera ser encontrado no Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS)/Fiocruz - Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro /
Tel.: (21) 3865-5236. Para esclarecimento de questdes éticas entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC)/Fiocruz — Avenida Brasil, 4036
— Manguinhos, Rio de Janeiro — Expansdo, 7° andar, sala 705 / Tel.: (21) 3882-9011 — e-mail:
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cepfiocruz@ioc.fiocruz.br ou com o CEP da EPSJV/Fiocruz — Avenida Brasil, 4365 —
Manguinhos — EPSJV, sala 316 / Tel.: (21) 3865-9710 — e-mail: cep@epsjv.fiocruz.br. Vocé
tem liberdade de recusar participar do projeto de pesquisa, ou de retirar o consentimento, a
qualquer momento, no caso da aceitacdo, sem qualquer prejuizo a continuidade de frequentar a
Instituicdo. As bactérias obtidas para esse estudo serdo armazenadas na Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS)/Fiocruz. As bactérias
poderdo ser utilizadas, no futuro, em outros projetos de pesquisa que ajudardo a compreender
melhor a Doen¢a meningocdcica. Para isso, sera requerida uma nova autorizacdo do CEP e a
sua identidade serd mantida em sigilo. Os swabs serdo descartados apds o uso.

Eu discuti com o Dr. Ivano de Filippis ou com 0s membros de sua equipe sobre a
minha decisdo de participar no estudo. Ficaram claros para mim: quais sao 0s propoésitos do
estudo; os procedimentos a serem realizados; que a coleta do material, embora possa causar
ligeiro desconforto, é isenta de riscos; e as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo ¢é isenta de despesas. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer
momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de frequentar esta Instituicdo ou de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu receberei uma via de igual teor desse Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com o Pesquisador Responsavel
por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu e o Pesquisador Responsavel deveremos

rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na ultima folha.

Nome do Participante da Pesquisa

Data: / /

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Pesquisador Responsavel

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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PARTICIPANTES DO ESTUDO.
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Variavel Namero (%)
Idade
18-20 anos 114 (30,56)
21-23 anos 140 (37,53)
24-26 anos 69 (18,49)
27-29 anos 32 (8,57)
30-32 anos 11 (2,94)
33-35 anos 7 (1,87)
Sexo feminino 248 (66,48)
Cidade de residéncia
Rio de Janeiro 249 (66,76)
AP 3.1 65 (17,42)
AP 2.1 41 (10,99)
AP 2.2 28 (7,50)
AP 5.2 27 (7,23)
AP 4.0 25 (6,70)
AP 3.2 23 (6,16)
AP 3.3 17 (4,55)
AP 5.1 11 (2,94)
AP 1.0 8(2,14)
AP 5.3 3(0,80)
Niteroi 44 (11,79)
Desconhecida 19 (5,09)
Duque de Caxias 16 (4,28)
Sao Jodo de Meriti 9(2,41)
Sdo Gongalo 8 (2,14)
Nova lguagu 6 (1,60)
Nilépolis 5 (1,34)
Maricé 4 (1,07)
Belford Roxo 2 (0,53)
Mesquita 2 (0,53)
Petropolis 2 (0,53)
Séo Paulo 2 (0,53)
Japeri

1(0,26)
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Magé

Mendes

Nova Friburgo

Paraiba do Sul

Raca

Branca

Parda

Preta ou negra

Amarela

Né&o sabe

Indigena

Negou-se a responder
Estado civil

Solteiro

Casado
Separado/Divorciado
Trabalha

Escolaridade

Superior incompleto
Superior completo

Médio ou técnico incompleto
Médio ou técnico completo
Fundamental incompleto
N&o informou
Fundamental completo
Escolaridade materna
Superior completo

Médio ou técnico completo
Médio ou técnico incompleto
Superior incompleto
Fundamental incompleto
Fundamental completo
Né&o sabe

Analfabeto

Né&o informou
Escolaridade paterna
Superior completo

1(0,26)
1(0,26)
1(0,26)
1(0,26)

217 (58,17)

103 (27,61)

40 (10,72)
4 (1,07)
4 (1,07)
3 (0,80)
2 (0,53)

343 (91,95)
25 (6,70)
5 (1,34)

100 (26,80)

277 (74,26)
74 (19,83)
8 (2,14)
6 (1,60)
3 (0,80)
3 (0,80)
2 (0,53)

191 (51,20)

95 (25,46)
31 (8,31)
21 (5,63)
19 (5,09)
6 (1,60)
4 (1,07)
3 (0,80)
3 (0,80)

187 (50,13)
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Meédio ou técnico completo
Fundamental incompleto
Superior incompleto
Médio ou técnico incompleto
Fundamental completo
Né&o sabe
Né&o informou
Analfabeto
Pessoas na residéncia
Quatro
Trés
Duas
Cinco
Uma
Seis
Sete
Oito
Né&o informou
Mais de oito
Cbmodos usados para dormir
Dois
Trés
Um
Quatro
Cinco
Né&o informou
Mais de cinco
Fumante
Idade que comecou a fumar*
Fumante passivo
Ingestéo de bebida alcdolica
1 — 2 vezes por semana
< 1 vez por semana
Né&o informou
3 — 4 vezes por semana
Idade que comegou a beber*

Uso de drogas nos ultimos 30 dias

81 (21,71)
29 (7,77)
24 (6,43)
22 (5,89)
13 (3,48)
10 (2,68)
6 (1,60)
1(0,26)

128 (34,31)

101 (27,07)

58 (15,54)
36 (9,65)
18 (4,82)
17 (4,55)
4 (1,07)
4 (1,07)
4 (1,07)
3 (0,80)

156 (41,82)
129 (34,58)
40 (10,72)
34 (9,11)
7 (1,87)
4 (1,07)

3 (0,80)
18 (4,82)
18 (16,25 — 20,75)
91 (24,39)
161 (43,16)
122 (32,71)
24 (6,43)
9 (2,41)

8 (2,14)
17 (15 - 18)
42 (11,26)
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Maconha

Ecstasy e maconha
Ecstasy, LSD e maconha
LSD e maconha

Cocaina e ecstasy
Ecstasy

Ecstasy e LSD

Haxixe

Frequéncia semanal de uso de drogas
<1vez

1-—2 vezes

N&o informou

>3 vezes

Frequenta bares/boates/escolas de samba

1 — 2 vezes por més

3 — 4 vezes por més

Né&o informou

> 5 vezes por mes

<1 vez por més

Frequenta bailes funk

1 vez por més

Né&o informou

2 vezes por més

4 vezes por més
Orientacéo sexual
Heterossexual

Bissexual

Homossexual

Né&o sabe

N&o informou

Negou-se a responder
Contato com DM nos altimos 3 meses
Imunizado com vacina meningocdcica
Né&o informou
Meningocdcica conjugada C
Meningocécica C

Né&o sabe

29 (7,77)
5 (1,34)
2 (0,53)
2 (0,53)
1(0,26)
1(0,26)
1(0,26)
1(0,26)

15 (4,02)
10 (2,68)
9 (2,41)
8 (2,14)
192 (51,47)
119 (31,90)
39 (10,45)
16 (4,28)
10 (2,68)
8 (2,14)
17 (4,55)
7 (1,87)
5 (1,34)
4 (1,07)
1 (0,26)

296 (79,35)
37 (9,91)
29 (7,77)
6 (1,60)
3 (0,80)
2 (0,53)
3 (0,80)

51 (13,67)
29 (7,77)
12 (3,21)
4 (1,07)
4 (1,07)
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Meningocdcica conjugada ACWY
Meningocécica B

Uso de antibi6tico nos altimos 30 dias
Amoxicilina com clavulanato

Né&o informou

Amoxicilina

Azitromicina

Levofloxacino

Benzilpenicilina benzatina

Né&o sabe

Tetraciclina

Outros**

Uso de outros medicamentos nos Gltimos 30 dias
Infeccdo respiratoria nos ultimos 30 dias

Diarreia nos ultimos 30 dias
Duracdo em dias*

Viagem para o exterior no ultimo ano

Europa

América do Norte

América do Sul

Africa

Asia

Africa e Europa

América do Sul e Oceania

Tempo entre viagem e coleta

1 -2 meses

3 — 4 meses

> 6 meses

5 — 6 meses

Frequéncia de escovacdo dos dentes

3 vezes por dia

2 vezes por dia

4 ou mais vezes por dia

1 vez por dia

N&o informou

Né&o sabe

Uso de enxaguante bucal

1(0,26)
1 (0,26)
46 (12,33)
9 (2,41)
9 (2,41)
5 (1,34)
4 (1,07)
3 (0,80)
2 (0,53)
2 (0,53)
2 (0,53)
10 (2,68)
248 (66,48)
64 (17,15)
80 (21,44)
2(2-3)
53 (14,20)
25 (6,70)
14 (3,75)
9 (2,41)
3 (0,80)
2 (0,53)
1 (0,26)
1(0,26)

20 (5,36)
18 (4,82)
9 (2,41)
6 (1,60)

219 (58,71)
101 (27,07)
43 (11,52)
5 (1,34)
4 (1,07)
1 (0,26)
130 (34,85)
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5 — 7 vezes por semana 53 (14,20)
3 — 4 vezes por semana 28 (7,50)
N&o informou 26 (6,97)
1 — 2 vezes por semana 21 (5,63)
> 7 vezes por semana 2 (0,53)
Doenca cronica 90 (24,12)
Frequenta igrejas/outras instituigdes religiosas 218 (58,44)
> 1 vez por semana 100 (26,80)
Raramente 76 (20,37)
<1 vez por semana, mas algumas vezes por més 42 (11,26)
Renda familiar mensal***

3 — 6 salarios minimos (R$ 2.640,01 - R$ 5.280,00) 73 (22,39)
> 12 salarios minimos (> R$ 10.560,01) 72 (22,08)
1 — 3 salarios minimos (R$ 880,01 - R$ 2.640,00) 53 (16,25)
6 — 9 salarios minimos (R$ 5.280,01 - R$ 7.920,00) 39 (11,96)
Ndo sabe 37 (11,34)
9 — 12 salarios minimos (R$ 7.920,01 - R$ 10.560,00) 27 (8,28)
< 1 salario minimo (< R$ 880,00) 14 (4,29)
Negou-se a responder 7(2,14)
Nenhuma renda 2 (0,61)
Nao informou 2 (0,61)

AP: é&rea programatica; DM: Doenca Meningocécica; LSD: dietilamida do &cido lisérgico (do alemédo
“Lysergsaurediethylamid’)

AP 1.0: Benfica, Centro, Cidade Nova, Estacio, Rio Comprido e Sdo Cristovdo; AP 2.1: Botafogo, Catete,
Copacabana, Cosme Velho, Flamengo, Humait4, Ipanema, Jardim Boténico, Lagoa, Laranjeiras, Leblon, Leme e
Urca; AP 2.2: Alto da Boa Vista, Andarai, Grajal, Maracana, Praca da Bandeira, Tijuca e Vila Isabel; AP 3.1:
Bonsucesso, Braz de Pina, Cidade Universitaria (llha do Funddo), Ilha do Governador, Jardim América,
Manguinhos, Maré, Olaria, Penha, Penha Circular, Ramos e Vigério Geral; AP 3.2: Abolicdo, Agua Santa,
Cachambi, Engenho da Rainha, Engenho de Dentro, Engenho Novo, Lins de Vasconcelos, Méier, Pilares, Rocha
e Todos os Santos; AP 3.3: Campinho, Colégio, Madureira, Parque Anchieta, Pavuna, Quintino Bocailva, Vicente
de Carvalho, Vila da Penha e Vista Alegre; AP 4.0: Barra da Tijuca, Jacarepagud, Recreio dos Bandeirantes e Vila
Valqueire; AP 5.1: Bangu e Realengo; AP 5.2: Barra de Guaratiba, Campo Grande, Cosmos, Guaratiba, Inhaoiba
e Santissimo; AP 5.3: Santa Cruz

* Mediana (intervalo interquartil)

** Qutros: amoxicilina e ciprofloxacino; antiflngico; azitromicina, metronidazol e ciprofloxacino; sulfametoxazol
com trimetoprima; cefalexina; amoxicilina com clavulanato, sulfametoxazol com trimetoprima e oxacilina;
metronidazol; fosfomicina trometamol; norfloxacino; tinidazol

*** 326 voluntarios foram questionados



