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RESUMO

INTRODUGCAO: Neisseria meningitidis (Nm) é uma bactéria que comumente coloniza a
orofaringe de humanos, de forma assintomatica, embora possa tornar-se patogénica, causando
principalmente meningite. Os adolescentes e adultos jovens sdo os principais transmissores da
bactéria e sdo, portanto, considerados alvos importantes de programas de vacinacdo. Estudos
longitudinais com portadores assintométicos podem fornecer informacdes fundamentais sobre
a epidemiologia e estrutura da populacao das cepas circulantes de N. meningitidis. Entretanto,
poucos estudos sdo realizados para estimar a duracdo do estado de portador assintomatico do
meningococo, através do acompanhamento de individuos ao longo do tempo. OBJETIVO:
Estudar a dindmica do estado de portador de Nm em uma populacdo de estudantes de 18 a 24
anos de idade de uma universidade na cidade de Salvador, Bahia. MATERIAL E
METODOS: Entre 0os meses de fevereiro e novembro de 2019 nés conduzimos um estudo
longitudinal para a coleta de cinco swabs de orofaringe de cada estudante. O isolamento e
identificacdo das cepas de Nm foram realizados por métodos classicos. O sequenciamento do
genoma total (WGS) foi empregado para a caracterizagdo molecular dos isolados. Foi
aplicado um questionario para a obtencao das informacgdes sociodemograficas dos estudantes.
Além disso, foi calculada a taxa de aquisicdo de Nm bem como o tempo de colonizacdo pela
bactéria. RESULTADOS: Cada aluno realizou, em média, trés coletas, sendo que 11,2%
(n=47/418) deles apresentaram-se como portadores de Nm pelo menos uma vez durante o
estudo. Sete estudantes foram portadores em cinco coletas. A taxa de aquisicdo do
meningococo foi de 3,2% (n=12) e estava associada a frequéncia a festas pelo menos uma vez
durante o estudo (OR: 4,37 95% IC 1,15 - 16,67; p=0,031). A maioria dos isolados
(n=102/115; 88,7%) foi caracterizada como ndo-grupavel, sendo que 72,2% (n=83/115)
apresentaram delecdo do gene da capsula. O genogrupo B correspondeu a 8,7% (n=10/115)
das cepas. Um total de 19 STs foram identificadas e distribuidas em oito complexos clonais.
Quatro STs eram novos. O complexo clonal mais frequente foi o cc198, presente em 20%
(n=23/115) dos isolados. As variantes de PorA e FetA mais prevalentes foram P1.18,25-37
(n=11; 9,6%) e F5-5 (n=65; 56,5%), respectivamente. Todos isolados apresentaram a PorB de
classe 3. A subfamilia A/v2-3 da FHbp correspondeu a 67,8% (n=78) dos isolados, enquanto
a subvariante 912 da NHBA foi predominante entre as amostras analisadas (n=30; 26,1%). A
maioria das cepas sequenciadas (n=74; 64,3%) ndo apresentou o gene nadA. Entretanto, a
variante NadA-1.1 correspondeu a 4,3% (n=5) dos isolados e estava associada ao complexo
clonal hiperinvasivo cc32. A média de tempo de colonizacdo foi de 22,5 semanas, sendo que
sete individuos permaneceram colonizados durante 38,8 semanas. A maioria (n=23/29;
79,3%) dos participantes albergou a mesma cepa ou cepas idénticas de Nm durante o estudo.
CONCLUSOES: Os resultados do nosso trabalho demonstram uma baixa taxa de aquisico
de Nm entre os universitarios; o estado de portador se mostrou duradouro, sendo mantido pela
mesma cepa na maioria dos casos. Também foi identificada uma alta diversidade genética
entre as cepas analisadas, com a predominancia de isolados ndo-grupaveis.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis. Portador. Colonizacgdo. Epidemiologia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Neisseria meningitidis (Nm) is a common asymptomatic oropharyngeal
colonizer in humans, which in rare cases can invade the bloodstream causing invasive disease
such as meningitis. Adolescents and young adults play a pivotal role in transmission, and they
are the main targets of vaccination programs. Longitudinal studies with asymptomatic carriers
can provide important information on the epidemiology and structure of the circulating
meningococcal strains. However, few studies were carried out to estimate the duration of
carriage of Nm, following up individuals over time. AIM: To study the dynamics of
meningococcal carriage among 18 to 24 years old students at a university in the city of
Salvador, Bahia. MATERIALS AND METHODS: Between February and November 2019
we conducted a longitudinal study to collect five oropharyngeal swabs from each student. The
isolation and identification of Nm strains were performed using classical methods. Whole
genome sequencing (WGS) was performed for the molecular characterization of the isolates.
A questionnaire was applied to obtain sociodemographic information of the students. In
addition, the Nm acquisition rate and the duration of meningococcal colonization were
calculated. RESULTS: On average, each student attented three visits and 11.2% (n=47/418)
of them were positive for meningococcal carriage in at least one visit. Seven students were
carriers in five visits. The meningococcal acquisition rate was 3.2% (n=12) and was
associated with party attendance at least once during the study (OR: 4.37 95% CI 1.15 -
16.67; p= 0.031). Most of the isolates (n=102/115; 88.7%) were non-groupable and 72.2%
(n=83/115) of them showed a deletion of the capsule gene. Genogroup B corresponded only
to 8.7% (n=10/115) of the strains. The isolates were assigned to 19 STs and eight clonal
complexes. Four new STs were identified. The most frequent clonal complex was cc198,
which was present in 20% (n=23/115) of the isolates. The most prevalent PorA and FetA
variants were P1.18,25-37 (n=11; 9.6%) and F5-5 (n=65; 56.5%), respectively. All isolates
showed class 3 PorB. The FHbp A/v2-3 subfamily corresponded to 67.8% (n=78) of the
isolates, whereas the subvariant 912 of NHBA was predominant among the analyzed samples
(n=30; 26.1%). The majority of the strains (n=74; 64.3%) lacked nadA gene. However, the
NadA-1.1 variant was found in 4.3% (n=5) of the isolates and was associated with the cc32
hyperinvasive clonal complex. The average duration of carriage was 22.5 weeks and seven
individuals remained carriers for 38.8 weeks. The majority (n=23/29; 79.3%) of the
participants harbored the same or identical strains of Nm during the study. CONCLUSIONS:
Our data demonstrate a low acquisition rate of Nm among university students; carriage proved
to be long-lasting and it was maintained by the same strain in most cases. A high genetic
diversity was also identified among the analyzed strains, with a predominance of non-
groupable isolates.

Keywords: Neisseria meningitides. Carrier. Colonization. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Neisseria meningitidis (Nm) ou meningococo continua a ser uma das principais causas
de doenca bacteriana invasiva, afetando 1,2 milh&o de pessoas e causando 135.000 mortes por
ano em todo o mundo (BORROW et al., 2017). O ser humano é o Unico hospedeiro do
meningococo, que coloniza a nasofaringe e orofaringe aderindo a superficie da mucosa, onde
pode persistir assintomaticamente de dias a meses (GIANCHECCHI et al.,, 2017). Em
condigdes raras, mas potencialmente fatais, Nm pode invadir a corrente sanguinea,
disseminar-se para varios 6rgdos, podendo causar, principalmente, meningite além de outras
doencas meningocécicas (DM) (ROSENSTEIN et al., 2001; STEPHENS; GREENWOOD,;
BRANDTZAEG, 2007). Quase todas as cepas causadoras de doencas sdo encapsuladas,
associadas a seis principais sorogrupos: A, B, C, Y, W e X (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012,
HARRISON et al., 2013).

A transmissdo do meningococo ocorre de pessoa a pessoa por meio de secrecOes
respiratorias, mais frequentemente de portadores assintomaticos e de pessoas infectadas
(ROSENSTEIN et al., 2001). A idade é um dos fatores mais importantes associados ao estado
de portador. Na Europa e América do Norte, a prevaléncia de portadores é baixa nos
primeiros anos de vida (menos que 3%), aumentando na adolescéncia e atingindo o pico no
inicio da vida adulta, entre 20 e 24 anos de idade (CARTWRIGHT et al., 1987; CAUGANT
et al., 1988; BLACKWELL et al., 1990; CAUGANT et al., 1994; CHRISTENSEN et al.,
2010). Por outro lado, esse padrdo n&o é observado na Africa, e as criangas em idade escolar
de 9-14 anos de idade s&o o principal reservatério do meningococo (COOPER et al., 2019a).
Em Salvador, a prevaléncia de portadores assintomaticos de N. meninigtidis varia de 4,9%
entre estudantes de 11 a 19 anos (NUNES et al., 2016) a 12,3% entre universitarios de 18 a 24
anos de idade (FERREIRA et al., 2020).

Além da idade, outros fatores de risco incluem sexo masculino (CAUGANT et al.,
1994), presenca de infecgdes do trato respiratorio (viral ou bacteriana) (MUELLER et al.,
2008; COOPER et al.,, 2019b), tabagismo ativo e passivo (STUART et al.,, 1989;
BLACKWELL et al., 1990; BLACKWELL et al., 1992; KREMASTINOU et al., 1994) e
baixo nivel socioeconémico (DAVIES et al., 1996). Da mesma forma, o numero e a
proximidade das interagbes sociais também aumentam o risco de ser portador
(MACLENNAN et al., 2006).
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No Brasil, N. meningitidis do sorogrupo C (NmC) substituiu o sorogrupo B (NmB)
como a principal causa de DM no inicio dos anos 2000. NmC do complexo clonal ST-103
tem sido responsavel pela maioria dos casos diagnosticados e € associado a surtos em todo o
pais, com incidéncia de 0,17 caso por 100.000 habitantes em 2017 (DE LEMOS et al., 2007,
SAFADI et al., 2013; PRESA et al., 2019; NUNES et al., 2021).

Em novembro de 2010, o Programa Nacional de Imunizacao (PNI) introduziu a vacina
meningococica C conjugada (MCC) para criangas menores de dois anos de idade (duas doses
aos trés e aos cinco meses de idade seguidas por um reforgo aos 12-15 meses) (CARDOSO et
al., 2012). Em fevereiro de 2010, antes da introducdo nacional da vacina MCC, a cidade de
Salvador iniciou seu programa de vacinacao em resposta a um aumento na incidéncia de DM
do sorogrupo C (CARDOSO et al., 2012). No entanto, o cronograma de vacinacdo na cidade
diferiu daquele iniciado alguns meses depois no pais; compreendia duas doses aos 2 e aos 4
meses de idade, seguido por um reforco aos 12-15 meses de idade; dose Unica para criangas
de 1 a 5 anos; e uma campanha de catch-up incluindo adolescentes e adultos jovens de 10 a
24 anos (CARDOSO et al., 2012). Em novembro de 2010, Salvador adotou o calendario
nacional de vacinagdo da MCC. ApoOs a implementacdo desses programas, uma reducdo
significativa na incidéncia da DM causada por NmC foi observada em Salvador e no resto do
pais (CARDOSO et al., 2012; ANDRADE et al., 2017; MACEDO et al., 2018; NUNES et al.,
2021).

Atualmente duas doses da vacina MCC estdo sendo disponibilizadas para as criancas
no PNI aos trés e aos cinco meses de idade, com um refor¢o aos 12 meses (BRASIL, 2021), e
uma dose da vacina quadrivalente ACWY esta sendo oferecida aos adolescentes de 11 e 12
anos de idade desde 2020 (BRASIL, 2022).

Embora a DM seja considerada um evento raro, o estado de portador € relativamente
comum, especialmente entre adolescentes e adultos jovens (prevaléncia de 8-20%), que séo
considerados 0s portadores primarios e principais transmissores do microrganismo
(CHRISTENSEN et al., 2010; VETTER et al., 2016; ACEVEDO et al., 2019). Portanto, a
vacinacdo de pessoas nesses grupos etarios pode ajudar a reduzir a colonizacdo e,
consequentemente, a transmissao do meningococo, resultando em uma protecao indireta das
pessoas ndo vacinadas (VETTER et al., 2016).

O estado de portador assintomatico € crucial ndo apenas para a dinamica de
transmissdo como também para o inicio da doenca invasiva. Entretanto, a relacdo entre o

estado de portador e 0 desenvolvimento da doencga invasiva ndo é completamente conhecida,
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nem o prazo necessario para a transicdo de um estado para outro (CAUGANT; MAIDEN,
2009).

Estudos sobre portadores assintomaticos de Nm podem fornecer informagdes
fundamentais sobre a epidemiologia, patogenicidade da DM, sobre a estrutura da populacédo
das cepas circulantes do meningococo, além de serem essenciais antes e apds periodos de
intervengdes vacinais. Esses estudos fornecem, desta forma, subsidios fundamentais para
embasar medidas de saude publica, principalmente no que tange a intervengdo de surtos e
politicas vacinais (CRUM-CIANFLONE; SULLIVAN, 2016; GIANCHECCHI et al., 2017;
BALMER et al., 2018). Entretanto, as investigacdes sobre portadores sdo normalmente de
corte transversal, observando a colonizacdo pelo meningococo em uma dada populacdo em
um anico periodo de tempo (CAUGANT; MAIDEN, 2009). Apesar de serem importantes, 0s
estudos de corte transversal ndo permitem informar quando o individuo adquiriu o
microrganismo e uma amostra negativa ndo descarta a possibilidade de baixa sensibilidade do
teste adotado para identificacdo bacteriana bem como da ocorréncia de falha na coleta da
amostra (CARTWRIGHT, 2001). Por outro lado, existe uma escassez de estudos
longitudinais em portadores na literatura e, até 0 momento, nenhum estudo deste tipo foi
realizado no Brasil.

As investigacdes longitudinais sdo importantes para a caracterizagdo da duragdo do
estado de portador e a data de aquisicdo na populacdo. De modo geral, os estudos
longitudinais existentes tém mostrado que a associacdo de uma determinada cepa com o
hospedeiro é de certa forma duravel, com 85% dos portadores albergando a mesma cepa por
um periodo médio de 5 a 6 meses (CAUGANT; TZANAKAKI; KRI1Z, 2007; GLITZA et al.,
2008). Periodos maiores de acompanhamento sdo necessarios para se estabelecer a duracdo do

estado de portador como um todo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEISSERIA MENINGITIDIS

Neisseria meningitidis (Nm) ou meningococo € uma [-Proteobactéria integrante da
familia Neisseriaceae. E uma bactéria Gram-negativa, fastidiosa, aerébia, cocéide (0,6 — 1,0
um de didmetro) que comumente ocorre em par, formando diplococos. Possui os lados
adjacentes achatados, fornecendo-lhe um aspecto de “grdo de café”. Esse microrganismo ¢
imovel, ndo forma esporos e cresce de forma 6tima a uma temperatura de 35-37°C com 5% de
dioxido de carbono (CO.) (WINN et al., 2008). No meio agar sangue, as col6nias de Nm
possuem coloracdo acinzentada, sdo brilhantes, redondas, ndo hemoliticas, convexas, lisas e
Umidas, apresentando bordas bem definidas (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). Essa bactéria
produz &cido a partir da utilizacdo dos carboidratos glicose e maltose através da via oxidativa,
0 que permite identifica-la fenotipicamente e diferencia-la de outras espécies de Neisseria,
sendo caracterizada desta forma como oxidase-positiva (WINN et al., 2008).

O meningococo tem baixa sobrevida no meio ambiente e pode colonizar as vias
respiratérias superiores humanas, como nasofaringe e orofaringe, sem causar doenca
(portador assintomatico) embora possa tornar-se patogénico em caso de supressdo do sistema
imune e presenca de doenca subjacente (ROSENSTEIN et al.,, 2001; ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012).

A viruléncia de Nm esta associada a diversos fatores tais como: a presenca de capsula
polissacaridica, proteinas da membrana externa (OMP) e endotoxinas como o
lipooligossacarideo (LOS). Outros mecanismos relacionados a viruléncia dessa bactéria
incluem transferéncias horizontais de material genético, variacdo de fase e antigénica e
mimetismo molecular (TZENG; STEPHENS, 2000; STEPHENS; GREENWOOD;
BRANDTZAEG, 2007). Todos esses fatores conferem ao meningococo uma maior
capacidade de adaptacéo e invaséo do hospedeiro (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).
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2.1.1 Principais fatores de viruléncia de N. meningitidis

2.1.1.1 Cépsula polissacaridica

A capsula polissacaridica é o principal fator de viruléncia do meningococo e pode
estar presente ou ndo (CLAUS et al., 2002). Todavia, a maior parte dos isolados de Nm
associados a doenca invasiva € encapsulada (ROSENSTEIN et al., 2001; STEPHENS;
GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007). A céapsula desempenha um papel fundamental na
sobrevivéncia do microrganismo, protegendo a bactéria contra dessecacdo, fagocitose,
opsonizagao e a ativagdo do sistema complemento (STEPHENS, 2007). Ao mesmo tempo, a
capacidade de adesdo do microrganismo a mucosa do hospedeiro é reduzida na presenca da
capsula polissacaridica, em razdo do encobrimento das proteinas adesinas presentes nas
fimbrias (pili), aumentando desta forma a capacidade de transmissdo do meningococo
(STEPHENS, 2009).

As diferencas estruturais encontradas na capsula polissacaridica permitem a
classificacdo do meningococo em 12 sorogrupos: A, B, C, E, H, I, K, L, Y, W, X e Z, sendo
seis deles (A, B, C, W, Y e X) responsaveis por mais de 90% dos casos de doenga invasiva
(STEPHENS, 2009; VIRJI, 2009; HARRISON et al., 2013). Esses sorogrupos sao
caracterizados pela presenca de derivados do &cido sialico na sua capsula polissacaridica, com
excecdo do sorogrupo A, que consiste em uma repeticdo de unidades de N-acetil-
manosamina-1-fosfato (STEPHENS, 2009).

Os genes responsaveis pela sintese e transporte da capsula estdo agrupados em um
anico locus cromossomal denominado capsule polysaccharide synthesis (cps) que possui seis
regibes: A, B, C, D, D’ ¢ E (FROSCH; WEISGERBER; MEYER, 1989). Os genes
localizados na regido A codificam enzimas que participam da biossintese dos polissacarideos
capsulares; os genes presentes nas regides B e C sdo responsaveis pela translocacdo desses
polissacarideos do ambiente citoplasmatico para a superficie celular bacteriana (ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012). Os genes localizados na regido D parecem estar envolvidos na sintese de
lipooligossacarideos (LOS); os genes da regido E nédo estdo envolvidos nem na sintese e nem
no transporte de polissacarideos, mas parecem participar da regulacdo desses processos,
enquanto a regido D’ n&o possui funcdo definida (HARRISON et al., 2013; GANESH et al.,
2017).

O meningococo possui uma alta plasticidade genébmica com elevada taxa de

transformacéo e subsequente recombinagdo que podem ocorrer, principalmente, na regido A,
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cujos genes determinam o sorogrupo da bactéria. Esse fenbmeno é denominado troca capsular
(capsular switching) e consiste em um mecanismo de evasao do sistema imune do hospedeiro,
aumentando a sua viruléncia; esse fenémeno ja foi identificado em outros microrganismos
encapsulados, a exemplo do Streptococcus pneumoniae (SWARTLEY et al., 1997;
HARRISON et al., 2010).

A expressdo da capsula polissacaridica de Nm € regulada através de trés mecanismos:
pela variacdo de fase “on-off / off-on” de genes responsaveis pela biossintese da capsula, por
alteracGes estruturais nos polissacarideos capsulares e pela modificacdo da quantidade de
polissacarideos capsulares expressos na superficie bacteriana (TZENG; THOMAS;
STEPHENS, 2016). Considerando a importancia da presenca ou auséncia da céapsula na
interacdo patdgeno-hospedeiro, fica evidente a necessidade de a bactéria desenvolver
estratégias diversas para a regulacdo capsular (TZENG; THOMAS; STEPHENS, 2016). De
fato, enquanto os meningococos encapsulados séo comumente associados a doencga invasiva,
os isolados de Nm provenientes de portadores assintomaticos ndo expressam ou expressam de
forma reduzida os polissacarideos capsulares, sendo caracterizados como ndo encapsulados ou
ndo grupéveis (NG) (HAMMERSCHMIDT et al., 1996; TZENG; THOMAS; STEPHENS,
2016). A auséncia de expressdo da capsula aumenta a capacidade do meningococo de aderir a
mucosa da nasofaringe e orofaringe (HAMMERSCHMIDT et al., 1994).

A auséncia da capsula polissacaridica também pode ser atribuida a delecdo do gene no
locus cps que codifica a sua sintese e transporte. Nesse caso, 0 gene é substituido por uma
regido ndo codificante denominada capsule null locus (cnl) (Figura 1) (GANESH et al.,
2017). Os isolados cnl quase sempre sdo nao-patogénicos, conguanto ja tenham sido
reportados casos de DM atribuidos a essas cepas (VOGEL et al., 2004; HOANG et al., 2005;
FINDLOW et al., 2007) que, em sua maioria, pertence aos complexos clonais 192, 198 e 845
(GANESH et al., 2017).

A identificagdo do sorogrupo da capsula pode ser feita por soroaglutinacdo/aglutinacéo
em latex, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional, PCR em tempo real e
pelo sequenciamento do genoma completo (do inglés, whole genome sequencing, WGS)
(WHO, 2011).
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Figura 1 - Organizacdo genética do locus cps de Neisseria meningitidis.
Fonte: (Adaptado de HARRISON et al., 2013)

2.1.1.2 Lipooligossacarideo (LOS)

O lipooligossacarideo (LOS) ou endotoxina desempenha um papel fundamental na
aderéncia do meningococo a mucosa do hospedeiro, bem como na ativagdo do seu sistema
imune inato. Um dos seus componentes, o lipideo A, € o principal responsavel pela toxicidade
do LOS de Nm. De fato, a gravidade da septicemia causada pelo meningococo tem sido
relacionada aos altos niveis circulantes de LOS (STEPHENS; GREENWOOD;
BRANDTZAEG, 2007). Alem disso, algumas estruturas presentes no LOS do meningococo
sdo capazes de mimetizar precursores de antigenos encontrados em eritrécitos humanos,
caracterizando-se como um mecanismo de evasdo do sistema imune do hospedeiro
(MANDRELL,; GRIFFISS; MACHER, 1988). O meningococo pode expressar diferentes
estruturas de LOS devido as variacdes de fase e antigénicas, permitindo a sua classificagdo em
12 imunotipos, de L1 a L12 (STEPHENS, 2009).

2.1.1.3 Proteinas da membrana externa
A viruléncia de Nm também esta associada a expressao de proteinas da membrana

externa (OMPs) que podem ser divididas em cinco classes (classe 1 a 5) de acordo com o peso

molecular. Todas as cepas de Nm possuem proteinas de classe 2 ou 3, que constitui a proteina
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predominante da membrana externa. Além disso, algumas dessas OMP sdo utilizadas para a
caracterizacdo das cepas de Nm (WINN et al., 2008).

A proteina porina A (PorA) é resultado da expressao do gene porA e pertence a classe
1 (cétion-seletiva). Possui duas regides variaveis (VR1 e VR2) que determinam o subtipo da
bactéria, e é especialmente importante porque induz a producdo de anticorpos bactericidas em
humanos (RUSSELL et al., 2004). Essa proteina é expressa pela maioria dos meningococos.
Vale ressaltar que a alta variabilidade dos epitopos expressos nas duas VRs de PorA
dificultam o seu uso no desenvolvimento de vacinas (MAIDEN et al., 1991; FEAVERS et al.,
1996), embora essa proteina ja tenha feito parte da composi¢cdo das primeiras vacinas
monovalentes utilizadas contra 0 meningococo do sorogrupo B (NmB) que eram baseadas nas
vesiculas da membrana externa (OMV), e que tiveram éxito no combate as epidemias na
Noruega, em Cuba e na Nova Zelandia, onde predominava um Unico clone bacteriano.
Entretanto, esse tipo de vacina se mostrou incapaz de fornecer uma ampla protecdo contra o
NmB devido a alta diversidade das cepas (FINDLOW et al., 2020).

A porina B (PorB) é uma proteina de classe 2 ou 3 (anion-seletiva) que determina o
sorotipo de Nm. Essa proteina resulta da expressdo do gene porB e possui quatro regides de
grande variabilidade: algas I, V, VI e VII; ela possui um papel relevante na infecgéo e invasédo
do hospedeiro ao penetrar nas membranas das células-alvo e dos fagolisossomos, induzindo
apoptose (FEAVERS et al., 1992; WINN et al., 2008).

As proteinas de opacidade Opa e Opc pertencem a classe 5 e possuem papel
fundamental na patogénese da doengca meningoctcica (DM), facilitando a aderéncia
bacteriana as células da mucosa. Além disso, a Opa € capaz de modular a imunidade celular
do hospedeiro através da sua interacdo com as células T e os neutréfilos, enquanto a Opc atua
na invasao das células endoteliais (SADARANGANI et al., 2016).

A proteina de ligacdo ao fator H (FHbp) ou LP2086 é uma lipoproteina presente na
membrana externa de 99% dos isolados de Nm e que se liga ao fator H do sistema
complemento de humanos e outros primatas (MURPHY et al., 2009; FINDLOW et al., 2020).
A FHbp é responsavel pelo recrutamento do fator H para a superficie bacteriana, atuando
como um regulador negativo do sistema complemento e inibindo a sua ativacdo, o que
consiste em um importante mecanismo de sobrevivéncia da bactéria no soro humano
(LUCIDARME et al., 2011). A FHbp pode ser classificada em duas subfamilias (A e B) ou
em trés grupos de variantes (V1, V2 e V3), com a subfamilia A correspondendo as variantes
V2 e V3 e a subfamilia B a variante V1 (LUCIDARME et al., 2011). Uma terceira



23

classificagdo inclui o identificador numérico Oxford, subfamilia Pfizer (A e B) e variante
Novartis (RODRIGUES et al., 2018).

O antigeno de ligacdo a heparina (NHBA) ou GNA2132 é uma lipoproteina que é
encontrada apenas em espécies de Neisseria. Essa proteina € capaz de se ligar & heparina por
meio de uma regido rica em arginina, inibindo o sistema complemento bem como
promovendo a adesao e evasao de cepas ndo encapsuladas de Nm (SERRUTO et al., 2010).

A Neisseria Adesina A (NadA) desempenha um papel crucial na fixacdo de Nm as
células epiteliais via pl-integrinas e em sua subsequente invasdo durante o processo de
infeccdo. Essa adesina € altamente imunogénica, sendo capaz de induzir a producdo de
anticorpos bactericidas em humanos (COMANDUCCI et al., 2002). As variantes de NadA
podem ser divididas em dois grupos geneticamente distintos: no grupo | encontram-se as
variantes NadA-1, NadA-2 e NadA-3, enquanto o grupo Il é formado pelas variantes NadA-4,
NadA-5 e NadA-6 (THIBAU et al., 2020). O gene nadA esta presente em aproximadamente
30% das cepas isoladas de Nm e em 75% das linhagens hipervirulentas do NmB (THIBAU et
al., 2020).

A proteina reguladora de ferro (FetA) ou FrbB é uma proteina da membrana externa
do meningococo que é composta por 13 alcas expostas, sendo a al¢a VII altamente variavel.
Os peptideos presentes nas regides variaveis de FetA permitem a sua classificagdo em nove
familias designadas F1 a F9 (BENNETT et al., 2009). Embora tenha a capacidade de induzir a
producdo de anticorpos bactericidas, o uso da FetA como um potencial candidato vacinal é
limitado devido a sua alta variabilidade antigénica, bem como a sua delecdo em isolados
invasivos de Nm, conforme foi reportado em alguns estudos (DWIVEDI et al., 2014).

Com a descoberta das OMPs como possiveis candidatos vacinais, a Sociedade
Europeia de Doenga Meningocécica (EMGM) estabeleceu mudangas na nomenclatura dos
gendtipos de Nm. O nome da cepa deve incluir o sorogrupo, seguido das duas variantes de
PorA e da variante de FetA, além do ST e do complexo clonal como no exemplo a seguir: B:
P1.19,15: F5-1: ST-33 (cc32) (JOLLEY; BREHONY; MAIDEN, 2007).

As cepas de Nm também podem ser caracterizadas molecularmente através da técnica
de Tipagem por Sequenciamento de Multiplos loci (Multilocus Sequence Typing, MLST),
onde é realizado o sequenciamento do DNA de sete genes constitutivos do meningococo:
abcZ, adK, aroE, fumC, gdh, pdhC e pgm. A combinacdo dos alelos de cada um dos sete loci
determina a sequéncia tipo (ST) que é identificada por um nimero que corresponde a um tipo
eletroforético (MAIDEN et al., 1998). O compartilhamento de até quatro alelos de um grupo

de STs com um ST central determina um complexo clonal. Esse complexo clonal serad
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nomeado a partir do ST central, que € considerado o gendétipo ancestral (URWIN; MAIDEN,
2003). Com a aplicacdo da técnica de MLST a nivel global é possivel conhecer a estrutura
populacional do meningococo, sua diversidade e evolugdo ao longo do tempo (JOLLEY;
BREHONY; MAIDEN, 2007).

2.2 DOENCA MENINGOCOCICA

N. meningitiidis é o agente etiologico da doenca meningocdcica (DM), uma infeccdo
aguda e severa, embora rara. Os primeiros casos dessa doenca foram reportados no século
XVI (ROSENSTEIN et al., 2001). Entretanto, somente no ano de 1805, em Genebra na Suica,
essa doenca foi identificada e bem descrita pelo médico Gaspard Vieusseux. O isolamento do
meningococo ocorreu anos depois, em 1887, pelo patologista austriaco Anton Weichselbaum
ao analisar uma amostra de liquido cefalorraquidiano de um paciente com meningite
(ROSENSTEIN et al., 2001; PACE; POLLARD, 2012).

A transmissdo do meningococo ocorre de pessoa a pessoa através de goticulas
respiratorias ou pelo contato com secrecdes de portadores saudaveis ou doentes
(ROSENSTEIN et al., 2001). A aquisicdo dessa bactéria pode ser transitoria, resultando em
doenca invasiva que pode se manifestar em até 14 dias ap6s a aquisicdo ou levando a
colonizagdo (estado de portador assintomatico). Estima-se que a taxa de portador é de 8 a
20% na populacdo geral, mas essa prevaléncia varia amplamente (STEPHENS, 2007).

Na presenca de determinados fatores como a auséncia de anticorpos protetores
bactericidas e deficiéncia do sistema complemento, ha um risco aumentado do
desenvolvimento da DM (ROSENSTEIN et al., 2001; CAUGANT; MAIDEN, 2009). A partir
da invasdo da corrente sanguinea, a bactéria dissemina-se para varios 6rgdos, podendo causar,
principalmente, meningite e/ou meningococcemia, conquanto se observem casos raros de
pneumonia, sinusite, otite média, conjuntivite, artrite, uretrite e pericardite associados a
infeccdo meningocécica (ROSENSTEIN et al., 2001; STEPHENS; GREENWOOD;
BRANDTZAEG, 2007; CAUGANT; MAIDEN, 2009).

A populacdo pediatrica abaixo dos cinco anos de idade € a mais acometida pela
doenca, especialmente os lactentes menores de um ano. 1sso ocorre em razdo da perda de
anticorpos protetores maternos que sdo adquiridos durante a gestacdo (ROSENSTEIN et al.,
2001; STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG, 2007).

A DM é uma patologia grave e potencialmente fatal cuja letalidade varia de 4 a 20%,

ainda que na presenca de tratamento adequado com antibioticoterapia. Na auséncia de
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tratamento, 80% dos casos podem evoluir para 6ébito (WANG et al., 2019). Entre os
individuos acometidos, cerca de 11 a 19% permanecem com sequelas a longo prazo que
incluem amputacdes, perda de audicdo e deficiéncias neurologicas (ROSENSTEIN et al.,
2001; PACE; POLLARD, 2012).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA MENINGOCOCICA

2.3.1 Epidemiologia da doenca meningocécica no mundo

A DM continua a ser um problema de saude publica em todo o mundo, afetando 1,2
milhdo de pessoas e causando 135.000 mortes por ano (BORROW et al., 2017). A incidéncia
de DM e a distribuicdo dos sorogrupos prevalentes variam tanto geograficamente quanto
temporalmente. Entretanto, os sorogrupos A, B, C, W, X e Y sdo responsaveis pela maioria
dos casos de DM, que podem ocorrer de forma endémica e epidémica (PARIKH et al., 2020).

O sorogrupo A do complexo clonal ST-5 tem sido responsavel pela ocorréncia de
diversas epidemias no continente africano desde o inicio do século XX até recentemente,
sobretudo na regido que se estende do Senegal a Etidpia denominada “cinturdo da meningite”
(HOLLINGSHEAD; TANG, 2019; WHO, 2020). A maior epidemia registrada foi em 1996,
com uma estimativa de 250.000 casos e 25.000 mortes (HOLLINGSHEAD; TANG, 2019;
WHO, 2020). A partir de 2010, com a imunizacdo da populacdo com a vacina conjugada
contra este sorogrupo, os casos de DM reduziram drasticamente (WHO, 2020). Entre 2016 e
2017, esse sorogrupo praticamente desapareceu do continente africano, sendo responsavel por
apenas 0,8% dos casos de DM nas regides onde a vacina foi administrada
(HOLLINGSHEAD; TANG, 2019). O sorogrupo A também tem sido reportado como o
principal causador de DM na Asia (BORROW et al., 2016).

Diferentemente do sorogrupo A, 0 meningococo do sorogrupo B (NmB) estd mais
associado a surtos e endemias e Varios paises ja experimentaram periodos endémicos de DM
causados por esse sorogrupo, incluindo Noruega (BJUNE et al., 1991), Cuba (SIERRA et al.,
1991) e Nova Zelandia (HALPERIN et al., 2012). Os complexos clonais hiperinvasivos cc32,
cc41/44 e cc269 estdo envolvidos na ocorréncia da maioria dos casos de DM causados por
NmB reportados no mundo (VILLENA et al, 2018). Nos Estados Unidos, onde
historicamente a incidéncia da DM € baixa, varios surtos de NmB ocorreram em
universidades nos ultimos anos (WHO, 2020). Na Europa e, especialmente no Reino Unido,

este sorogrupo ainda é considerado um problema de sadde publica, especialmente entre as
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criangas, ndo obstante se observe uma redugdo da incidéncia da DM ap6s a introducéo da
vacinacao de rotina do publico infantil (PARIKH et al., 2020). Na América do Sul e na
Austrélia, as endemias de NmB também sdo grande fonte de preocupacao para as autoridades
sanitarias (HALPERIN et al., 2012). De fato, a incidéncia desse sorogrupo tende a flutuar
naturalmente ao longo do tempo e a razdo dessa flutuacdo permanece desconhecida, embora
seja levantada a hipdtese de que determinadas medidas adotadas por alguns paises, como a
proibicao de fumar em locais publicos, tenham influéncia sobre essa flutuacdo (ACEVEDO et
al., 2019).

Historicamente, 0 meningococo do sorogrupo C (NmC) sempre esteve envolvido na
ocorréncia de surtos e epidemias ao redor do mundo, atingindo individuos de todas as faixas
etarias, notadamente os adolescentes e adultos jovens (CAUGANT, 2008). Na América
Latina os casos de DM sdo esporadicos e 0 NmC é o segundo sorogrupo mais prevalente na
regido, sendo frequentemente associado aos complexos clonais cc103 e cc11 (PARIKH et al.,
2020). De forma geral, os paises que implementaram programas de vacinac¢do contra 0 NmC
registraram uma reducdo significativa da incidéncia da DM, a exemplo do Reino Unido
(FINDLOW et al., 2019), Estados Unidos (COHN; MACNEIL, 2015) e Austrélia
(LAWRENCE et al., 2016). Todavia, esse sorogrupo continua causando surtos em regifes
onde ndo houve vacinacdo da populagdo. Desde 2013 alguns paises africanos, sobretudo
aqueles que se situam no “cinturdo da meningite”, tém experimentado um aumento dos surtos
de DM do NmC em razéo da circulagéo de um novo clone (ST-10217) (BRYNILDSRUD et
al., 2018). Esse clone também foi identificado em 2017 na Libéria e foi apontado como a
principal causa da ocorréncia de surtos naquela regido (PATEL etal., 2017).

O sorogrupo W foi identificado pela primeira vez no final dos anos 1960 entre
militares nos Estados Unidos (EVANS; ARTENSTEIN; HUNTER, 1968) e era uma causa
relativamente incomum de DM em todo o mundo até o final do século XX. Porém, no ano
2000, esse sorogrupo foi responsavel por uma epidemia global que se iniciou com um surto
entre 0s peregrinos do Hajj, em Meca na Arabia Saudita, que resultou em mais de 400 casos
de DM e 52 mortes (TAHA et al., 2000). A cepa do Hajj pertencia ao complexo clonal
hipervirulento ST-11. Houve uma grande disseminacdo desse clone a medida que 0s
peregrinos tinham contato com seus familiares ao retornarem ao seu pais de origem
(WILDER-SMITH et al., 2003). Desde entdo, diversas epidemias do sorogrupo W tém
ocorrido, sobretudo no “cinturdo da meningite” no continente africano, enquanto surtos foram
relatados na Africa do Sul, Europa, Estados Unidos, China e América do Sul, especialmente

no Sul do Brasil e na regido denominada Cone Sul (Argentina, Chile, Paraguai e Uruguai)
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(ABAD et al., 2014; WHO, 2020). Através da analise do WGS, demonstrou-se que a cepa
W:2a:P1.5,2 do complexo clonal ST-11 que se disseminou na América do Sul € distinta da
cepa do Hajj (LUCIDARME et al., 2015). Alguns estudos demonstram que o sorogrupo W
estd associado a uma alta letalidade, afetando principalmente individuos mais jovens, que
podem apresentar um quadro clinico atipico que inclui: artrite, pericardite e sintomas
gastrointestinais (CAMPBELL et al., 2016; MUSTAPHA; MARSH; HARRISON, 2016).

O sorogrupo Y tem sido associado a surtos em diversas regides, sobretudo Estados
Unidos e Escandinavia, embora os casos de DM desse sorogrupo permanecam relativamente
raros (WHO, 2020). Nos Estados Unidos, o sorogrupo Y foi associado a varios surtos entre
militares na década de 1970 (SMILACK, 1974), e a sua incidéncia aumentou
progressivamente de modo que um terco dos casos no pais correspondiam a esse sorogrupo na
década de 1990 (ROSENSTEIN et al., 1999). Um aumento da incidéncia do sorogrupo Y
também foi observado na Europa, em particular nos paises escandinavos, onde cerca de 50%
dos individuos acometidos tinham entre 45 e 88 anos de idade (BROKER et al., 2015).

Os casos de DM do sorogrupo X sdo raros, conquanto surtos em determinadas regides
da Africa sejam reportados desde a década de 1990 (CAMPAGNE et al., 1999; GAGNEUX
et al., 2002; DJIBO et al., 2003). Por exemplo, em Niger, o sorogrupo X correspondia a 51%
dos casos de DM registrados entre janeiro e junho de 2006, sendo que no sudoeste do pais
essa proporcdo era ainda maior, atingindo 90% dos casos (BOISIER et al., 2007).
Recentemente, casos de DM do sorogrupo X foram identificados entre refugiados na Itélia
(STEFANELLI et al., 2017).

2.3.2 Epidemiologia da doenga meningococica no Brasil

A DM é endémica no Brasil com ocorréncia periddica de surtos e a sua epidemiologia
mudou ao longo do tempo no pais. Casos esporadicos da doenca foram registrados no inicio
do século XX entre imigrantes europeus e na década de 1920 ocorreu a primeira epidemia de
DM na cidade de Sao Paulo que durou seis anos. O sorogrupo A foi responsavel pela metade
dos casos registrados e 0 NmC por um quarto deles (DE MORAES; BARATA, 2005). A
partir de 1945, impulsionada pelas epidemias que ocorriam na Europa apés o fim da Segunda
Guerra Mundial, a incidéncia da DM aumentou significativamente em S&o Paulo, atingindo o
seu pico em 1947. Desta vez o sorogrupo A correspondia a 90% dos casos diagnosticados
(DE MORAIS et al., 1974). Na década de 1970, a cidade de S&o Paulo experimentou duas

ondas epidémicas de DM que se sobrepuseram. A primeira iniciou-se em 1971, resultando em
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uma elevada incidéncia com mais de 100 casos por 100 mil habitantes e a predominancia do
NmC do complexo clonal ST-11 (SACCHI et al., 1992; DE MORAES; BARATA, 2005). A
segunda onda epidémica teve predominancia do sorogrupo A associada ao complexo clonal
ST-5 e foi registrada em 1974, enquanto ainda se observava uma alta incidéncia de DM do
NmC (DE MORAES et al., 1974; SACCHI et al., 1992; DE MORAES; BARATA, 2005).

No final da década de 1970, a incidéncia de DM havia retornado ao nivel endémico
(1,0-2,5 casos por 100 mil habitantes) e permaneceu desta forma até meados da decada de
1980, quando houve um aumento do nimero de casos, atingindo o pico no final da década e
caracterizando o advento de uma nova epidemia (DE MORAES; BARATA, 2005). Os
sorogrupos A e C, até entdo dominantes, foram substituidos pelo NmB associado aos
complexos clonais ST-5 e ST-32 (DE MORAES et al., 1992; SACCHI et al., 1992; DE
LEMOS et al., 2007; SAFADI et al., 2015). Até o final da década de 1990, o NmB era
dominante, causando a maioria dos surtos e epidemias registrados no pais (DE FILIPPIS;
VICENTE, 2005).

Desde o inicio dos anos 2000, o NmC do complexo clonal ST-103 tem sido
responsavel pela maioria dos casos diagnosticados e € associado a surtos em todo o pais, com
incidéncia de 0,17 caso por 100.000 habitantes em 2017 (LEMOS et al., 2007; SAFADI et al.,
2013; PRESA et al., 2019; NUNES et al., 2021). De 2007 a 2009, a incidéncia de DM do
NmC aumentou substancialmente em diferentes regides do pais, particularmente no estado da
Bahia e em sua capital Salvador, que experimentou um aumento de 400% no ndmero de casos
nesse periodo em razdo da circulacdo da cepa C:23:P1.14-6: ST-3779 e ST-3780 do complexo
clonal cc103 (CARDOSO et al., 2012; CORDEIRO et al., 2018). O NmB permanece presente
em todas as regides do Brasil, correspondendo a 19,9% dos casos de DM registrados no pais
entre 2005 e 2018 (NUNES et al., 2021).

Desde 2003, a regido Sul do Brasil tem registrado casos de DM do sorogrupo W
associado ao complexo clonal hipervirulento cc1l (WEIDLICH et al., 2008; GORLA et al.,
2019; PRESA et al., 2019), resultando em um aumento significativo da prevaléncia desse
sorogrupo na regido (3,2% em 1995-2002 versus 17,8% em 2003-2005) (WEIDLICH et al.,
2008). No estado de Santa Catarina, por exemplo, o sorogrupo W foi o mais prevalente em
2018 (FEIJO; CUNHA, 2020). O aumento da prevaléncia do sorogrupo W nessa proporcao
ndo é observado em outras regides do Brasil; esse sorogrupo continua sendo o terceiro mais
frequente, correspondendo a 6,8% dos casos de DM registrados no pais no periodo de 2005 a
2018, com maior incidéncia em criancas menores de um ano de idade (NUNES et al., 2021).

Mais recentemente, foi identificada, principalmente na regido Sul do Brasil, uma nova
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variante da sublinhagem da cepa da América do Sul pertencente ao sorogrupo W ST-11/cc11,
nomeada “cepa 2016”, expressando um novo peptideo (1241) de FHbp. Entretanto, essa nova

variante parece ter um baixo potencial de disseminacdo (DE LEMOS et al., 2022).

2.4 O ESTADO DE PORTADOR DE N. meningitidis

O Unico nicho ecoldgico de Nm é a mucosa da nasofaringe e orofaringe do ser
humano. Ao colonizar de forma assintomatica o trato respiratorio superior, fendmeno
comumente referido como estado de portador, 0 meningococo estabelece uma relagcdo bem-
sucedida com o hospedeiro, que nao apresenta nenhuma patologia (YAZDANKHAH;
CAUGANT, 2004). Além disso, o estado de portador induz uma resposta imune especifica a
cepa colonizadora, que pode prevenir a aquisicdo posterior dessa mesma cepa e proteger
contra a DM (GOLDSCHNEIDER; GOTSCHLICH; ARTENSTEIN, 1969; JORDENS et al.,
2004). Todavia, o desequilibrio dessa relacéo, seja por falhas na resposta imune do hospedeiro
ou por fatores de viruléncia da bactéria, pode resultar no desenvolvimento da DM
(CAUGANT; MAIDEN, 2009).

O estado de portador assintoméatico de Nm foi descrito pela primeira vez na Europa
por Kiefer em 1896 e, desde entdo, diversos estudos sobre o tema tém sido realizados no
mundo (KIEFER, 1896 apud DE SOUZA; SEGURO, 2008). Em 1906, Kutscher mostrou que
0s portadores assintomaticos de Nm podem ser encontrados na populacao geral e ndo apenas
entre contactantes de casos de DM (KUTSCHER, 1906 apud RAKE, 1934). Durante a
primeira Guerra Mundial (1914-1918), os estudos epidemioldgicos conduzidos por Glover
(1918) demonstraram que a proximidade das camas em quartéis do Exercito Britanico
localizados na regido de Caterham, no sul de Londres, estava relacionada ao aumento do
namero de portadores de Nm e, eventualmente, a uma maior ocorréncia de surtos de DM entre
0s recrutas. Esses estudos foram realizados antes do advento dos antibidticos e a
quimioprofilaxia dos contactantes de casos de DM consistia na inalacdo de sulfato de zinco
(CARTWRIGHT, 2005).

Estudos posteriores questionaram o0s resultados encontrados por Glover (1918),
sugerindo que a relacdo entre portador assintomatico e a ocorréncia de DM ndo estava bem
estabelecida (LAYBOURN, 1931; DUDLEY; BRENNAN, 1934). Entretanto, na década de
1930, Rake (1934) estabeleceu um marco na elucidacdo da dinamica do estado de portador ao
conduzir um estudo longitudinal com trabalhadores jovens e saudaveis de um escritorio na

cidade de Nova lorque, demonstrando que a duracdo do estado de portador varia entre 0s
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individuos, podendo ser intermitente bem como persistir durante meses. Outra descoberta
relevante ocorreu, em 1965, com a identificacdo da bactéria comensal Neisseria lactamica na
nasofaringe de individuos e que é intimamente relacionada a Nm (MITCHELL; RHODEN,;
KING, 1965; HOLLIS; WIGGINS; WEAVER, 1969). Posteriormente demonstrou-se que a
N. lactamica é capaz de induzir, especialmente em criancas, uma resposta imune contra o
meningococo (GOLD et al., 1978) em razdo da presenca de estruturas homdlogas em ambas
as espécies bacterianas (TRONCOSO et al., 2000).

A partir da década de 1970, as investigacdes sobre os fatores de risco associados ao
estado de portador ganharam maior notoriedade. Diversos estudos demonstraram que o0 estado
de portador é idade-dependente. Greenfield, Sheehe e Feldman (1971), ao conduzirem um
estudo longitudinal com familias em Nova lorque, encontraram uma prevaléncia maior de
portadores entre individuos do sexo masculino e maiores de 20 anos de idade, enquanto as
criangas pareciam ser menos propensas a albergar o meningococo de forma assintomatica.

Na Europa e América do Norte, a prevaléncia de portadores € baixa nos primeiros
anos de vida (menos que 3%), aumentando na adolescéncia e atingindo o pico no inicio da
vida adulta, entre 20 e 24 anos de idade (CARTWRIGHT et al., 1987; CAUGANT et al.,
1988; BLACKWELL et al., 1990; CAUGANT et al., 1994; CHRISTENSEN et al., 2010). Por
outro lado, na Africa, esse padrdo ndo é observado e as criancas sdo o principal reservatorio
do meningococo. Dois estudos sobre portadores conduzidos no Mali (BURIAN; FOFANA;
SOW, 1974) e no norte da Nigéria (BLAKEBROUGH et al., 1982) relataram,
respectivamente, uma prevaléncia de 11,6% e 14% entre criancas de um a quatro anos de
idade. Mais recentemente, foi reportada uma maior prevaléncia entre criangcas em idade
escolar (9-14 anos), com pico aos 10 anos de idade nos paises do “cinturdo da meningite”
(COOPER et al., 2019a).

Na América Latina e na Asia, os dados publicados sobre portadores sdo limitados. Em
Cuba a prevaléncia entre criancas de 5-12 anos de idade é de 6,9% (MARTINEZ et al., 2003)
e de 31,9% entre individuos de 17-22 anos (GUTIERREZ et al., 2006). Na América do Sul, a
taxa de portador é de 6,9% (15-21 anos) na Colémbia (MORENO et al., 2015), 6,5% (10-19
anos) (DIAZ et al., 2016), 4% (18-24 anos) no Chile (RODRIGUEZ et al., 2014) e 2,1% (3-
21 anos) no Paraguai (CHAMORRO et al., 2019). Um estudo realizado recentemente na
Argentina reportou que 9,4% dos individuos de 10-17 anos de idade albergavam o
meningococo de forma assintomética (GENTILE et al., 2021). Na Asia, uma baixa
prevaléncia de portadores tem sido relatada em paises como o Japdo (0,8%) entre individuos
de 18-23 anos de idade (TAKAHASHI et al., 2016), o Nepal (1,4%) entre criancas de 5-14
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anos (THAPA et al., 2017) e a Coréia do Sul (3,4%) entre estudantes do ensino médio (KIM
et al., 2017), enquanto na Turquia essa taxa pode atingir 7,5% entre pessoas de 0-18 anos,
com um pico aos 13 anos de idade (12,5%) (KIZIL et al., 2021).

Outros fatores de risco associados ao estado de portador s&o: sexo masculino
(CAUGANT et al., 1994, BREAKWELL et al., 2018), presenca de infecgOes do trato
respiratorio (viral ou bacteriana) (MUELLER et al.,, 2008; BREAKWELL et al., 2018;
COOPER et al., 2019b), tabagismo ativo e passivo (STUART et al., 1989; BLACKWELL et
al., 1990; BLACKWELL et al., 1992; KREMASTINOU et al., 1994) e baixo nivel
socioecondmico (DAVIES et al., 1996). Além disso, 0 nimero e a proximidade das interacdes
sociais também aumentam o risco de ser portador (MACLENNAN et al., 2006).

A prevaléncia de portadores de Nm é geralmente maior entre os contatos domiciliares
de pacientes com a DM quando comparada & populacéo geral (OLCEN et al., 1981; COOKE
et al., 1989; CARDENOSA et al., 2001). Um estudo realizado na Nova Zelandia demonstrou
que a taxa de portador entre os familiares que tiveram contato com um caso de DM foi de
20,5%, e que 50% desses individuos albergavam a mesma cepa do paciente com a DM
(SIMMONS et al., 2001). Mais recentemente, a pratica de sexo oral também foi apontada
como um fator de risco para a aquisicdo do meningococo, considerando que casos de infec¢do
do trato urogenital causados por Nm tém sido reportados nos ultimos anos (URRA et al.,
2005; MORENO et al., 2015; MIGLIETTA et al.,, 2018; LADHANI et al., 2020;
TINGGAARD et al., 2021).

A prevaléncia de portadores de Nm varia amplamente nas populagdes. Na Europa e
nos Estados Unidos, a taxa de portador varia de 10 a 35% entre adultos jovens (CAUGANT;
MAIDEN, 2009) e na Africa essa prevaléncia pode atingir 30% (TROTTER; GREENWOOD,
2007). De fato, estima-se que na populacdo geral, aproximadamente, 10% dos individuos
serdo portadores em algum momento da vida (CARTWRIGHT et al., 1987). Entretanto, essa
prevaléncia pode ser muito maior (70-100%) em comunidades fechadas ou semifechadas,
como quartéis militares (CAUGANT et al.,, 1992; TYSKI et al., 2001) e dormitérios
universitarios (NEAL et al., 2000; ALA’ALDEEN et al., 2011), onde o potencial de
transmissdo de pessoa a pessoa € alto (SORIANO-GABARRO et al., 2011). Um estudo
realizado na Universidade de Nottingham, no Reino Unido, mostrou que a taxa de portador
aumentou substancialmente na primeira semana de aula, de 6,9% no dia 1 para 23,1% no dia 4
(NEAL et al., 2000). Os autores atribuiram esse aumento as aglomeracdes e ao grande nimero

de interacdes socialis.
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A caracterizacdo molecular das cepas de Nm isoladas da nasofaringe e orofaringe de
portadores € essencial para a compreensao da dindmica de transmissdo desse microrganismo
na populacdo humana bem como da epidemiologia da DM (CAUGANT; TZANAKAKI;
KRIZ, 2007). O ambiente do trato respiratdrio superior humano alberga diversas bactérias
além do meningococo. Esse ambiente pode favorecer trocas horizontais de material genético
entre 0s microrganismos, podendo resultar em uma grande diversidade genética das cepas de
meningococo (LIPSITCH; O’HAGAN, 2007). De fato, as cepas isoladas de portadores sdo
mais diversas que aquelas isoladas de individuos doentes (TROTTER; MAIDEN, 2009).

Enquanto 90% dos isolados de doenca invasiva sédo encapsulados, cerca de 50% dos
isolados provenientes de portadores assintomaticos ndo expressam ou expressam de forma
reduzida os polissacarideos capsulares, sendo caracterizados como NG (CLAUS et al., 2002).
ModificacGes do sorotipo e do subtipo do meningococo bem como do nivel de expressao das
proteinas PorA e PorB durante o periodo de colonizacdo assintomatica também j& foram
reportadas por alguns estudos (CAUGANT, 1998; ALA'ALDEEN et al., 2000). Além disso, a
estrutura do LOS das cepas isoladas de portadores parece diferir daquelas associadas a DM,
observando-se uma predominédncia dos imunotipos L1 e L8 (estrutura mais curta) em
portadores, enquanto os imunotipos com cadeias longas sdo mais comumente encontrados em
isolados invasivos (POOLMAN; VAN DER LEY; TOMMASSEN, 1995 apud
YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004). Do mesmo modo, ja se demonstrou que a proteina
NadA esta ausente na maioria dos isolados de portadores, em contraste com o que se observa
em isolados de doenca invasiva, onde essa proteina pode estar presente em 50% das cepas
(COMMANDUCCI et al., 2004). Em relagdo aos STs e complexos clonais, as linhagens
hipervirulentas, como o ccl1, raramente sdo encontradas em cepas de portadores (CAUGANT
et al., 1988; CLAUS et al., 2005). Em contraste, outros complexos clonais, como 0 cc1136 e
cc198, sdo comumente associados ao estado de portador e parecem estar bem adaptados ao
ambiente do trato respiratério superior humano, estabelecendo uma relagdo bem-sucedida
com o hospedeiro (YAZDANKHAH et al.,, 2004; CLAUS et al.,, 2005; CAUGANT,
TZANAKAKI; KRIZ, 2007).

Alguns estudos sobre portadores de Nm foram realizados no Brasil (MUNFORD et al.,
1974; SAFADI et al., 2014; GIOIA et al., 2015; MORAES et al., 2015; NUNES, et al., 2016;
RIZEK et al., 2016; MOURA et al., 2017; WECKX et al., 2017; FERREIRA et al., 2020;
LIMA et al., 2020; DE LEMOS et al., 2022). Um estudo realizado em 2012 na cidade de
Campinas, em Sao Paulo, com 1208 estudantes de 11 a 19 anos de idade encontrou uma
prevaléncia de portadores de 9,9% (DE MORAES et al., 2015); NmC (1,32%) e NmB
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(0,99%) foram os sorogrupos predominantes, seguidos pelos sorogrupos E (0,74%), Y
(0,49%) e W (0,25%). As cepas NG corresponderam a 60,8% das amostras positivas.
Utilizando a técnica de MLST, foram identificados 36 STs diferentes distribuidos em 14
complexos clonais, sendo que o ST-103 foi 0o mais prevalente (DE MORAES et al., 2015).
Além disso, um menor nivel de escolaridade dos pais dos estudantes foi associado a um maior
risco de ser portador (DE MORAES et al., 2015).

Outro estudo conduzido com 968 participantes no municipio de Embu das Artes, em
Sao Paulo, mostrou uma prevaléncia semelhante de 9% entre individuos de 1 a 24 anos de
idade; 60,9% das amostras positivas para Nm eram NG (WECKX et al., 2017). O NmC foi o
sorogrupo predominante (18,4%), seguido pelo NmB (12,6%). Também se demonstrou que o
risco de ser portador aumenta de acordo com o nimero de moradores no domicilio na faixa
etaria de 15a 19 anos (WECKX et al., 2017).

Em 2014, 0 nosso grupo de pesquisa realizou um estudo com alunos da rede publica
estadual e municipal de educacdo de Salvador, Bahia. Entre os 1.200 participantes de 11 a 19
anos de idade, 59 obtiveram resultado positivo para colonizacdo por Nm, com prevaléncia
total de portadores de 4,9% (NUNES, et al., 2016). Entre as 59 amostras positivas, foram
identificados os sorogrupos B (11,8%), Y (8,5%), E (6,7%), Z (5,1%), C (3,4%) e W (3,4%).
As cepas NG corresponderam a 61% das amostras positivas (NUNES, et al., 2016).
Realizando a caraterizacdo genética das cepas atraves do MLST e do WGS, observou-se uma
grande diversidade de gendtipos, incluindo 34 STs diferentes distribuidos em 14 complexos
clonais, sendo que o cc1136 e 0 cc198 associados as cepas NG foram os mais prevalentes
(MOURA et al., 2017). O risco de ser portador foi maior entre os individuos que possuiam
apenas um quarto compartilhado no domicilio, cuja mée era tabagista e que frequentavam
festas/bares mais de cinco vezes por més (NUNES, et al., 2016). Outro estudo do nosso grupo
conduzido em 2016 em Salvador com 407 participantes mostrou que 12,3% dos universitarios
de 18 a 24 anos albergavam a bactéria de forma assintomaética; 92% das amostras positivas
eram NG (FERREIRA et al., 2020). Um total de 25 STs foram identificados e estavam
distribuidos em 11 complexos clonais. Os complexos clonais cc198 e cc1136 associados as
cepas cnl foram os mais frequentes (FERREIRA et al., 2020). Além disso, se demonstrou que
0 risco de ser portador estava associado ao sexo masculino bem como frequentar festas/bares
pelo menos uma vez por més (FERREIRA et al., 2020).

A maioria dos estudos sobre portadores de Nm encontrados na literatura séo de corte
transversal, provavelmente devido as dificuldades inerentes a conducdo de um estudo

longitudinal, como o seu alto custo e a possibilidade de perda de seguimento. Embora sejam
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importantes, os estudos de corte transversal consistem na observagdo da colonizagdo pelo
meningococo em uma dada populacdo em um Unico periodo de tempo e, portanto, ndo
permitem informar quando o individuo adquiriu a bactéria e por quanto tempo ele permaneceu
colonizado (CARTWRIGHT, 2001). Vale ressaltar também que uma amostra negativa ndo
descarta a possibilidade de baixa sensibilidade do teste adotado para a identificacdo bacteriana
bem como a ocorréncia de falha na coleta da amostra (YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004;
CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; CAUGANT; MAIDEN, 2009). Por outro lado,
existe uma escassez de estudos longitudinais em portadores de Nm na literatura e, até o
momento, nenhum estudo deste tipo foi realizado no Brasil.

As investigacdes longitudinais sdo importantes para a caracterizacdo da duracdo do
estado de portador de Nm e da data de aquisicdo na populacdo. Estudos longitudinais sobre
portadores de Nm em quartéis militares sdo comuns na literatura (ARTENSTEIN et al., 1967;
PETHER et al., 1988; ANDERSEN et al., 1998; JONES et al., 1998; RIORDAN et al., 1998;
JOUNIO et al., 2012). Um estudo realizado com militares na Dinamarca mostrou que 20%
dos recrutas adquiriram o meningococo durante o primeiro més de servico militar
(ANDERSEN et al., 1998). Outro estudo conduzido na Finlandia em um quartel militar
evidenciou, por exemplo, que a taxa de portador era significativamente maior no final do que
no inicio do servigo militar (18% versus 2,2%) (JOUNIO et al., 2012). Além dos quartéis
militares, os dormitdrios universitarios sao considerados locais de alto risco para a aquisicdo
do meningococo (PETERSON et al., 2018). Desta forma, alguns estudos sobre portadores de
Nm com estudantes universitarios sdo encontrados na literatura (ALA’ ALDEEN et al., 2000;
JORDENS et al., 2004; BIDMOS et al., 2011; DUREY et al., 2012; JEPPESEN et al., 2015;
VAN RAVENHORST et al., 2017; GILCA et al., 2018; MCMILLAN et al., 2019; CHOI et
al., 2021; KANAYAMA et al., 2021). Jordens e colaboradores (2004), ao conduzirem um
estudo longitudinal em uma universidade do Reino Unido com estudantes do primeiro ano da
graduacéo, demonstraram que 25% dos alunos adquiriram o meningococo ao longo do estudo.
Outro trabalho, também realizado no Reino Unido, investigou a taxa de portador entre 0s
estudantes da Universidade de Nottingham que viviam em dormitdrios entre 2008 e 2009. Na
primeira coleta, que foi realizada cinco semanas ap0s o inicio das aulas, 47% dos individuos
eram portadores e, ao final do estudo (seis meses depois), essa taxa aumentou para 62%
(BIDMOS et al., 2011). Um estudo mais recente com universitarios na Coréia do Sul
demonstrou que a taxa de portador de Nm entre os novos alunos que viviam em dormitorios
aumentou significativamente de 2,7% no primeiro més para 11,8% trés meses apds o inicio
das aulas (CHOI et al., 2021).



35

As investigacOes longitudinais apontam que o estado de portador de Nm pode ser
transitério (durando poucos dias), intermitente ou crénico (persistindo por varios meses)
(ANDERSEN et al., 1998; CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007). O tempo de
colonizagdo assintomética pelo meningococo reportado na literatura varia de 30 dias a nove
meses (BLAKEBROUGH et al., 1982; DE WALS et al., 1983; MUELLER et al., 2007,
BIDMOS et al., 2011; BASTA et al., 2018; SHARMA et al., 2021). A duracdo do estado de
portador parece estar associada as caracteristicas da cepa colonizadora, e nem todas as cepas
de meningococo tém a capacidade de estabelecer uma relacdo de longo prazo com o
hospedeiro (CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007). De modo geral, os estudos
longitudinais existentes tém mostrado que a associacdo de uma determinada cepa com o
hospedeiro € de certa forma duravel, e que 85% dos portadores permanecem colonizados pela
mesma cepa durante o periodo de acompanhamento (CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ,
2007; GLITZA et al., 2008).

2.5 VACINAS MENINGOCOCICAS

A vacinagdo consiste em uma importante ferramenta de prevencéo da DM por se tratar
de uma patologia grave, com alta letalidade, de rapida evolugdo e potencial epidémico
(SAFADI; BEREZIN; OZELKA, 2012). As vacinas contra a DM estdo disponiveis ha mais
de 50 anos e, ao longo do tempo, com o desenvolvimento de novas tecnologias, tornaram-se
mais acessiveis e mais competentes, principalmente no que tange uma maior cobertura das
cepas de Nm circulantes. Entretanto, ndo existe, até 0 momento, uma vacina universal contra
o meningococo (PARIKH et al., 2020). As vacinas meningocdcicas podem oferecer tanto uma
protecdo direta contra a doenca, ao estimular a producdo de anticorpos bactericidas em
individuos vacinados, quanto prevenir o estado de portador, ao induzir uma resposta imune na
mucosa do trato respiratorio superior, reduzindo, desta forma, a circulacdo e transmissao do
meningococo (ZHANG; FINN, 2004; TROTTER; MAIDEN, 2009). As vacinas
meningococicas  disponiveis atualmente podem ser enquadradas em trés grupos:
polissacaridicas, polissacaridicas conjugadas e recombinantes. Uma vez que as vacinas
polissacaridicas (simples e conjugada) sdo sorogrupo-especificas, elas ndo sdo capazes de
fornecer protecdo cruzada contra outros sorogrupos do meningococo (PARIKH et al., 2020).

A primeira vacina baseada nos antigenos da céapsula de Nm foi desenvolvida na
década 1960, e a vacina polissacaridica contra o NmC foi a primeira a ser licenciada nos
Estados Unidos em 1974 (TROTTER; MAIDEN, 2009). As vacinas polissacaridicas podem
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ser monovalentes (A ou C), bivalentes (A e C) ou quadrivalentes (A, C, W e Y) (WHO,
2020). A resposta imunoldgica as vacinas polissacaridicas € do tipo células T independente e,
por essa razéo, € pouco imunogénica, confere uma protecdo de curta duracdo por ndo induzir
memoria imunoldgica, além de possuir baixa responsividade com doses de refor¢o quando
aplicadas em criangas menores de dois anos de idade, ndo obstante se observe uma maior
eficacia dessas vacinas em criangas mais velhas e adultos (MASLANKA et al., 1998;
HARRIS et al., 2003). Essa resposta imunoldgica idade-dependente as vacinas
polissacaridicas ja foi demonstrada em diversos estudos que utilizaram vacina monovalente
(LEPOW et al., 1977; KAYHTY et al., 1980), bivalente (JOKHDAR et al., 2004) e
quadrivalente (AL-MAZROU et al., 2005). Outra limitacdo das vacinas polissacaridicas
consiste na sua incapacidade de prevenir o estado de portador bem como reduzir a
colonizacdo, tendo efeito apenas transitdrio e pouco impacto na circulacdo e transmissao do
meningococo (DELLICOUR; GREENWOOD, 2007). Essas vacinas tém sido utilizadas
principalmente na contencao de surtos e epidemias e em paises de renda baixa e renda média
devido ao seu baixo custo. Em paises de renda mais alta, as vacinas polissacaridicas foram
substituidas pelas vacinas conjugadas (PARIKH et al., 2020).

As limitagOes desse tipo de vacina foram superadas com o desenvolvimento das
vacinas polissacaridicas conjugadas que utilizam um carreador proteico (a proteina de
Corynebacterium diphtheriae CRM197 ou 0 toxdide tetanico) para apresentar o polissacarideo
capsular ao sistema imunoldgico, de forma a induzir uma resposta do tipo células T
dependente, além de co-estimular os linfécitos B, melhorando a sua imunogenicidade,
fendmeno que é observado inclusive em criancas menores de dois anos de idade
(RICHMOND et al., 2001). As vacinas conjugadas também induzem memdria imunoldgica
por meio da producdo de linfocitos B de memdria de longa duracdo (KELLY; POLLARD;
MOXON, 2005). Além disso, as vacinas conjugadas sdo capazes de prevenir o estado de
portador bem como reduzir a colonizacdo e a transmissao, resultando em protecéo indireta ou
“imunidade de rebanho”; a hiporresponsividade em doses subsequentes, observada com as
vacinas polissacaridicas, também n3o ocorre com o uso das vacinas conjugadas (SAFADI;
BEREZIN; OZELKA, 2012).

Em 1999, o Reino Unido tornou-se o primeiro pais a introduzir a vacina
meningococica conjugada contra o sorogrupo C (MCC) no calendario nacional de vacinacao
infantil cujo esquema consistia em trés doses para lactentes aos dois, trés e quatro meses de
idade; em paralelo a isso foi feita uma campanha de catch-up com uma dose da vacina para
imunizar individuos com até 18 anos de idade (MILLER; SALISBURY; RAMSAY, 2001).



37

Essa estratégia resultou em uma reducgdo expressiva tanto da incidéncia da DM, inclusive em
grupos nao vacinados, o que evidencia a capacidade da vacina de induzir a “imunidade de
rebanho”, quanto da prevaléncia de portadores (BALMER; BORROW; MILLER, 2002;
MAIDEN et al., 2008).

O Brasil foi o primeiro pais da América Latina a introduzir a vacina MCC no
programa nacional de imunizacdo em 2010, apos a incidéncia da DM no pais atingir 7,0 casos
por 100.000 habitantes entre criancas menores de dois anos de idade nesse ano. O esquema
consistia em duas doses da vacina aos trés e cinco meses de idade com um reforgo aos 12-15
meses (SAFADI; BEREZIN; OZELKA, 2012; ANDRADE et al., 2017). O estado da Bahia
foi o primeiro a adotar a imunizacdo de rotina de criancas menores de dois anos de idade,
ainda em fevereiro de 2010, ap0s experimentar um surto em 2009, registrando 194 casos de
DM (1,5 casos por 100.000 habitantes) e 50 oObitos (39% de letalidade). Além disso, as
criangas menores de cinco anos também eram elegiveis a receber pelos menos uma dose da
vacina MCC (CARDOSO et al., 2012). Na capital Salvador, além das criancas, os individuos
de 10 a 24 anos de idade receberam uma dose da vacina, em razdo do aumento do numero de
casos de DM nessa faixa etaria (CARDOSO et al., 2012).

As campanhas revelaram-se altamente eficazes no controle do surto e na reducdo da
incidéncia da doenca entre criangas menores de dois anos em todo o pais (ANDRADE et al.,
2017). Na Bahia, comparando o periodo pos-vacinal (2011 a 2015) ao periodo pré-vacinal
(2007 a 2009), houve uma reducdo de 33% da incidéncia de DM do NmC, com a faixa etaria
de 0-4 anos (publico-alvo da vacinacdo) registrando a reducdo mais expressiva (70%)
(MACEDO et al., 2018). Em Salvador, onde houve a vacina¢do de adolescentes e adultos
jovens, essa reducdo foi ainda maior na populacdo geral (69%), sendo significativa em todas
as faixas etérias, incluindo individuos com idade superior a 40 anos, que nao eram elegiveis
para receber a vacina durante as campanhas (MACEDO et al., 2018). Esses resultados
destacam a importancia das campanhas de catch-up, incluindo adolescentes e adultos jovens
(grupos mais susceptiveis a aquisi¢cdo do estado de portador) na vacinacdo, para reduzir a
colonizacdo e, consequentemente, a transmissdo de Nm, resultando na protecao indireta dos
individuos ndo vacinados (VETTER et al., 2016; MACEDO et al., 2018).

Atualmente duas doses da vacina MCC estdo sendo disponibilizadas para as criangas
no PNI aos trés e aos cinco meses de idade, com um reforgo aos 12 meses (BRASIL, 2021). A
partir de 2017, a imunizacdo de adolescentes com uma dose da vacina foi incluida no
calendario nacional, com as seguintes coortes sendo contempladas: 12 a 13 anos (2017), 11 e
12 anos (2018), 10 e 11 anos (2019) e 9 e 10 anos de idade (2020) (ANDRADE et al., 2017).
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Estdo disponiveis atualmente quatro tipos de vacinas conjugadas quadrivalentes (A, C,
W e Y) licenciadas em varios paises (WHO, 2020). Todas essas vacinas se mostraram, até o
momento, seguras, eficazes, altamente imunogénicas contra 0s quatro sorogrupos de Nm e
capazes de induzir memdria imunolégica. Além disso, as vacinas conjugadas quadrivalentes,
do mesmo modo gque as monovalentes, parecem prevenir o estado de portador e reduzir a
colonizagdo, contribuindo para a “imunidade de rebanho” (READ et al., 2014;
KORZENIEWSKI et al., 2015). No Brasil, uma dose da vacina quadrivalente ACWY esta
sendo disponibilizada no PNI para os adolescentes de 11 e 12 anos de idade desde 2020
(BRASIL, 2022). Todavia, apenas o0s paises de renda mais alta conseguem ter acesso a essas
vacinas em razdo do seu alto custo (GARCIA et al., 2021).

Vale ressaltar que o alto custo das vacinas meningocdcicas sempre constituiu um
empecilho para a implementacdo da vacinacdo de rotina nos paises de renda baixa,
especialmente nos paises africanos do “cinturdo da meningite”. A MenAfriVac® é uma
vacina meningococica conjugada contra o sorogrupo A de baixo custo, que foi desenvolvida
em 2001 pelo Projeto Vacina contra Meningite para 0 uso nessa regido da Africa, apos as
epidemias que ocorreram em 1996 e 1997 (DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018).
Esse projeto foi uma colaboracdo entre a Organizacdo Mundial da Saude e parceiros, cujo
objetivo era vacinar individuos de 1 a 29 anos de idade. A vacina foi altamente eficaz e
resultou em uma diminui¢do de 57% da incidéncia de DM (TROTTER et al., 2017) bem
como em uma reducdo da prevaléncia de portadores (DAUGLA et al., 2014).

Em razdo da ocorréncia de diversos surtos de DM do sorogrupo X nos paises do
“cinturdo da meningite” no continente africano (CAMPAGNE et al., 1999; GAGNEUX et al.,
2002; DJIBO et al., 2003; BOISIER et al., 2007), uma vacina conjugada pentavalente de
baixo custo contra os sorogrupos A, C, W, Y e X foi desenvolvida e j& se encontra na fase trés
de ensaios clinicos na Africa e na india (BOLGIANO et al., 2021). Na sua formulac&o, os
polissacarideos dos sorogrupos A e X sdo conjugados, individualmente, com o toxdide
tetanico, e os polissacarideos C, W e Y com a proteina CRMuig7r (PIZZA; BEKKAT-
BERKANI; RAPPUOLL, 2020; BOLGIANO et al., 2021). O estudo de fase um em adultos de
18 a 45 anos de idade nos Estados Unidos demonstrou que essa vacina é segura, bem tolerada
e altamente imunogénica contra os cinco sorogrupos (CHEN et al., 2018). Este foi 0 primeiro
ensaio clinico de uma vacina contendo o polissacarideo do sorogrupo X (CHILUKURI et al.,
2014). O estudo de fase dois em criancas de 12 a 16 meses em Mali também demonstrou a sua

seguranca e imunogenicidade nessa faixa etaria (TAPIA et al., 2021).
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Outra vacina pentavalente conjugada contra os sorogrupos A, B, C, W e Y
(quadrivalente ACWY-CRM associada a 4CMenB) foi desenvolvida e demonstrou ser segura,
imunogénica e bem tolerada em adolescentes e adultos (SAEZ-LLORENS et al., 2015;
SAEZ-LLORENS et al., 2018; SZENBORN et al., 2018; WELSCH et. al., 2018). O uso dessa
vacina pode ter um impacto expressivo na incidéncia de DM dos cinco principais sorogrupos
de Nm, além de simplificar 0 esquema de imunizacdo, aumentando a sua adesdo e,
consequentemente, a cobertura vacinal (HUANG et al., 2021; VESIKARI et al., 2021).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o NmB tem sido um desafio, a
despeito dos avangos da tecnologia na producao de vacinas. O polissacarideo desse sorogrupo
€ pouco imunogénico, além de ser expresso em varios tecidos humanos, o que poderia
desencadear reacdes autoimunes (FINNE et al., 1987). Nesse contexto, 0s antigenos
subcapsulares de Nm se apresentam como uma alternativa para a producdo das vacinas
recombinantes contra 0 NmB (WHO, 2020). Na década de 1980, as vacinas baseadas nas
vesiculas da membrana externa (OMV) foram utilizadas para proteger contra cepas
especificas que causavam doenca hiperendémica em Cuba, Noruega e Nova Zelandia
(HOLST et al., 2013). Apesar de ser relativamente eficaz, esse tipo de vacina ndo fornece
protecdo cruzada devido a sua composi¢do, que inclui variantes especificas de PorA e,
portanto, induz a producédo de anticorpos bactericidas especificos (WHO, 2020).

O advento das ciéncias gendmica e protedmica forneceu abordagens adicionais para a
identificacdo de novos antigenos de Nm candidatos a vacina, por meio de um processo
denominado vacinologia reversa (MASIGNANI; PIZZA; MOXON, 2019). Utilizando essa
tecnologia, trés antigenos da membrana externa do NmB foram apontados como candidatos
vacinais: o NHBA, FHbp e NadA, em razdo da sua ampla distribuicdo na populacdo de
meningococos e a sua capacidade de induzir reagdo cruzada contra cepas geneticamente
diversas. Esses antigenos serviram de base para a producdo das vacinas 4CMenB (Bexsero®)
e a rLP2086 bivalente (Trumenba®) (MASIGNANI; PIZZA; MOXON, 2019; PIZZA;
BEKKAT-BERKANI; RAPPUOLL, 2020).

A vacina 4CMenB é composta pelos trés antigenos da membrana externa de Nm,
NHBA, FHbp e NadA, associados a OMV de uma cepa epidémica da Nova Zelandia. Desta
forma foi possivel aumentar a producdo de anticorpos bactericidas induzida por essa vacina
(DRETLER; ROUPHAEL; STEPHENS, 2018). A vacina rLP2086 bivalente é composta por
duas variantes de FHbp, que podem ser categorizadas imunologicamente em duas subfamilias
(A e B). Essa proteina tem demonstrado ser capaz de induzir, de forma robusta, a producdo de

anticorpos bactericidas contra diversas cepas do NmB (FLETCHER et al., 2004). Ambas as
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vacinas ja foram licenciadas em 12 paises, incluindo Reino Unido e Estados Unidos (WHO,
2020). No Brasil, a vacina 4CMenB foi licenciada em 2015 e foi disponibilizada apenas na
rede particular, sendo indicada a partir dos dois meses de idade até 50 anos (SAFADI et al.,
2017).

Os estudos sobre portadores assintomaticos de Nm podem fornecer informagGes
fundamentais sobre a epidemiologia, patogenicidade da DM e sobre a estrutura populacional
das cepas circulantes de meningococo ao longo do tempo, particularmente antes e apds
periodos de intervencdes vacinais (CARTWRIGHT, 2001; YAZDANKHAH; CAUGANT,
2004; CAUGANT; MAIDEN, 2009). Portanto, para que programas eficazes de vacinacao
sejam projetados, faz-se necessaria a compreensdo da dindmica do estado de portador
assintomatico de Nm, através da identificacdo da taxa de portador na populagdo, dos fatores
de risco e do tempo de colonizacdo pela bactéria bem como da caracterizacdo das cepas

circulantes de meningococo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a dindmica do estado de portador assintomatico de Neisseria meningitidis em
uma populacdo de estudantes de 18 a 24 anos de idade de um centro universitario na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Analisar os fatores associados a aquisicdo do estado de portador de N. meningitidis;

= Identificar e caracterizar as cepas de N. meningitidis em genogrupéveis e nao-
genogrupaveis;

= Determinar a sequéncia tipo e o complexo clonal das cepas de N. meningitidis;

= Caracterizar as proteinas de membrana externa (PorA, PorB e FetA) e os antigenos
vacinais (FHbp, NadA e NHBA) contra o sorogrupo B de N. meningitidis;

= Estimar o tempo de colonizagdo assintomatica por N. meningitidis.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Um estudo com uma coorte dindmica foi conduzido em uma universidade particular de
Salvador, Bahia, de 12 de fevereiro a 28 de novembro de 2019, com a participacdo de
estudantes de 18 a 24 anos de idade.

Critérios de inclus&o:

- estar matriculado na universidade;

- pertencer a faixa etaria de 18 a 24 anos de idade.

Critérios de exclusao:

- ndo pertencer a faixa etaria de 18 a 24 anos de idade.

Critérios de ndo incluséo:
- presenca de sintomas de qualquer doenca infecciosa no momento da coleta;
- uso de antibidtico até 15 dias antes da coleta;

- estar cursando o ultimo semestre da graduacéo.

Os alunos foram recrutados durante o periodo da matricula, ou entre a primeira e
segunda semana de aula, quando o grupo responsavel fez uma explanacdo sobre a importancia
da participagdo no projeto e obteve o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A) devidamente assinado. Os estudantes que desistiram de participar do estudo
foram substituidos por novos voluntarios, selecionados aleatoriamente, de forma a obter um

namero similar de participantes em cada coleta.

4.2 COLETA DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS E DAS AMOSTRAS

As coletas ocorreram nos meses de fevereiro, mar¢o, maio, agosto e novembro de
2019, com o objetivo de coletar cinco swabs de cada aluno. A primeira e a segunda coletas

foram realizadas antes e apds o carnaval, respectivamente, como mostra o quadro abaixo.
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Quadro 1 - Periodos de realizagdo das coletas do estudo.

Coleta (dia) Periodo Més

12 coleta (Zero) 1° dia/semana de aula fevereiro
22 coleta (30) 1 més apos a 12 coleta marco

32 coleta (90) 3 meses apos a 12 coleta maio

42 coleta (180) 6 meses apds a 12 coleta agosto

52 coleta (270) 9 meses apds a 12 coleta novembro

Fonte: Elaborado pela autora

4.2.1 Coleta dos dados epidemiolégicos

Apdbs o universitario concordar com a pesquisa e assinar o TCLE (Apéndice A), foi
aplicado um questionario na primeira coleta para a obtencdo dos dados demogréaficos (sexo,
idade, cor da pele e escolaridade da mée), sociais (nimero de pessoas que residem na casa e
quantidade de comodos utilizados para dormir por residéncia) e comportamentais (frequéncia
a festas/bares, exposicdo a fumaga de cigarro, etc) (Apéndice B). Nas coletas subsequentes,
aplicou-se outro questionario cujas respostas as variaveis (densidade domiciliar, contato com
alguém com meningite, frequéncia a festas/bares, etc) poderiam sofrer modificaces ao longo
do estudo e que compdem os dados longitudinais do trabalho (medidas repetidas) (Apéndice
C).

4.2.2 Coleta das amostras de orofaringe

A coleta das amostras foi realizada com o auxilio de um abaixador de lingua para que
0 swab de Rayon fosse pressionado e rolado sobre a mucosa da parte posterior da orofaringe
dos participantes (CARTWRIGHT, 2001). O material coletado foi semeado imediatamente
em meio agar chocolate PolyVitex VCAT3 (bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France), meio
descrito por Thayer e Martin modificado com VCNT (vancomicina, colistina, nistatina e
trimetoprim) (THAYER; MARTIN, 1966) e transportado até o laboratério em uma jarra com
vela, em temperatura ambiente, no periodo maximo de 4 horas. Cada amostra foi devidamente
etiquetada de acordo com o cadigo de identificacdo do participante.

Apo6s a semeadura em meio de cultura, o swab foi introduzido em um tubo pléstico
(capacidade de 4 mL), com tampa de rosca, contendo 2 mL do meio de transporte STGG
(Skim Milk, triptona, glicose, glicerina). Sua haste foi cortada com uma tesoura de forma que

a ponta contendo a parte do algodéo ficasse totalmente submersa no meio de transporte.



44

O tubo contendo o STGG identificado com o codigo do participante foi acondicionado
adequadamente em caixa térmica (4-8°C) com gelo, segundo as normas de biosseguranca,
para garantir a viabilidade das amostras até o encaminhamento ao Nucleo de Pesquisa e
Inovacdo (NUPI) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica. No laboratério, as placas
semeadas foram incubadas a 37+2°C com 5% de CO. e os tubos de STGG foram

acondicionados a -80° C para futura analise.

4.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE N. meningitidis ATRAVES DE TESTES
FENOTIPICOS

As colbnias crescidas no meio agar chocolate PolyVitex VCAT3 (bioMérieux, La
Balme-les-Grottes, France) que apresentavam caracteristicas morfoldgicas correspondentes ao
género Neisseria foram subcultivadas em agar Columbia enriquecido com 5% de sangue de
carneiro (bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France) para obtencao de culturas puras.

As coldnias isoladas foram avaliadas microscopicamente quanto a sua caracteristica
morfotintorial através da coloracdo de Gram, e apenas os isolados que se apresentaram como
diplococos Gram negativos foram submetidos ao teste da oxidase. Em seguida, as cepas foram
submetidas a prova de oxidacdo dos acucares (glicose, maltose, sacarose e lactose) através do
meio CTA (Cysteine Triplice Agar) (Becton Dickinson and Company, BD, EUA) (WHO,
2011). Apos essa triagem, as cepas identificadas como Nm foram conservadas e congeladas a
-80°C em caldo infusdo de cérebro-coracdo (BHI) (Becton Dickinson and Company, BD,
EUA) acrescido de 20% de glicerol.

4.4 IDENTIEICAQAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE N. meningitidis
ATRAVES DO SEQUENCIAMENTO DO GENOMA TOTAL (WGS)

Os 176 isolados identificados durante o estudo como diplococos Gram-negativos e
oxidase positiva foram enviados ao Laboratorio de Meningite do Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), em Atlanta, nos Estados Unidos, para a identificacdo e caracterizacdo
molecular de N. meningitidis por meio do sequenciamento do genoma total (WGS), sob a
coordenacgdo da Dr?. Xin Wang. Apenas 136 isolados mostraram-se vidveis para a realizacdo
do WGS no CDC.

As cepas de N. meningitidis armazenadas em BHI foram reativadas, plaqueando-se 10

ulL da suspensdo bacteriana em agar triptona soja enriquecido com 5% de sangue carneiro
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(Becton Dickinson and Company, BD, EUA) e mantida a 37£2°C, em estufa de CO, a 5%,
por 18-24 horas. Em seguida, com o auxilio de swabs estéreis, o crescimento bacteriano foi
removido da placa e resuspenso em tubos de 1,5mL contendo 1mL de Tris-HCI (10mM,;
pH=7,5). Essas suspensdes foram entéo centrifugadas por 5 minutos a 13.000 -16.000 x g para
a formacéo de pellets. O sobrenadante foi descartado de modo que todo o residuo do tampéo
Tris-HCI fosse removido.

Para cada tubo foram adicionados 828ul do tampao de lise celular Master Mix
composto 800ul de tampao de lise (Prepito Cyto Pure Kit CMG-2034, PerkinElmer, Waltham,
EUA), 20 ul proteinase K (Prepito Cyto Pure Kit CMG-2034, PerkinElmer, Waltham, EUA) e
8ul de RNase A (QIAgen, Valencia, California, EUA). Em seguida as amostras foram
incubadas em uma placa agitadora a 250 rpm a 56°C por 30 minutos.

ApOs esta etapa, as amostras foram novamente incubadas a 80°C por 5 minutos para
garantir a inativacdo da bactéeria. Posteriormente, as bactérias lisadas foram transferidas para
uma placa contendo 96 pocos que foi inserida no Chemagic Prepito®-D para a extracdo
automatizada do DNA.

Apbs a extracdo, a concentracdo do DNA extraido foi avaliada pelo Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) e a qualidade foi analisada através
do Nanodrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) no qual deveria apresentar
uma relacdo A260/280 entre 1,8 — 2,1.

O DNA extraido foi fragmentado atraves do sonicador Covaris M220 Focused-
ultrasonicator™ (BioLogics Inc. Manassas, Virginia, EUA), seguindo o protocolo
preconizado pelo fabricante para um volume de 50ul e para a obtencdo de fragmentos de
DNA de até 550 pares de bases (pb).

Para a construcdo da biblioteca gendmica, 50ul do DNA fragmentado foi transferido
para uma placa de 96 pocos da estacdo de trabalho Zephyr® G3 NGS Workstation
(PerkinElmer, Massachusetts, EUA), onde foram eliminados os fragmentos de DNA com o
tamanho diferente ao previamente selecionado. Apds esse procedimento, foram utilizados os
kits NEBNext® UltraTM DNA library e NEBNext® Multiplex Oligo (New England Biolabs
Inc., Ipswich, MA) para o lllumina®, seguindo o protocolo preconizado pelo fabricante.

Para a avaliagdo do controle de qualidade da biblioteca gendmica preparada, foi
realizada a determinagdo da concentracdo do DNA através do Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, EUA) e do tamanho dos fragmentos do DNA através do
Agilent 2200 TapeStation (Santa Clara, California, EUA), sendo considerado adequados,
fragmentos de DNA entre 500-800 bp.
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Os resultados do Qubit foram utilizados para o célculo de diluicdo de cada biblioteca
com Tris a 10mM, resultando em uma concentracdo final de 4nM. Apds esse procedimentos,
Sul de cada biblioteca foi misturada as demais amostras formando um pool.

O sequenciamento da biblioteca foi efetuado na plataforma Illumina MiSeq (kit v2 500
ciclos PE, San Diego, CA).

As leituras do Illumina foram avaliadas através do Trim Galore verséo 0.3.7
(Babraham Bioinformatica, Cambridge, Reino Unido) para remover as leituras abaixo de
Q28, 100 pb e com uma taxa de erro de 0,03. Essa leituras foram entdo mapeadas através do
Bowtie versdo 2.1.0 e para a identificacdo de erros de base e indels foi utilizado o Freebayes
versdo 0.9.16 (https://github.com/ekg/freebayes) com qualidade de base >20, contagem
alternada >20 e cobertura >100 (KRETZ et al., 2016).

Os alelos do MLST foram identificados com base em uma pesquisa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), em comparagdo com as listas de alelos do
PubMLST. Para isto foi utilizado o banco de dados de sequéncias do genoma de isolados
bacterianos (BIGSdb) (http:/pubmist.org/software/database/bigsdb/./).

As sequéncias das proteinas da membrana externa foram igualmente tipificadas
comparando-as com as sequéncias encontradas no PubMLST. As proteinas FetA, PorA e
PorB foram caracterizadas de acordo com suas respectivas regides variaveis. A proteina NadA
foi categorizada pela convencdo de variante e identificador de peptideos da Novartis, e a
NHBA foi denominada através do identificador de peptideo PUbMLST. A proteina FHbp foi
categorizada pelo identificador de peptideo PubMLST, de acordo com o identificador do
peptideo Pfizer/variante Novartis (A/v2-3 e B/v1) e o identificador numérico Oxford (KRETZ
etal., 2016; RODRIGUES et al., 2018).

Todas as analises do sequenciamento, incluindo a determinacdo dos STs, complexos
clonais bem como a caracterizacao das proteinas da membrana externa foram realizadas pela

equipe do Laboratério de Meningite do CDC.

4.5 ANALISE FILOGENETICA

As éarvores filogenéticas foram construidas a partir dos isolados de Nm através da
identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) empregando-se o software KSNP
(verséo 3) (GARDNER; SLEZAK; HALL, 2015). O alinhamento dos SNPs centrais foi usado
como entrada para inferir a filogenia de maxima verossimilhanca (ML). Para isto, foi utilizada
a ferramenta RAXML (versdo 8.2.12) (STAMATAKIS, 2014), com modelo geral de
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substituicdo reversivel no tempo e algoritmo de parada de bootstrap do tipo “autoMRE”. A
arvore filogenética foi anotada utilizando a ferramenta Interactive Tree of Life (LETUNIC;
BORK, 2016).

4.6 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos atraves dos questionarios foram digitados, validados e armazenados
em um banco de dados eletrénico através do sistema REDCap (Research Electronic Data
Capture). Posteriormente, as analises estatisticas foram realizadas no sistema STATA
versdol6 (College Station, Texas). Os dados da linha de base e longitudinais foram descritos
através de frequéncias (absolutas e relativas).

A aquisicdo do meningococo foi avaliada ao longo do periodo do estudo utilizando os
resultados laboratoriais obtidos através do WGS e seguindo o método sugerido por Cooper e
colaboradores (2019b). A aquisicdo de Nm foi definida como a obtencdo de um resultado
negativo na linha de base e um resultado positivo em qualquer uma das coletas subsequentes
(Apéndice D).

A ndo aquisicao foi definida como a obtengdo de um resultado negativo para Nm tanto
na linha de base quanto nas coletas posteriores (Apéndice D). Os individuos que nao
compareceram a trés coletas ou mais foram excluidos devido a possibilidade de aquisicdo da
bactéria durante o periodo em que ndo houve acompanhamento (Apéndice D). Os individuos
positivos na linha de base também foram excluidos (Apéndice D).

Dado o tamanho amostral e a baixa frequéncia de aquisi¢do (n=12/418; 3,2%), nédo foi
possivel realizar analises para efeito dose-resposta de varidveis como densidade domiciliar,
frequéncia a festas e nivel de escolaridade da mée, sendo essas variaveis categorizadas de
forma dicotdmica (expostos/ndo expostos).

Para estimar a associacdo entre as variaveis de exposicdo e o desfecho (aquisi¢ao) e
seus respectivos intervalos de confianca a 95%, foram implementadas uma série de regressoes
logisticas de efeitos fixos (fixed-effects logistic regressions), para levar em consideracdo a
estrutura dos dados em medidas repetidas. O modelo bruto avaliou de forma independente a
associagdo de cada uma das varidveis com o desfecho, sendo o modelo final composto por
sexo, idade e as variaveis cujo valor de p para as associagdes brutas foi inferior a 0,20.

De acordo com o método sugerido por Jeppesen e colaboradores (2015) e Van
Ravenhorst e colaboradores (2017), o tempo de colonizagéo foi definido como o tempo (em

semanas) em que o individuo permaneceu positivo para Nm, assumindo-se que a aquisi¢édo da
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bactéria ocorreu no periodo entre as coletas. Para essa sub-analise s6 foram avaliados 0s
individuos com pelo menos duas coletas realizadas e em que pelo menos uma delas o

resultado do WGS tenha sido positivo para Nm (n=35).

4.7 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Gongalo
Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia (CAEE No. 02429318.7.0000.0040) e foi
conduzido de acordo com as Normas e Resolugfes que norteiam a pesquisa envolvendo seres
humanos, em especial a resolugdo CNS 466/2012. As informacdes obtidas durante as
entrevistas com os universitarios sdo confidenciais. Os questionarios aplicados foram
arquivados sob sigilo profissional e serdo mantidos durante cinco anos em gaveta fechada
com chave onde apenas 0s investigadores do grupo de pesquisa tém acesso. O estudante

voluntario ndo serd identificado em nenhum relatério ou publicacéo resultante da pesquisa.



49

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DA POPULACAO DE ESTUDO NA
LINHA DE BASE

Um total de 422 estudantes foram recrutados durante o periodo do estudo, sendo que
quatro individuos foram excluidos posteriormente por ndo pertencerem a faixa etéria de 18 a
24 anos. Desta forma, 418 alunos foram incluidos e tiveram amostras de orofaringe coletadas
(Figura 2). A média de tempo na coorte foi de 24,3 semanas (minimo = 0; maximo = 41,3
semanas) e a mediana foi de 35,3 semanas. Cada aluno realizou, em media, trés coletas. Um
total de 198 (47,4%; n=198/418) estudantes participaram de todas as coletas. Para 45 (10,8%;
n=45/418), 31 (7,4%; n=31/418) e 47 (11,2%; n=47/418) individuos foram realizadas duas,
trés e quatro coletas, respectivamente, enquanto 97 (23,2%; n=97/418) estudantes
participaram de apenas uma coleta.

Os alunos que desistiram ou que por algum outro motivo ndo retornaram para a
realizacdo das coletas corresponderam a 30,6% (n=128/418) dos individuos; na 22 coleta a
perda de seguimento foi de 16,5% (n=51/310), 9,2% (n=27/295), 10,1% (n=29/286) e 7,5%
(n=21/279), na 3%, 42 e 52 coletas, respectivamente (Figura 2). Na primeira etapa do estudo
foram recrutados 310 estudantes (Figura 2). Para compensar as perdas, novos participantes
foram recrutados nas 22 (n=47), 3% (n=7), 4% (n=22) e 5% (n=36) coletas, para a obtencdo de um
nimero homogéneo de amostras de orofaringe em todas as etapas de obtengdo do material
clinico (Figura 2).

Ao analisar as caracteristicas sociodemograficas dos participantes na linha de base,
observou-se que 62,4% (n=261) eram do sexo feminino; 30,1% (n=126) pertenciam a faixa
etaria de 18-19 anos; 41,2% (n=172) a faixa etaria de 20-21 anos e 28,7% (n=120) a faixa
etaria de 22-24 anos (Tabela 1). Em relacdo a raca/cor da pele autorreferida, 45% dos
individuos se declararam pardos, 30,6% pretos, 18,4% brancos e 3,6% amarelos ou indigenas
(Tabela 1). Dez individuos (2,4%) ndo souberam informar a sua raga/cor. Um total de 202
(48,3%) participantes responderam que a mae tinha nivel superior completo; 33,8% (n=141)
tinha o ensino médio completo; 14,6% (n=61) apresentavam menos do que 0 ensino médio e
3,3% (n=14) dos participantes nao souberam informar o nivel educacional da mae (Tabela 1).

Quanto a imunizacdo com a vacina meningococica C conjugada (MCC), 28,9%
(n=121) dos participantes afirmaram terem sido imunizados, dos quais 68,6% (n=83) e 31,4%
(n=38) forneceram essa informacdo atraves da carteira de vacinacdo e de forma oral,
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respectivamente (Tabela 1). Um total de 101 estudantes (24,2%) ndo foram vacinados e
46,9% (n=196) nao souberam informar se haviam tomado a vacina (Tabela 1). Foi possivel
observar que 339 participantes (81,1%) ndo eram expostos a fumaca de cigarro, enquanto
5,7% (n=24) relataram serem fumantes ativos;11% (n=46) passivos e 1,2% tinham ambas as

exposicoes (Tabela 1).

1? Coleta (12/02/2019 a 25/02/2019)
Total de individuos: 310

Ne°. de desistentes: 51

11 alunos ndo participaram da 2? coleta
e foram readmitidos na 3° coleta N°. de participantes novos: 47

22 Coleta (11/03/2019 a 27/03/2019)
Total de individuos: 295

} Ne°. de desistentes: 27

Ne°. de participantes novos: 7

3% Coleta (13/05/2019 a 29/05/2019)
Total de individuos: 286

N°. de desistentes: 29

Ne°. de participantes novos: 22

42 Coleta (12/08/2019 a 28/08/2019)
Total de individuos: 279

Ne°. de desistentes: 21

Ne°. de participantes novos: 36

5% Coleta (11/11/2019 a 28/11/2019)
Total de individuos: 294

Figura 2 - Fluxograma das etapas de coleta do estudo.
Fonte: Elaborado pela autora



Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo na linha de

base (N=418).

Caracteristicas n (%)
Sexo feminino 261 (62,4)
Faixa etaria

18-19 126 (30,1)
20-21 172 (41,2)
22-24 120 (28,7)
Raca/cor da pele autorreferida

Branco 77 (18,4)
Preto 128 (30,6)
Pardo 188 (45,0)
Outros 15 (3,6)
N&o soube informar 10 (2,4)
Nivel educacional da mée

Até o nivel fundamental 61 (14,6)
Ensino médio completo 141 (33,8)
Ensino superior completo 202 (48,3)
N&o soube informar 14 (3,3)
Imunizacédo com a vacina MCC

Sim 121 (28,9)
Né&o 101 (24,2)
Né&o soube informar 196 (46,9)
Como forneceu a informacao sobre vacina

Oral 38 (31,4)
Carteira de vacinagéo 83 (68,6)
Exposicao a fumaca de cigarro

Né&o 339 (81,1)
Fumante ativo 24 (5,7)
Fumante passivo 46 (11,0)
Ambas as exposicoes 5(1,2)
N&o informou 4 (1,0)

Legenda: MCC = vacina meningocdcica C conjugada
Fonte: Elaborado pela autora
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5.2 CARACTERISTICAS SOCIAIS E COMPORTAMENTAIS DOS PARTICIPANTES AO

Com relacdo aos dados longitudinais dos participantes, foi observada uma variacdo nas

respostas a frequéncia a festas/bares e presenca de sintomas de gripe até 15 dias antes da
coleta (Tabela 2). A maioria dos individuos respondeu que ndo frequentava festas/bares tanto
no inicio (40,7%) quanto ao final do estudo (57,6%) (Tabela 2). Entre aqueles que afirmaram
que frequentavam esse tipo de evento, 34,9% (n=146) e 27,8% (n=55) responderam que 0

faziam até duas vezes por més na primeira e na Gltima coletas, respectivamente (Tabela 2). Os
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individuos que compareciam a festas/bares trés ou mais vezes por més correspondiam a
21,8% (n=91) dos alunos no inicio e 14,6% (n=29) ao final do estudo (Tabela 2). Em relacao
a presenca de sintomas de gripe nos ultimos 15 dias, ocorreu um aumento na proporcao de
estudantes que relataram esses sintomas entre a primeira (23,7%) e a quarta coletas (42,9%,),
enquanto houve uma reducao dessa medida (27,3%) na Ultima coleta (Tabela 2).

Pouca ou nenhuma variacdo foi observada ao longo do estudo nas respostas as
variaveis densidade domiciliar (nimero de pessoas por cobmodo da residéncia), contato com
alguém com meningite bem como a préatica de sexo oral nos ultimos 15 dias (Tabela 2). A
maioria dos estudantes relatou ter até um morador por cdmodo da sua residéncia tanto no
inicio (53,1%) quanto ao final do estudo (51,0%) (Tabela 2). Um total de 184 (44,0%) alunos
tinham dois moradores por cémodo da casa na primeira coleta e 92 (46,5%) na quinta coleta
(Tabela 2). Uma maior densidade domiciliar (trés ou mais pessoas por comodo) foi pouco
frequente, tendo sido reportada por 2,6% (n=11) e 2,5% (n=5) dos estudantes na primeira e
Gltima coletas, respectivamente (Tabela 2). Apenas quatro individuos informaram ao longo do
estudo que tiveram contato prévio com alguém diagnosticado com meningite bacteriana
(Tabela 2). A pratica de sexo oral foi relatada por 146 (34,9%) alunos na primeira coleta e por
66 (33,3%) na quinta coleta (Tabela 2).



Tabela 2 - Caracteristicas (medidas repetidas) sociais e comportamentais dos participantes ao longo do estudo.
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Coletas
. 12 28 38 42 52
Caracteristicas N=418 N=321 N=276 N=245 N=198
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Densidade domiciliar
< 1 morador por comodo 222 (53,1) 167 (52,0) 143 (51,8) 125 (51,0) 101 (51,0)
2 moradores por comodo 184 (44,0) 142 (44,2) 124 (44,9) 112 (45,7) 92 (46,5)
> 3 moradores por comodo 11 (2,6) 10 (3,1) 9(3,3) 8(3,3) 5(2,5)
Néo informou 1(0,3) 2(0,7) 0(0,0) 0 (0,0 0(0,0)
Contato com alguém com meningite
Sim 4 (1,0) 0(0,0) 0 (0,0 0(0,0) 0 (0,0
Né&o 329 (78,7) 254 (79,1) 210 (76,1) 188 (76,7) 143 (72,2)
Nao soube informar 85 (20,3) 67 (20,9) 66 (23,9) 57 (23,3) 55 (27,8)
Frequenta festas/bares?
Né&o 170 (40,7) 156 (48,6) 165 (59,8) 140 (57,1) 114 (57,6)
1 a2 vezes por més 146 (34,9) 80 (24,9) 64 (23,2) 68 (27,8) 55 (27,8)
> 3 vezes por més 91 (21,8) 83 (25,9) 47 (17,0) 35 (14,3) 29 (14,6)
Né&o informou 11 (2,6) 2(0,6) 0(0,0) 2(0,8) 0(0,0)
Sintomas de gripe nos altimos 15 dias?
Sim 99 (23,7) 124 (38,6) 111 (40,2) 105 (42,9) 54 (27,3)
Né&o 308 (73,7) 196 (61,1) 165 (59,8) 136 (55,1) 144 (72,7)
Néo informou 11 (2,6) 1(0,3) 0(0,0) 4 (2,0 0(0,0)
Fez sexo oral nos ultimos 15 dias?
Sim 146 (34,9) 101 (31,5) 83 (30,1) 79 (32,2) 66 (33,3)
Né&o 272 (65,1) 220 (68,5) 193 (69,9) 166 (67,8) 132 (66,7)

Fonte: Elaborado pela autora
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5.3 IDENTIFICACAO DOS PORTADORES DE N. meningitidis NA POPULACAO DE
ESTUDO

Durante o periodo do estudo foram coletados 1.458 swabs de orofaringe. Um total de
176 isolados foram caracterizados como diplococos Gram-negativos e oxidase positiva e
apenas 136 foram submetidos ao WGS. Desse total, 115 isolados foram caracterizados como
N. meningitidis, seguido de N. lactamica (n=15), Enhydrobacter aerosaccus (n=5) e Neisseria
sp. (n=1).

Entre os 418 participantes, 47 (11,2%) tiveram, pelo menos, um resultado positivo
para Nm durante o estudo (Apéndice E). Um total de 18 (4,3%; n=18/418) individuos foram
positivos em uma coleta, 12 (2,9%; n=12/418) em duas coletas, 7 (1,7%; n=7/418) em trés
coletas, 3 (0,7%; n=3/418) em quatro coletas e 7 (1,7%; n=7/418) em cinco coletas. A
porcentagem de portadores em cada coleta € mostrada na Figura 3. Esta porcentagem teve
pouca variacdo ao longo do estudo, sendo que na terceira e na quinta coletas foram
identificadas uma menor e uma maior proporgédo de portadores, respectivamente (Figura 3A).
O mesmo padrdo é observado quando consideramos 0s participantes (n=38) cujas amostras
ndo foram submetidas ao WGS (Figura 3B). Dos 34 individuos que tiveram resultado positivo
para Nm na linha de base, 8 (23,5%; n=8/34) deixaram de ser portadores em algum momento
do estudo e entre os 381 estudantes que ndo eram portadores na linha de base, 280 (73,5%;
n=280/381) permaneceram com resultado negativo para Nm nas coletas subsequentes. Dois
alunos foram portadores na primeira, segunda, quarta e quinta coletas e tiveram resultado

negativo para Nm na terceira coleta.
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Figura 3 - Proporgdo de individuos que tiveram resultado positivo para Neisseria meningitidis através do sequenciamento do genoma total (WGS) em
cada coleta, considerando apenas os estudantes com amostra sequenciada (A) e incluindo os individuos cujas amostras ndo foram submetidas ao WGS
(B). Legenda: Nm = Neisseria meningitidis.
Fonte: Elaborado pela autora
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5.4 FATORES ASSOCIADOS A AQUISICAO DO ESTADO DE PORTADOR DE N.
meningitidis

Um total de 12 (n=12/381; 3,2%) participantes que ndo eram portadores na linha de
base adquiriram o0 meningococo ao longo do estudo. Ao analisar os fatores de risco associados
a aquisicdo de Nm, o modelo multivariado mostrou que a frequéncia a festas/bares pelo
menos uma vez durante o periodo do estudo aumentou em 4,37 vezes a chance de ser portador
(OR: 4,37 95% IC 1,15 - 16,67; p=0,031) (Tabela 3). Além disso, a taxa de aquisi¢do entre
esses participantes foi de 7,3% (n=9) contra 1,7% (n=3) entre 0s alunos que ndo compareciam
a esse tipo de evento (Tabela 3).

Embora sem significancia estatistica, uma maior densidade domiciliar (duas pessoas
ou mais por comodo da casa) aumentou em 2,49 vezes a chance de ser portador (OR: 2,49
95% IC 0,72 - 8,63; p=0,150). Da mesma forma, uma maior taxa de aquisi¢cdo (5,9%) foi
encontrada entre esses estudantes (Tabela 3). Os individuos do sexo masculino tiveram uma
chance 1,72 vezes maior de se tornarem portadores (OR: 1,72 95% IC 0,53 - 5,60; p=0,365), e
uma taxa de aquisicdo de 5,4% (n=6) contra 3,2% (n=6) entre os participantes do sexo
feminino, embora essas associacdes ndo sejam estatisticamente significantes (Tabela 3).

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos etarios, conquanto se observe uma
maior taxa de aquisicdo (4,7%) na faixa etaria de 18 a 19 anos (Tabela 3). Em relacdo a
imunizagdo com a vacina MCC, foi identificado um fator de protecdo entre os participantes
que foram vacinados (OR: 0,88 95% IC 0,26 - 2,99; p=0,836) bem como uma menor taxa de
aquisicdo (3,7%), embora sem significancia estatistica (Tabela 3).

Entre os participantes que eram fumantes ativos, embora sem significancia estatistica,
foi observada uma maior taxa de aquisi¢do do meningococo (5,6%) (OR: 1,38 95% IC 0,17 -
11,44; p=0,764), bem como entre aqueles cuja mae tinha o ensino superior completo (5,0%)
(OR: 1,90 95% IC 0,53 - 6,5; p=0,327) e que se autodeclararam indigenas ou amarelos (9,1%)
(OR: 1,13 95% IC 0,11 - 11,18; p=0,920) (Tabela 3). Do mesmo modo, os alunos que
relataram a presenca de sintomas de gripe pelo menos trés vezes durante o periodo do estudo
e aqueles que praticaram sexo oral duas ou mais vezes tiveram uma chance 2,05 e 1,38 vezes
maior de se tornarem portadores, respectivamente (Tabela 3). Todavia, vale ressaltar que
essas associacGes ndo foram estatisticamente significantes (OR: 2,05 95% IC 0,47 - 8,89;
p=0,338; OR: 1,38 95% IC 0,39 - 4,91; p=0,615, respectivamente).
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N&o foi possivel estabelecer uma associagdo entre a variavel contato com alguém com
meningite e aquisicdo de Nm em razdo da auséncia de portadores entre aqueles que relataram

essa exposicdo (n=4) (Tabela 3).



58

Tabela 3 - Fatores de risco para a aquisi¢do do estado de portador de Neisseria meningitidis ao

longo do estudo em modelo bruto e multivariado.

Modelo 1* Modelo 22
Fatores
n/N (%) OR IC 95% OR IC 95%
Idade
18 a 19 anos 4/85 (4,7) 1
20 a 21 anos 5/123 (4,1) 0,86 0,22-3,29 0,90 0,23-3,58
22 a 24 anos 3/88 (3,4) 0,71 0,15-3,29 0,71 0,15-3,39
Sexo
Feminino 6/185 (3,2) 1
Masculino 6/111 (5,4) 1,70 0,54-5,42 1,72 0,53-5,60
Raca/cor
Brancos 4/49 (8,2) 1
Negros (pretos e pardos) 7/232 (3,0) 0,35 0,10-1,25
Indigena/amarelo 1/11 (9,1) 1,13 0,11-11,18
Escolaridade da méae
Até 2° grau completo 4/146 (2,7) 1
3° grau completo 7/140 (5,0) 1,90 0,53-6,5
Vacina MCC
Né&o 8/189 (4,2) 1
Sim 4/107 (3,7) 0,88 0,26-2,99
Exposicéo ao cigarro
N&o exposto 10/245 (4,1) 1
Fumante ativo 1/18 (5,6) 1,38 0,17-11,44
Fumante passivo 1/31 (3,2) 0,78 0,10-6,34
Densidade domiciliar
< 1 pessoa/comodo 4/161 (2,5) 1
> 2 pessoas/comodo 8/135 (5,9) 2,47 0,73-8,40 2,49 0,72-8,63
Frequenta festas
N4o 31172 (1,7) 1
> 1 vez 9/124 (7,3) 441  1,17-16,64 4,37  1,15-16,67
Contato com alguém com
meningite
Né&o 12/292 (4,1) 1
Sim 0/4 (0,0) -* -

Legenda: * = Modelo bruto; 2 = Modelo multivariado ajustado por sexo, idade e variaveis com
p<0,20 no modelo bruto; OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianga; * = Modelo n&o convergiu
devido a auséncia de aquisi¢do entre 0s expostos.

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 3 - (continuacdo). Fatores de risco para a aquisicdo do estado de portador de
Neisseria meningitidis ao longo do estudo em modelo bruto e multivariado.

Modelo 1t Modelo 22
Fatores
n/N (%) OR IC 95% OR IC 95%
Sintomas de gripe
Nao 5/169 (3,0) 1
1 a2 vezes 4176 (5,3) 1,82 0,48-6,98
> 3 vezes 3/51 (5,9) 2,05 0,47-8,89
Sexo oral
Nao 5/142 (3,5) 1
1 vez 2/50 (4,0) 1,14 0,21-6,08
> 2 vezes 5/104 (4,8) 1,38 0,39-4,91

Legenda: * = Modelo bruto; 2 = Modelo multivariado ajustado por sexo, idade e variaveis com
p<0,20 no modelo bruto. OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de confianca.
Fonte: Elaborado pela autora

5.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CEPAS DE N. meningitidis ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DO GENOMA TOTAL (WGS)

5.5.1 Determinagédo dos genogrupos

Das 115 cepas que foram identificadas como Nm através do WGS, 88,7% (n=102/115)
apresentaram-se como nao-grupaveis e 72,2% (n=83/115) foram caracterizadas como cnl
(Figura 4). A caracterizacdo do genogrupo sé foi identificada em 8,7% (n=10/115) das cepas,
correspondendo ao genogrupo B (Figura 4). Para trés amostras (2,6%; n=3/115) ndo foi

possivel determinar o genogrupo (Figura 4).
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4NG B s Inconclusivo

Figura 4 - Identificacdo dos genogrupos das cepas de N. meningitidis através do
sequenciamento do genoma total (WGS). Legenda: NG = ndo-grupavel; B = genogrupo B.
Fonte: Elaborado pela autora

5.5.2 Analise da sequéncia genética da regido capsular

Através do WGS, 23 cepas apresentaram a estrutura génica do genogrupo B e apenas
10 tinham todos os genes da cépsula (cps) intactos. As outras 13 cepas possuiam algum tipo
de interrupgdo, como uma parada interna (“stop-codon’), uma variagdo de fase “off” ou a
presenca de um elemento de insercdo (1S1301). Um total de seis cepas caracterizadas como
NG tinham a estrutura génica do genogrupo Z, embora todas tivessem algum tipo de
interrupgdo na sua sequéncia interna. Para trés cepas que eram NG e cnl negativas, ndo foi
possivel determinar a sua estrutura génica devido aos genes da capsula que eram compativeis

com Varios genogrupos.

5.5.3 Determinagéo das sequéncias tipo e dos complexos clonais

Um total de 19 sequéncias tipo (ST) foram identificadas atraves do WGS, sendo que
quatro STs foram considerados como novos. Esses STs estavam distribuidos em oito
complexos clonais (Figura 5). O complexo clonal mais frequente foi 0 cc198 presente em
20% (n=23/115) dos isolados, seguido pelo cc4821 (6,1%; n=7/115) (Figura 5). Todos os

isolados pertencentes ao complexo clonal ¢c198 eram cnl, enquanto aqueles associados ao
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cc4821 corresponderam ao genogrupo B. Outros complexos clonais foram identificados,
como cc53 (n=5), cc162 (n=4), cc1136 (n=3) e o0 cc1572 (n=1), além daqueles considerados
hiperinvasivos como o cc32 (n=6/115; 5,2%) (Figura 5) associado as cepas NG e o cc41/44
(n=5/115; 4,3%) associado ao genogrupo B (n=3) e as cepas NG (n=2). Um total de 43,5%
(n=50/115) das cepas ndo tiveram o complexo clonal definido, sendo que a maioria
(n=39/115; 33,9%) correspondia ao ST-7129.

5.5.4 Caracterizacgado das proteinas de membrana externa

Na caracterizacdo das proteinas da membrana externa através do WGS foram
identificadas 29 variantes de PorA (P1.VR1, VR2) (Figura 6). Particularmente em relacdo a
VR1, 16 variantes foram encontradas, sendo que 8,7% (n=10/115) dos isolados apresentaram
uma nova variante da VR1 e em 2,6% (n=3/115) das amostras o peptideo VR1 estava ausente.
Um total de 23 variantes de VR2 foram observadas, sendo que 13,0% (n=15/115) dos isolados
possuiam uma nova variante da VR2 e em 3,5% (n=4/115) das cepas o peptideo VR2 estava
ausente. O subtipo P1.18,25-37 (n=11/115; 9,6%) foi 0 mais prevalente e estava associado ao
cc198 (Figura 6).

Quanto as variantes de PorB, todos os isolados apresentaram proteina de classe 3,
sendo os sorotipos mais frequentes PorB 3-671 (n=32/115; 27,8%) associado as cepas sem
complexo clonal definido e PorB 3-84 (n=16/115; 13,9%) associado ao cc198 (Figura 7).
Também foram identificadas sete novas variantes de PorB (Figura 7).

Entre as 12 variantes de FetA encontradas, F5-5 (n=65/115; 56,5%) e F3-36 (n=7/115;
6,1%) foram as mais prevalentes. O cc198 foi 0 complexo clonal mais associado a variante
F5-5 (Figura 8). Uma nova variante de FetA estava presente em 1,7% (n=2/115) dos isolados
(Figura 8).

A maioria das cepas sequenciadas (n=74/115; 64,3%) ndo apresentou o gene nadA. A
variante NadA-1.1 estava presente em 4,3% (n=5/115) das amostras, associada ao complexo
clonal hiperinvasivo cc32. Um total de 11 isolados (9,6%; n=11/115) albergavam a variante
NadA-6 (complexo clonal ndo definido) cujo gene expressava uma variagdo de fase “off”.
Uma nova variante de NadA foi identificada em 21,7% (n=25/115) das cepas.

Em relagdo a proteina NHBA, 12 subvariantes foram identificadas, sendo a NHBA-
912 a mais frequente (n=30/115; 26,1%). Todas as cepas que possuiam essa subvariante ndo

tiveram o complexo clonal definido (Figura 9). Em seguida, foi observada a NHBA-10
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(n=25/115; 21,7%), associada ao complexo clonal cc198 (Figura 9). O peptideo NHBA estava
ausente em dois isolados.

Um total de 67,8% (n=78/115) dos isolados pertenciam a subfamilia A/v2-3 e 28,7%
(n=33/115) a subfamilia B/vl da FHbp, segundo a nomenclatura da subfamilia Pfizer e
variante Novartis, respectivamente. A maioria das cepas que pertencia a subfamilia A/v2-3
ndo possuia o complexo clonal definido (n=48/78; 61,5%), sendo 0 cc4821 o mais prevalente
(n=7/78; 9,0%) (Figura 10). Por outro lado, 0 complexo clonal cc198 foi predominante entre
os isolados pertencentes a subfamilia B/vl (n=23/33; 69,7%) (Figura 10). Utilizando a
nomenclatura Oxford, um total de 11 identificadores numéricos foram encontrados, com
maior frequéncia para o 627 (n=40/115; 34,8%), 4 (n=25/115; 21,7%) e 16 (n=13/115;
11,3%). Um total de quatro isolados ndo possuia a variante FHbp.

Nenhuma das variantes antigénicas que compdem as vacinas 4CMenB (Bexsero®)
(FHbpl.1; NadA-3; NHBA-2 e PorA P1.4) e rLP2086 bivalente (Trumenba®) (FHbp45 e
FHbp55) contra 0 NmB foram encontradas entre as 115 cepas de Nm analisadas através do
WGS. Utilizando a nomenclatura recomendada pela EMGM, o padrdo genotipico mais
comum foi o NG:P1.18,25-37:F5-5:ST823 (cc198), presente em 9,6% dos isolados
(n=11/115).
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5.6 ANALISE FILOGENETICA DOS ISOLADOS DE Neisseria meningitidis

A andlise filogenética dos 112 isolados de Nm mostrou uma alta diversidade,
ocorrendo um agrupamento das cepas com complexos clonais semelhantes. Dois clados
principais foram detectados (Figura 11). O primeiro clado contém os isolados do cc1136 e do
cc198; dentro deste clado, alguns isolados ndo tiveram complexo clonal definido, sendo que
duas cepas possuiam um novo ST e, portanto, nenhum complexo clonal foi determinado para
elas (Figura 11). O segundo clado contém os isolados do cc1572, cc53, cc41/44, ccl62,
cc4821 e cc32; da mesma forma, dentro deste clado, alguns isolados ndo possuiam complexo
clonal definido, sendo que o ST ndo p6de ser determinado para algumas cepas (Figura 11).

Para trés isolados ndo foi possivel montar a sequéncia gendémica.

Tree scale: 0.1 —
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Figura 11 - Filogenia dos isolados de Neisseria meningitidis. Legenda: cc = complexo clonal; ST =
sequéncia tipo; N/A = ndo determinado; nd = ndo definido; NG = ndo grupavel; B = genogrupo B.
Fonte: Elaborado pela autora
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5.7 DURACAO DO ESTADO DE PORTADOR DE N. meningitidis E SIMILARIDADE
DAS CEPAS ADQUIRIDAS

Considerando apenas os participantes que tinham pelo menos um resultado positivo
para Nm e o minimo de duas coletas realizadas (N=35), foi possivel observar que, em media,
cada individuo permaneceu colonizado durante 22,5 semanas (Tabela 4). A menor média de
tempo de colonizagdo (11,7 semanas) correspondia aos estudantes que foram positivos em
apenas uma coleta (n=6/35; 17,1%), enquanto a maior (38,8 semanas) foi identificada entre os
alunos que foram portadores durante todo o periodo do estudo (n=7/35; 20,0%) (Tabela 4). O
tempo minimo de duracdo do estado de portador foi de 5,6 semanas, enquanto o0 maximo foi
de 39,7 semanas (Figura 12).

Ao analisar o tempo de colonizacdo de acordo com o genogrupo de Nm observou-se
gue a média de duracdo do estado de portador foi menor (21,9 semanas) entre os estudantes
que estavam colonizados por cepas NG (n=32/35; 91,4%) do que entre aqueles que
albergavam a Nm do genogrupo B (28,5 semanas) (n=3/35; 8,6%). Chama-nos a atencdo o
fato de que entre os 18 participantes com apenas 1 coleta positiva para Nm, 15 (83,3%;
n=15/18) albergavam cepas cnl.

Para os individuos que foram portadores em pelo menos duas coletas (N=29), foi
possivel analisar a similaridade das cepas. A maioria (n=23/29; 79,3%) dos participantes
permaneceu colonizada pela mesma cepa de Nm ou por cepas idénticas que expressaram uma
pequena modificacdo em um epitopo da VR2 da PorA ao longo do periodo de
acompanhamento (Tabela 5; participantes n® 28, 178, 184 e 303). Os isolados provenientes do
participante n® 148 tiveram modifica¢Ges tanto do tipo capsular quanto do tipo da PorA ao
longo do estudo (Tabela 5). Um total de cinco individuos foram excluidos dessa analise em
razdo da auséncia de informag&o sobre o genogrupo ou o tipo da PorA da cepa.

E interessante notar que alguns alunos que pertenciam & mesma turma estavam
colonizados por cepas idénticas de Nm (Tabela 6). Esse dado também foi observado entre

participantes que pertenciam a turmas diferentes (Tabela 6).
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Tabela 4 - Tempo de colonizacdo assintomatica (em semanas) por Neisseria meningitidis, de acordo
com o numero de resultados positivos entre os individuos que tinham pelo menos duas coletas
realizadas (N=35).

Média de tempo

Numgr_o de resultados NUr_ngro de % de colonizacdo Min-max Desvio
positivos para Nm individuos (semanas) (semanas) padrao
1 6 17,1 11,7 8,9-14,3 1,96
2 12 34,3 17,9 5,6-26,1 8,79
3 7 20,0 18,0 12,1-26,0 5,35
4 3 8,6 34,2 30,1-37,7 3,82
5 7 20,0 38,8 38,0-39,7 0,55

Total 35 100 22,5 5,6-39,7 11,42

Legenda: Nm = Neisseria meningitidis
Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 12 - Tempo de colonizagdo (em semanas) por Neisseria meningitidis de acordo com o
numero de resultados positivos entre os individuos que tinham pelo menos duas coletas
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Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 5 - ldentificacdo do genogrupo e do tipo da PorA dos isolados de Neisseria meningitidis que expressaram algum tipo de modificacdo
durante o estudo.

NC do Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5
participante . PorA GG PorA GG PorA GG PorA GG PorA
28 NG (cnl) 1261373 NG (cnl) 12-6,13-73 NG (cnl) 12-61373  NG(cnl) 1261373 NG (cnl) 12-6,13-37
148 i i B 17-6,23-2 NG (cnl)  12-30,13-70 B 17-6,23 B 17-6,23
178 NG (cnl) 7,305 NG (cnl) 7,305 NG (cnl) 7,305 NG (cnl) 7,305 NG (cnl)  7,30-0
184 SNR ; ; NG (cnl)  12-61339 NG (cnl) 12-6,13-37 ; i
303 . . - - - . NG (cnl) 12-6,1327 NG (cnl) 12-6, 13-73

Legenda: GG = genogrupo; porA = porina A; NG = ndo-grupéavel; cnl = capsule null locus; - = resultado negativo para Neisseria meningitidis; B = genogrupo B;
SNR = sequenciamento néo realizado. Os dados em negrito indicam os isolados que expressaram algum tipo de modificacdo ao longo do estudo.
Fonte: Elaborado pela autora



Tabela 6 - Similaridade entre cepas de Neisseria meningitidis provenientes de participantes que pertenciam a mesma turma ou a turmas diferentes.

Tipo de Ndo 400 capsular ST CC  PorAVRI PorAVR? FetA FHbp NHBA  Cenenadd
Contato  participante presente
114 cnl 7129 nd 12-6 13-70 F5-5 3 p0912 Sim
Mesma turma 252 cnl 7129 nd Novo* 13-70 F5-5 3 Novo* Sim
274 cnl 7129 nd 12-6 13-37 F5-5 3 p0912 Sim
342 cnl 7129 nd 12-31 Novo$ F5-5 3 pl1195 Sim
Mesma turma .
347 cnl 7129 nd 12-31 13-27 F5-5 3 p1195 Sim
190 cnl 823 198 18 25-37 F5-5 1 p0010 Nio
Mesma turma
386 cnl 823 198 18 25-37 F5-5 1 p0010 Nio
Turmas 2 cnl 7129 nd 12-30 13-70 F5-5 3 p0912 Sim
diferentes 353 cnl 7129 nd 12-30 13-70 F5-5 3 p0912 Sim
Turmas 28 cnl 7129 nd 12-6 13-37 F5-5 3 p0912 Sim
diferentes 370 cnl 7129 nd 12-6 13-37 F5-5 3 p0912 Sim

Legenda: ST = Sequéncia Tipo; CC = complexo clonal; VR = regido varidvel; cnl = capsule null locus; nd = ndo definido; *Novo BLAST do alelo
12-6; ¥*Novo BLAST do alelo 912; Novo BLAST do alelo 13-27. Os dados em negrito indicam as diferencas identificadas através do
sequenciamento do genoma total (WGS).

Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

Durante nove meses, n6s conduzimos um estudo longitudinal para avaliar a dindmica
do estado de portador assintomatico de Nm em uma populagéo de estudantes universitarios de
18 a 24 anos de idade em Salvador, Bahia e do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo
desse tipo realizado no Brasil. Embora o objetivo principal do estudo ndo tenha sido avaliar a
prevaléncia de portadores de Nm, ndo podemos deixar de mencionar que foi encontrado
11,2% de portadores. Este percentual foi praticamente semelhante aquele observado (12,3%)
por Ferreira e colaboradores (2020) em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa em
Salvador, em 2016, com estudantes da mesma faixa etaria, mostrando que a circulacdo de
cepas de Nm entre adultos jovens continua relativamente a mesma, nesses trés anos de
intervalo entre os dois estudos.

Taxas de colonizagdo por Nm inferiores a observada neste estudo foram encontradas
em Sédo Paulo por Weckx e colaboradores (2017), entre individuos de 20-24 anos de idade
(9%), como também em outros paises da América do Sul, como Paraguai (2,3%; 18-21 anos)
(CHAMORRO et al., 2019), Colémbia (2,5-7%; 18 e 21 anos, respectivamente) (MORENO
et al., 2015), Chile (4%; 18-24 anos) (RODRIGUEZ et al., 2014) e Argentina (9,4%; 10-17
anos) (GENTILE et al., 2021). Entretanto, nesses estudos da América do Sul, ndo houve o
plagueamento imediato do swab de orofaringe no meio de cultura apos a coleta, como é
recomendado pela literatura (CARTWRIGHT, 2001; CUNNINGHAM et al., 2001;
CAUGANT; MAIDEN, 2009), o que pode ter subestimado a prevaléncia de portadores
encontrada nesses paises.

Outro ponto importante a ser destacado € que um total de 40 isolados caracterizados
como diplococos Gram-negativos e oxidase positiva, provenientes de 38 participantes, ndo
foram submetidos ao WGS e, portanto, ndo foi determinada a espécie bacteriana. Desta forma,
o0 percentual de portadores encontrado no nosso trabalho pode ter sido subestimado. Por outro
lado, foi observado que o nimero total de portadores de Nm teve pouca variacdo ao longo do
estudo, sendo que na 3% e na 52 coletas foram identificadas uma menor e uma maior proporcao
de individuos colonizados, respectivamente. Do mesmo modo, para a nossa surpresa, nao
houve um aumento dessa propor¢do na segunda etapa de coleta, que ocorreu logo apo6s o
carnaval, quando era esperada uma maior exposi¢do dos estudantes as aglomeracdes, e
possivelmente, um aumento do risco de aquisicdo do meningococo. Um total de 73,5% dos

estudantes permaneceu com resultado negativo para Nm durante todo o periodo de
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acompanhamento. Considerando que o estado de portador assintomatico pode ser transitorio,
durando poucos dias (ANDERSEN et al., 1998; CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007),
ndo podemos ignorar a hipdtese de que uma parte desses individuos possa ter adquirido o
meningococo no intervalo entre as coletas, quando ndo houve acompanhamento da equipe de
pesquisa. E interessante notar que dois alunos que foram portadores na 12, 22, 4% e 52 coletas,
tiveram resultado negativo para Nm na 3?2 coleta, provavelmente devido a uma falha na coleta
do swab de orofaringe, dificultando a detec¢céo da bactéria em laboratorio.

A identificacdo dos portadores de Nm na populacdo esta diretamente relacionada a
qualidade da coleta da amostra de orofaringe e o seu manuseio. Seguindo o protocolo
preconizado pela literatura (CARTWRIGHT, 2001; CUNNINGHAM et al., 2001;
CAUGANT; MAIDEN, 2009), os swabs de orofaringe foram coletados no nosso estudo por
uma equipe treinada e as amostras foram semeadas imediatamente em meio agar chocolate
PolyVitex VCAT3 (bioMérieux, La Balme-les-Grottes, France), meio descrito por Thayer e
Martin modificado com VCNT (vancomicina, colistina, nistatina e trimetoprim) (THAYER,;
MARTIN, 1966), sendo transportado até o laboratério em uma jarra com vela, em
temperatura ambiente, no periodo maximo de 4 horas.

E importante salientar que a perda de seguimento, um fator comumente associado aos
estudos longitudinais, também pode influenciar no nimero de portadores identificados em
cada coleta. A despeito dos nossos esfor¢os, essa perda correspondeu a 30,6% (n=128/418)
dos participantes do nosso estudo e, desse total, 16 (12,5%; n=16/128), tinham pelo menos um
resultado positivo para Nm, 0 que seria importante para 0 acompanhamento do estado de
portador que haviamos proposto. Entre os 128 alunos que desistiram de participar do estudo,
71,9% (n=92/128) justificaram o desejo de ndo dar continuidade as coletas em fun¢do do
incomodo decorrente da coleta do swab de orofaringe. Para 23,4% (n=30/128) dos estudantes
ndo foi possivel o contato por telefone e 4,7% (n=6/128) ndo retornaram por outros motivos,
como a transferéncia para outra faculdade. Da mesma forma, outros estudos longitudinais
com portadores de Nm verificaram perdas de 18,2 a 66,8% dos participantes (GLITZA et al.,
2008; BIDMOS et al., 2011; MCMILLAN et al., 2019; CHOI et al., 2021).

Seguindo o método proposto por Cooper e colaboradores (2019b), a aquisicdo de Nm
foi definida como a obtengdo de um resultado negativo na linha de base e um resultado
positivo em qualquer uma das coletas subsequentes. Deste modo, a taxa de aquisicdo do
meningococo relatada em nosso estudo (3,2%) foi inferior aquela reportada por outras
investigacdes longitudinais: 13,9% na Alemanha (GLITZA et al., 2008), 25% (JORDENS et
al., 2004) e 35,8% no Reino Unido (ALA’ALDEEN et al., 2000). Vale ressaltar que em
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diversos paises da Europa e nos Estados Unidos € comum os individuos sairem da casa dos
pais e residirem em dormitorios para frequentar a universidade. Entretanto, de forma geral,
isso ndo ocorre no Brasil, onde os estudantes normalmente permanecem com a familia
durante o periodo da graduacdo. Desta forma, esses individuos sdo menos expostos a
ambientes aglomerados, que consistem em um importante fator de risco para a aquisi¢cdo do
estado de portador de Nm.

A frequéncia a festas/bares também é um fator de risco para a aquisicdo do
meningococo descrito na literatura (MACLENNAN et al., 2006; BREAKWELL et al., 2018).
Apesar do tamanho limitado da nossa populacéo de estudo, o nosso trabalho demonstrou que
a frequéncia a esses eventos pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento
aumentou em 4,37 vezes a chance de colonizacdo, provavelmente em razdo da aglomeracédo
de individuos nesses locais, que pode potencializar a transmissdo da bactéria. Outros estudos
também ja reportaram essa associa¢do com o estado de portador (DE MORAES et al., 2015;
GIOIA et al., 2015; MORENO et al., 2015; NUNES et al., 2016; BREAKWELL et al., 2018;
FERREIRA et al., 2020; GENTILE et al., 2021; DE LEMOS., 2022). Todavia, é importante
ressaltar que o pequeno nimero de individuos que adquiriram 0 meningococo (n=12) ao
longo do estudo pode ter influenciado no poder estatistico das nossas analises. Alcancar a
significancia estatistica &€ muitas vezes dificil nas investigagdes com portadores, uma vez que
0 numero de participantes colonizados pode ser baixo e a quantidade de individuos
amostrados nesses estudos ¢ frequentemente limitada por razées logisticas.

De acordo com a literatura, o estado de portador de Nm é um fenémeno que depende
da idade, sendo que a prevaléncia é baixa nos primeiros anos de vida (menos que 3%),
aumentando na adolescéncia e atingindo o pico no inicio da vida adulta, entre 20 e 24 anos de
idade (CARTWRIGHT et al., 1987; CAUGANT et al., 1988; BLACKWELL et al., 1990;
CAUGANT et al., 1994; CHRISTENSEN et al., 2010). A associacdo entre a aquisicdo do
meningococo e a idade dos participantes ndo foi encontrada no nosso estudo, assim como em
outras investigacOes no Brasil e na América Latina (DE MORAES et al., 2015; NUNES et al.,
2016; CHAMORRO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020; DE LEMOS et al., 2022).

Da mesma forma, o sexo masculino tem sido associado positivamente com o estado de
portador de Nm (CAUGANT et al., 1994; CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; GIOIA
et al.,, 2015; BREAKWELL et al.,, 2018; FERREIRA et al., 2020). Apesar da taxa de
aquisicdo ter sido maior entre os homens (5,4%) do que entre as mulheres (3,2%), essa
associacdo ndo foi estatisticamente significante no nosso trabalno bem como em outras
investigacgdes realizadas no Brasil (DE MORAES et al., 2015; NUNES et al., 2016; WECKX
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et al., 2017; DE LEMOS et al., 2022) e na América do Sul (RODRIGUEZ et al., 2014;
MORENO et al., 2015; GENTILE et al., 2021). E importante ressaltar, entretanto, que a
maioria dos individuos que participaram do nosso estudo era formada por estudantes do sexo
feminino (62,4%).

Assim como relatado por Nunes e colaboradores (2016) e Weckx e colaboradores
(2017), o nosso estudo demonstrou, embora sem significancia estatistica, que uma maior
densidade domiciliar aumentou em 2,49 vezes a chance de ser portador de Nm. Este fato esta
relacionado a proximidade entre os individuos que compartilham o cémodo da residéncia,
aumentando a transmissao do meningococo.

A associacdo entre um baixo nivel de escolaridade da mde e um maior risco de
adquirir o meningococo é evidenciada em alguns estudos, refletindo as condicGes
socioecondmicas dos individuos (DAVIES et al., 1996; YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004;
DE MORAES et al., 2015; NUNES et al., 2016; FERREIRA et al., 2020). Ao contrario do
gue se observa na literatura, o nosso trabalho encontrou uma maior chance de ser portador
entre 0s participantes cujas maes tinham o0 ensino superior completo, embora sem
significancia estatistica. E importante lembrar que 82,1% (n=343/418) dos alunos afirmaram
que a genitora possuia pelo menos o ensino médio completo. Este dado reflete as condi¢des
socioecondmicas dos participantes, considerando que o0 nosso estudo utilizou uma amostra de
conveniéncia e que foi conduzido em uma universidade particular de Salvador, onde, de
forma geral, os alunos tém um nivel socioecondmico mais alto, e consequentemente, 0s pais
teriam, provavelmente, um nivel de escolaridade maior.

Apesar de alguns estudos encontrarem associacdo entre a colonizagdo por Nm e ser
fumante ativo (STUART et al., 1989; BLACKWELL et al., 1990; BLACKWELL et al., 1992;
KREMASTINOU et al., 1994, BREAKWELL et al., 2018), esse resultado ndo foi
evidenciado no nosso trabalho, embora a chance de se tornar portador tenha sido maior entre
os alunos que tinham esse tipo de exposi¢do (sem significancia estatistica). Entretanto, vale
ressaltar que o pequeno numero de fumantes ativos reportados nesse estudo pode ter
influenciado no poder de deteccdo dessa associacao.

Do mesmo modo, diversas investigacdes apontam a presenca de infecgdes
respiratérias como um fator de risco para a aquisicdo do estado de portador de Nm
(MUELLER et al., 2008; BREAKWELL et al., 2018; COOPER et al., 2019b). O nosso
trabalho evidenciou que os participantes que relataram sintomas de gripe pelo menos trés
vezes durante o periodo de acompanhamento tiveram uma chance duas vezes maior de se

tornarem portadores, embora esse resultado ndo seja estatisticamente significante. Alguns
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autores propdem que a infecgdo respiratoria (viral ou bacteriana) pode reduzir a imunidade da
mucosa, aumentando assim o0 risco tanto de colonizacdo assintomatica pela Nm quanto o
desenvolvimento de doencga invasiva (MUELLER et al., 2008; COOPER et al., 2019b). Além
disso, n6s encontramos uma associacdo positiva, embora sem significancia estatistica, entre a
pratica de sexo oral e uma maior chance de colonizagdo pelo meningococo. Esse resultado
também foi reportado por Moreno e colaboradores (2015). Considerando que casos de
infeccdo do trato urogenital causados por Nm tém sido reportados nos altimos anos (URRA et
al., 2005; MIGLIETTA et al., 2018; LADHANI et al., 2020; TINGGAARD et al., 2021), a
pratica de sexo oral poderia aumentar tanto a transmissibilidade do meningococo quanto a
chance da Nm e da Neisseria gonorrhoeae de compartilharem o mesmo ambiente,
possibilitando a troca de material genético entre as duas espécies bacterianas.

N&o foi possivel estabelecer uma associacdo entre a varidvel contato com alguém
diagnosticado com meningite e aquisicdo de Nm em razdo da auséncia de portadores entre
aqueles que relataram essa exposicdo. Contudo, diversos estudos demonstram que o contato
com individuos diagnosticados com DM aumenta a chance de aquisicdo da bactéria e,
portanto, é indicada a quimioprofilaxia para os contactantes. (OLCEN et al., 1981; COOKE et
al., 1989; CARDENOSA et al., 2001).

Em relagdo & imunizagdo contra o NmC, foi identificado um fator de protecdo entre os
participantes que foram vacinados bem como uma menor taxa de aquisicdo do meningococo.
Entretanto, esses resultados ndo foram estatisticamente significantes. Da mesma forma,
Ferreira e colaboradores (2020) encontraram uma prevaléncia de portadores 40% menor entre
0s participantes que haviam tomado a vacina MCC. Esses achados estdo de acordo com a
literatura, que afirma que as vacinas conjugadas sdo capazes de prevenir o estado de portador
de Nm, bem como reduzir a colonizacdo e a transmissdo, podendo resultar em protecdo
indireta dos individuos ndo vacinados (TROTTER; MAIDEN, 2009; SAFADI; BEREZIN;
OZELKA, 2012). Todavia, é importante lembrar que apenas 28,9% (n=121/418) dos
participantes do nosso estudo informaram terem sido imunizados com a vacina MCC.

Nos estudos anteriores realizados com portadores pelo nosso grupo em Salvador
(NUNES et al., 2016; MOURA et al., 2017; FERREIRA et al., 2020), nds sugerimos que a
baixa prevaléncia de cepas do genogrupo C poderia estar relacionada a campanha de
imunizagdo com a vacina MCC realizada em 2010, que abrangeu tanto criangas menores de
cinco anos de idade quanto adolescentes e adultos jovens de 10 a 24 anos em Salvador
(CARDOSO et al., 2012). A duragdo da imunidade conferida pela vacina MCC ainda é

desconhecida, mas parece estar associada principalmente a idade do individuo no momento da
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vacinacdo (DE WALS, 2006; DE WALS et al., 2011). A queda de anticorpos protetores um
ano ou mais apos a vacinacdo é observada em todas as faixas etarias, embora essa queda seja
mais expressiva entre os individuos mais jovens, que foram vacinados antes dos dois anos de
idade (DE WALS et al., 2011; BORROW et al., 2013; FINDLOW et al., 2019). Por outro
lado, a imunizacdo de pessoas de uma faixa etaria mais alta com a vacina MCC, parece
conferir uma protecdo mais duradoura, podendo atingir mais de 90% de eficacia até oito anos
apos a vacinacdo (DE WALS et al., 2011; BORROW et al., 2013; FINDLOW et al., 2019).

Outro ponto importante a ser destacado é que um numero expressivo de estudantes
(n=196/418; 46,9%) ndo soube informar o seu status vacinal. Esse fato pode ter prejudicado a
analise dos dados, considerando que parte desses alunos pode ter sido imunizada e
desconhecerem essa informacdo. Além disto, é importante enfatizar que as taxas de cobertura
vacinal para Nm, como para outras doenc¢as imunopreviniveis, estdo caindo vertiginosamente
no pais, agravadas pela pandemia de COVID-19 e impulsionadas pelos movimentos
antivacina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE IMUNIZAGCOES, 2021; ALDERSON et al.,
2022).

A obtencdo da carteira de vacinacdo dos estudantes foi uma das maiores dificuldades
enfrentadas pela equipe de pesquisa. Isso reflete a necessidade de um sistema informatizado
amplo para o registro de imunizagdo com dados nominais no Brasil. Com a informatizacdo
desses dados, uma melhor acurécia das informacdes de vacinacdo pode ser obtida, a exemplo
da cobertura vacinal, o que poderia impactar na tomada de decisdo dos gestores de salde.
Entretanto, desafios que abrangem o processo de implantagcdo, manutencdo, treinamento dos
profissionais de satide bem como a confidencialidade dos dados inseridos no sistema parecem
retardar essa necessidade.

Quanto ao sequenciamento do genoma total das cepas de Nm identificadas neste
estudo, a maioria dos isolados (88,7%; n=102/115) foi caracterizada como n&o-grupavel e,
desse total, 81,4% (n=83/102) das cepas eram cnl positivas, sendo esse resultado semelhante
aquele observado em outro estudo realizado em Salvador pelo nosso grupo de pesquisa
(FERREIRA et al., 2020). Uma predominancia de cepas NG é comumente reportada em
estudos com portadores assintomaticos de Nm (RODRIGUEZ et al., 2014; DE MORAES et
al., 2015; MORENO et al., 2015; MOURA et al., 2017; WECKX et al., 2017; GENTILE et
al.,, 2021; DE LEMOS et al.,, 2022). De fato, a auséncia de expressdo da capsula
polissacaridica, seja pela delecdo do gene responsavel pela sua sintese ou pela sua supresséo

(regulacdo negativa), aumenta a capacidade do meningococo de aderir a mucosa da
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nasofaringe e orofaringe (HAMMERSCHMIDT et al., 1994, TZENG; THOMAS;
STEPHENS, 2016).

A identificacdo de cepas do genogrupo B entre a populacdo estudada esta de acordo
com a literatura, reforcando a presenca desse genogrupo em amostras de portadores
(GASPARINI et al., 2014; DE MORAES et al., 2015; DIAZ et al., 2016; MOURA et al.,
2017; BREAKWELL et al., 2018; FERREIRA et al., 2020; DE LEMOS et al., 2022). Do
mesmo modo, o NmB é o segundo sorogrupo mais prevalente no Brasil, correspondendo a
19,9% dos casos de DM registrados entre 2005 e 2018 e esta presente em todas as regides do
pais (NUNES et al., 2021).

E interessante notar que nenhum isolado do genogrupo C foi identificado nesse estudo.
Outras investigacdes também demonstraram uma baixa prevaléncia desse genogrupo entre
cepas de Nm provenientes de portadores saudaveis (CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ,
2007; DIAZ et al., 2016; MOURA et al., 2017; BREAKWELL et al., 2018; FERREIRA et al.,
2020). De acordo com Caugant, Tzanakaki e Kriz (2007), o genogrupo C esta mais associado
a doenca invasiva quando comparado ao genogrupo B, e por isso, € menos propenso a
colonizacao assintomatica, sendo, portanto, menos frequente entre os isolados de portadores.

Foi observada uma alta diversidade genética entre os isolados de Nm reportados nesse
estudo, com 19 STs identificados e distribuidos em oito complexos clonais, 0 que esta em
concordancia com outros trabalhos (CAUGANT et al., 1988; ALA’ALDEEN et al., 2000;
BIDMOS et al., 2011; MOURA et al., 2017; FERREIRA et al., 2020). Entre os complexos
clonais identificados, o0 cc198 foi 0 mais prevalente e estava associado as cepas cnl, sendo que
esse resultado era esperado, considerando que o ccl198 é comumente encontrado entre
isolados de portadores assintomaticos (CLAUS et al., 2005; MOURA et al., 2017;
FERREIRA et al., 2020; DE LEMOS et al., 2022).

Do mesmo modo, outros complexos clonais associados a amostras de portadores,
como ccbh3, ccl62, ccll36 e o ccl572 (CAUGANT; MAIDEN, 2009;GASPARINI et al.,
2014; BREAKWELL et al., 2018) foram identificados em menor propor¢do no nosso estudo.
O nosso trabalho também encontrou complexos clonais associados a cepas invasivas como o
cc4821, cc32 e o cc41/44, a maioria correspondendo ao genogrupo B (JOUNIO et al., 2012;
RODRIGUEZ et al., 2014; DE MORAES et al., 2015; BREAKWELL et al., 2018). Apesar de
recentemente ter sido apontada a crescente circulagdo dos complexos clonais cc213, cc35 e
cc461 entre os isolados de DM associados ao genogrupo B no Brasil (DE LEMOS et al.,
2020), nds ndo identificamos esses complexos clonais no nosso estudo com portadores. Além

disto, apenas 8,7% (n=10) das cepas de Nm corresponderam ao genogrupo B.
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Foi observada uma alta variabilidade das proteinas da membrana externa em relacdo
aos complexos clonais identificados, o que corrobora os achados de outros estudos
(GASPARINI et al., 2014; MOURA et al., 2017; BREAKWELL et al., 2018; FERREIRA et
al., 2020). Entretanto, vale ressaltar que os estudos que realizam a caracterizacdo das
proteinas da membrana externa em isolados de portadores sdo escassos na literatura.

As trés variantes de FHbp estavam presentes entre os isolados analisados, sendo que as
variantes 2 e 3 (subfamilia A) foram as mais prevalentes, enquanto a variante 1 (subfamilia B)
foi encontrada em menor propor¢éo, 0 que estd em concordancia com outros trabalhos sobre
portadores (MARSH et al., 2011; GASPARINI et al.,, 2014; MOURA et al., 2017,
FERREIRA et al., 2020). De fato, a variante 1 do FHbp tem sido descrita como predominante
em cepas de Nm causadoras de doenca invasiva (BAMBINI et al., 2009; DE LEMOS et al.,
2020). Além disso, 0 nosso estudo demonstrou uma prevaléncia da variante F5-5 de FetA, da
subvariante 912 da NHBA e da PorB de classe 3 semelhante aquela encontrada nos estudos
conduzidos no mesmo municipio por Moura e colaboradores (2017) e Ferreira e
colaboradores (2020). Em relacdo a proteina NadA, a maioria dos isolados ndo possuia o gene
codificante dessa proteina, o que reforca os achados da literatura que apontam uma menor
prevaléncia de NadA entre cepas de portadores assintoméaticos de Nm (COMANDUCCI et al.,
2004). Por outro lado, entre as variantes encontradas, nds identificamos a NadA-1.1 associada
ao complexo clonal hipervirulento cc32, estando de acordo com os resultados reportados por
outros trabalhnos (COMANDUCCI et al., 2004; MOURA et al., 2017; BREAKWELL et al.,
2018).

Nenhuma das variantes antigénicas presentes nas vacinas 4CMenB (Bexsero®) e
rLP2086 bivalente (Trumenba®) foram encontradas no nosso estudo. No Brasil, ambas as
vacinas ja foram licenciadas e estdo disponiveis apenas na rede particular, sendo a 4CMenB
indicada a partir dos dois meses de idade até 50 anos (SAFADI et al., 2017), enquanto a
rLP2086 bivalente é recomendada apenas para individuos entre 10 e 25 anos de idade
(BRASIL, 2019). Desta forma, faz-se necessaria uma vigilancia continua para avaliar o
impacto que medidas como a vacinacdo podem ter sobre a populacdo de meningococos.
Entretanto, ja foi demonstrado que a vacina 4CMenB tem pouco ou nenhum efeito na reducgéo
da colonizacdo por Nm (READ et al., 2014; BREAKWELL et al., 2018).

A média de tempo de colonizacdo pela Nm foi estimada em 22,5 semanas no nosso
trabalho, o que estd em concordancia com outros estudos (ALA'ALDEEN et al., 2000;
CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; GLITZA et al., 2008; BIDMOS et al., 2011;
JEPPESEN et al., 2015). Noés identificamos sete individuos que permaneceram colonizados
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durante todo o periodo de acompanhamento (38,8 semanas). A coloniza¢do por Nm de longa
duracdo também foi reportada por De Wals e colaboradores (9,4 meses) (1983) e Van
Ravenhorst e colaboradores (8 meses) (2017).

Além dos fatores inerentes ao hospedeiro, a duragdo do estado de portador parece estar
associada as caracteristicas da cepa colonizadora, sendo que nem todas as cepas de
meningococo tém a capacidade de estabelecer uma relacdo de longo prazo com o hospedeiro
(CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; SHARMA et al., 2021). Vale ressaltar que a
duracdo do estado de portador relatada pelas investigagbes longitudinais varia
consideravelmente. Esse fato tem relagdo direta com o tempo de acompanhamento dos
individuos em cada estudo e o intervalo entre as coletas. Poucos estudos tiveram um periodo
de acompanhamento superior a seis meses (DE WALS et al., 1983; JOUNIO et al., 2012;
VAN RAVENHORST et al., 2017; BASTA et al., 2018).

No presente trabalho, foi observado que a duracdo do estado de portador foi
semelhante entre os participantes que tinham dois (17,9 semanas) e trés (18 semanas)
resultados positivos para Nm. E importante lembrar que, por uma questdo de logistica, o
intervalo entre as coletas ndo foi uniforme no nosso estudo, variando de um a trés meses.
Além disso, a coorte era dindmica, com a entrada dos participantes em momentos diferentes
do trabalho. Esses fatores podem ter superestimado a duragdo do estado de portador
encontrada no nosso estudo. Por outro lado, a perda de seguimento pode ter prejudicado o
calculo do tempo de colonizagao assintomatica.

A duracgéo do estado de portador foi maior (28,5 semanas) entre os participantes que
estavam colonizados por cepas de Nm do genogrupo B do que entre aqueles cujas cepas eram
NG (21,9 semanas). Todavia, apenas trés participantes albergaram o meningococo do
genogrupo B durante o trabalho. Outros estudos também sugerem que a colonizacdo pelo
genogrupo B pode persistir durante meses (DE WALS et al., 1983; ALA’ALDEEN et al.,
2000; JORDENS et al., 2004; VAN RAVENHORST et al., 2017). Do mesmo modo, entre 0s
18 participantes com apenas 1 coleta positiva para Nm, 15 (83,3%; n=15/18) albergavam
cepas cnl. Isso poderia sugerir uma associacao entre cepas cnl e uma menor duracdo do estado
de portador de Nm. Entretanto, desse total, 12 alunos ndo participaram de todas as coletas.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para determinar uma associa¢do entre o tempo de
colonizagdo assintomatica e o tipo capsular de Nm.

NOs observamos que a maioria (79,3%) dos alunos permaneceu colonizada pela
mesma cepa de Nm ou por cepas idénticas, que expressaram uma pequena modificagdo em

um epitopo da VR2 da PorA ao longo do periodo de acompanhamento. Essas pequenas
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modificacBes parecem ser importantes para a adaptacdo da bactéria ao organismo do
hospedeiro, principalmente entre os individuos com colonizacao persistente (ANDERSEN et
al., 1998; ALA’ALDEEN et al., 2000; CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; GLITZA et
al., 2008; BIDMOS et al., 2011; JOUNIO et al., 2012; GASPARINI et al., 2014; JEPPESEN
et al., 2015). Todavia, 0 acumulo dessas modificacfes no genoma dos isolados de portadores
de Nm pode resultar, potencialmente, em um aumento da viruléncia da bactéria (VAN
RAVENHORST et al., 2017). Por outro lado, um estudante (n° 148) albergou cepas distintas
durante o estudo. Enquanto o isolado da segunda coleta (B:P1.17-6,23-2:F3-36:ST11311
(cc4821) era semelhante aqueles da quarta e da quinta coletas (B:P1.17-6,23:F3-36:ST11311
(cc4821), a cepa identificada na terceira coleta mostrou-se distinta das demais (NG:P1.12-
30,13-70:F5-5:ST7129 (cc nao definido). Embora seja considerado um fenémeno raro, a
colonizagdo simultanea por mais de uma cepa de Nm j& foi demonstrada por Andersen e
colaboradores (1998) e Caugant, Tzanakaki e Kriz (2007) e esta associada a colonizacédo
persistente, indicando que a recombinacdo entre essas cepas pode gerar novos gendtipos que
podem ser selecionados dentro do hospedeiro. Desta forma, a deteccdo de cepas distintas de
Nm provenientes de uma mesma amostra esta diretamente relacionada ao nimero de col6nias
bacterianas escolhidas para o repique em laboratorio, sendo que a probabilidade de detec¢do
desse fendmeno aumenta para 80% quando sdo escolhidas 15 coldnias bacterianas
(CAUGANT; TZANAKAKI; KRI1Z, 2007). No nosso estudo, por razdes logisticas e limitacdo
de recursos, apenas uma coldnia bacteriana foi escolhida de cada placa, assim como foi
realizado em outras investigacbes (ANDERSEN et al., 1998; CARTWRIGHT, 2001;
GASPARINI et al., 2014). Esta € uma limitacdo que pode ter dificultado a identificacdo de
colonizacao simultanea por cepas distintas de Nm.

Outra hipdtese que podemos sugerir € de que houve uma substituicdo de cepa ao longo
do estudo, ou seja, a cepa da segunda coleta foi substituida na coleta seguinte, sendo que o
participante n°® 148 pode ter sido colonizado novamente na quarta coleta por uma cepa
semelhante aquela identificada na segunda etapa. Assumindo que essa hipotese é verdadeira,
isso reforcaria os achados reportados por alguns estudos que mostram que a colonizagédo por
uma cepa de Nm ndo protege contra a aquisicdo de cepas homdlogas ou heterdlogas
(ALA’ALDEEN et al., 2000; CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; BIDMOS et al.,
2011; GASPARINI et al, 2014; VAN RAVENHORST et al, 2017).
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7 CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos para este trabalho, podemos tirar as seguintes
conclusdes:

1 — Foi identificada uma baixa taxa de aquisicdo (3,2%) de Nm entre estudantes
universitarios de 18 a 24 anos de idade, estando associada a uma maior frequéncia a
festas/bares;

2 — A maioria das cepas (88,7%) de Nm identificadas mostrou-se nao-grupavel,

3 — Foi encontrada uma alta diversidade genética entre as cepas analisadas, bem como
a circulacdo de complexos clonais associados a doenca invasiva;

4 - O estado de portador se mostrou duradouro, com média de 22,5 semanas, sendo a
colonizacdo mantida, em geral, pela mesma cepa ou por cepas idénticas de Nm;

5 - Reforcamos a necessidade de continua vigilancia das cepas de meningococo
circulantes na populacéo de portadores, com o intuito de compreender melhor a epidemiologia
da DM, alem de embasar medidas de salde publica e avaliar o impacto de programas de

vacinacao.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dinamica do estado de portador de Neisseria meningitidis: estudo longitudinal com

estudantes universitarios de 18 a 24 anos, Salvador, Brasil.

Pesquisa de Neisseria meningitidis

Prezado (a) jovem

Para ser lido por todos os estudantes: As informacdes que se seguem descrevem o estudo
de pesquisa e 0 seu papel e do estudante como participante. O entrevistador respondera a
quaisquer perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou sobre o estudo de pesquisa. Por
favor, ouga com atencdo e nao hesite em fazer qualquer pergunta sobre a informagéo que esta
sendo fornecida.

A meningite causada pelo meningococo € uma doenca grave, que se transmite de pessoa a
pessoa, por meio de contato direto com portadores (saudaveis ou doentes). O portador
saudavel ¢ uma pessoa colonizada (infectada) pela bactéria e que ndo apresenta nenhum
sintoma e na maioria das vezes nunca apresentard, mas pode transmiti-la na comunidade.

Estudos longitudinais sdo importantes para a caracterizacdo da duracdo do estado portador
assim como a identificacdo e caracterizacdo de cepas circulantes e possiveis permutas génicas
entre micro-organismos. Nenhum estudo deste tipo foi realizado no Brasil. Por esse motivo, o
Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ BAHIA, juntamente com essa universidade esta
propondo esta investigacdo e para isto contamos com sua ajuda e colaboracdo. Essas
informacd@es serdo Uteis para melhor compreendermos a dindmica do estado de portador e da
transmissao da bactéria.

Procedimentos a serem seguidos: A coleta de material da orofaringe (garganta) sera
realizada por profissionais de salde treinados, € bastante simples e rapida. Para isto, 0
profissional vai passar um algod&do para coletar a secrecdo da sua garganta. Ocasionalmente,
algumas pessoas podem sentir um pouco de nausea (enjéo) no momento da coleta da amostra
de secrecdo da orofaringe (garganta). Nés realizaremos cinco coletas durante o ano, conforme
0 quadro abaixo.

Coleta (dia) Periodo

12 coleta (Zero) 1° dia/semana de aula
22 coleta (30) 1 més apos a 1? coleta
32 coleta (90) 3 meses apods a 12 coleta
42 coleta (180) 6 meses apds a 12 coleta
52 coleta (270) 9 meses apds a 12 coleta
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Se vocé concordar em participar deste estudo, vocé devera ler e assinar este termo de
consentimento livre e esclarecido e responder a um questionario simples sobre o historico
vacinal, antecedente recente de doengas respiratorias, uso de antibidticos, habitos que podem
contribuir para aumentar a taxa de portadores e numero de pessoas que habitam a mesma casa
e dormem no mesmo quarto.

O objetivo desta pesquisa é de interesse para a saude coletiva e ndo implica em mudanca de
conduta individual, ndo havendo indicacdo de se vacinar ou revacinar uma pessoa saudavel
previamente vacinada e nem mesmo administrar antibiético mesmo que ela seja portadora da
bactéria.

Riscos: Suas respostas durante a entrevista sdo confidenciais. Apenas VvOcé e o0s
investigadores do grupo de pesquisa terdo acesso a estas informacGes. Para prevenir,
minimizar e sanar os danos e riscos de confidencialidade sera utilizado um codigo para a sua
identificacdo como participante do estudo, garantindo desta forma o seu anonimato conforme
regulamentacdo das Resolucdes 466/2012. Vocé nao sera identificado em nenhum relatorio ou
publicacdo resultante da pesquisa.

Caso ocorra algum dano ou complicacdes referentes a participacdo do estudante no estudo, o
pesquisador responsavel pela execucdo do projeto assume toda a responsabilidade de dar
assisténcia integral ao individuo, bem como ressarcimento de custos e indenizagéo.

Beneficios: N&o existe nenhum custo para participar deste estudo e vocé ndo tera nenhum tipo
de beneficio imediato, mas ao participar deste estudo estara ajudando a melhorar 0s nossos
conhecimentos sobre a epidemiologia da doenca meningocécica, 0 que possibilita o
reconhecimento de potenciais surtos e auxilia na implementacdo de medidas de vigilancia e
controle da doenga.

Participacdo Voluntaria: A participacdo nesta pesquisa é voluntaria. Vocé pode recusar a
participar ou interromper a participacdo em qualquer momento. Mas se vocé aceitar
participar, pedimos por favor para que vocé ndo desista. A importancia deste projeto esta na
possibilidade de acompanhamento do processo durante um periodo de nove meses. Também,
a equipe de estudo pode optar por encerrar a participacdo do estudante durante ou no fim da
pesquisa. Neste caso, vocé serd avisado. Durante a entrevista, se houver alguma pergunta que
vocé ache que ndo é prépria e ndo queira responder, vocé tem o direito de ndo respondé-la. A
recusa em participar de todo ou de parte desta pesquisa ndo afetard o rendimento e/ou as
atividades do estudante na faculdade. Este termo de consentimento serd emitido em duas vias
e todas as paginas deverdo ser rubricadas pelo participante. VVocé recebera uma das vias e a
outra ficard em poder da equipe de pesquisa.

Grupo de Contato: Se no futuro vocé tiver qualquer questdo sobre a sua participacdo ou
sobre os seus direitos na pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Leila Campos,
Pesquisadora do Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ_BAHIA, Rua Waldemar Falcdo 121,
Brotas, Salvador, telefone (71) 3176-2350; (71) 99977-1196 e e-mail para contato:
leila.campos@fiocruz.br. Ou com o Comité de Etica em Pesquisas que é responsavel pela
analise etica de projetos de pesquisa que necessitem da utilizacdo de seres humanos e esta
localizado no Instituto Gongalo Moniz, Rua Waldemar Falcdo 121, Brotas, Salvador, telefone
(71) 3176-2285, e-mail: cep@bahia.fiocruz.br.

Autorizacdo para Banco de Amostras Bioldgicas: Caso vocé autorize, o material da
orofaringe que sobrar deste estudo ap0s a realizagdo dos exames, sera armazenado em um
banco de amostras bioldgicas na Fiocruz até a finalizacdo do projeto, quando serdo
descartadas através de autoclavacdo. Este material guardado na Fiocruz podera ser também
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utilizado, no futuro, em outros projetos de pesquisa que ajudardo a compreender melhor a
meningite bacteriana ou no desenvolvimento de novos testes diagnosticos e vacinas. Nenhum
material sera utilizado sem a autorizacéo prévia do Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz e
a sua identidade sera mantida em sigilo.

Sobre a autorizagdo para banco de amostras bioldgicas:

() Eu autorizo que o material da orofaringe que sobrar deste estudo seja incluido no banco
de amostras bioldgicas da Fiocruz.

() Eu ndo autorizo, o material da orofaringe que sobrar deste estudo devera ser jogado fora.

Consentimento:

Pelo presente Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, eu, voluntariamente, concordo em
participar deste estudo, pois fui informado (a), de forma clara e detalhada, livre de qualquer
forma de constrangimento e coercdo, dos objetivos, da justificativa, desconfortos e beneficios
todos acima descritos.

Assinatura do estudante

Telefone e data / /

Assinatura do Investigador Data Hora
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APENDICE B

Dinamica do estado de portador de Neisseria meningitidis: estudo longitudinal em estudantes

universitarios de 18 a 24 anos de idade, Salvador, Brasil.

Coletan® 1

PLNM

Data da entrevista

Iniciais do entrevistador ( ) Lara ( ) Amélia ( ) Viviane ( ) Juliana ( ) Lucas

Nome do participante

Data de nascimento

Idade do participante

Idade calculada

Curso do participante

Qual o semestre do participante? () 1° semestre
() 2°semestre
() 3°semestre
() 4°semestre
() 5° semestre
() 6°semestre
() 7° semestre
() 8°semestre
() 9° semestre
() 10° semestre

Vocé tem alguma atividade extracurricular (estagio, trabalho...)? ( ) Sim () Nao
Qual?

Sexo () Masculino () Feminino

O senhor(a) se considera de que cor/raca? ( ) Branco ( ) Preto () Pardo (mulato, mestico,
moreno...) ( ) Indigena ( ) Amarela ( ) N&o sabe

Endereco

Complemento

Telefone residencial

Telefone celular

Escolaridade da mae ou responsavel pelo estudante: ( ) Analfabeto



() 1°grau incompleto
() 1° grau completo
() 2°grau incompleto
() 2°grau completo
() 3°grau incompleto
() 3°grau completo

() Néo sabe

Quantas pessoas vivem em sua casa?

Quantos comodos sdo usados para dormir? (\Valores 88 significa ndo informado)
Teve algum contato recente com um caso de Meningite? ( ) Sim () Nao ( ) Nao sabe
Foi vacinado contra meningite? ( ) Sim () Néo ( ) Nao sabe

Ano em que foi vacinado

Qual o tipo de vacina? () Hib (DTP + HIB)

() Pneumocdcica deca-valente (PCV10)

( ) Pneumocdcica 13-valente (PCV13)

( ) Pneumococica 23-valente (PCV23)

( ) Meningocdcica conjugada C (MenC)

() Meningogocica conjugada (MenACWY)
() Meningococica polissacaridica (MenAC)
( ) Néo sabe

Como foi obtida a informacdo? ( ) Oral ( ) Documento

Carteira de Vacinagéo

Alguém fuma em sua casa? ( ) Sim () Nao ( ) Néao informou

Quem fuma?  ( )Vocé
() Pai
() Mée
() Irméo
( ) Outro morador da casa Quem?
Vocé costuma frequentar festas ou baladas? ( ) Sim () N&o ( ) N&o informou
Quantas vezes por més?
Teve sintomas de gripe nos ultimos 15 dias? ( ) Sim () N&o ( ) N&o informou

Fez sexo oral nos ultimos 15 dias? ( ) Sim () Néo

106
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APENDICE C

Dinamica do estado de portador de Neisseria meningitidis: estudo longitudinal em estudantes

universitarios de 18 a 24 anos de idade, Salvador, Brasil.

Coletan®

PLNM

Data da entrevista

Nome do participante

Curso do participante

Qual o semestre do participante? ( ) 1° semestre
() 2°semestre
() 3°semestre
() 4°semestre
() 5° semestre
() 6°semestre
() 7° semestre
() 8°semestre
() 9° semestre
() 10° semestre

Vocé tem alguma atividade extracurricular (estagio, trabalho...)? ( ) Sim () Néo
Qual?

Telefone celular

Quantas pessoas vivem em sua casa?

Quantos comodos séo usados para dormir?

Teve algum contato recente com um caso de Meningite? ( ) Sim () N&o ( ) N&o sabe
Vocé costuma frequentar festas ou baladas? ( ) Sim () N&o ( ) N&o informou
Quantas vezes por més?

Teve sintomas de gripe nos Gltimos 15 dias? ( ) Sim () N&o ( ) Nao informou

Fez sexo oral nos ultimos 15 dias? ( ) Sim () Néo
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Definicdo de aquisicdo do estado de portador de Neisseria meningitidis ao longo do estudo.

Classificacdo Port_ador de Nm  Portador de Nm 2 3 coletas _ I\_I°,de
na linha de base nas coletas 2-5 realizadas individuos
Aquisicao Néo Sim Sim 12
N&o aquisicdo Néo Né&o Sim 217
Excluidos Sim Né&o Sim 7
Excluidos Sim Sim Sim 8
Excluidos SNR SNR Sim 1
Excluidos SNR Sim Sim 1
Excluidos SNR Né&o Sim 1
Excluidos Sim SNR Sim 3
Excluidos Né&o SNR Sim 27
Excluidos Né&o SNR Né&o 4
Excluidos NA NA Né&o 137
Total 418

Legenda: Nm = Neisseria meningitidis; SNR = Sequenciamento nao realizado; NA = N&o se aplica.
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Tipo capsular dos isolados de Neisseria meningitidis provenientes dos 47 portadores identificados durante o estudo.
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N° do Coletas
participante 1 2 - 2 -
1 - - - NG (cnl) NG (cnl)
2 - - - I (B) NG (cnl)
10 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) * *
19 NG (2) NG (2) NG (2) NG (2) NG (2)
28 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl)
43 NG (B) NG (B) - - -
58 B B B - -
59 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl)
66 - - - - NG (cnl)
82 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl)
84 NG (cnl) NG (cnl) - NG (cnl) SNR
93 NG (cnl) SNR NG (cnl) NG (cnl) *
104 - - NG (1) - -
114 - - NG (cnl) - -
Legenda: - = resultado negativo para Neisseria meningitidis; NG = ndo grupavel; cnl = capsule null locus; I = Inconclusivo; B = genogrupo B;

* = coleta ndo realizada; Z = genogrupo Z; SNR = sequenciamento nao realizado. A estrutura génica da cepa se encontra entre parénteses.



Tipo capsular dos isolados de Neisseria meningitidis provenientes dos 47 portadores identificados durante o estudo (continuagéo).
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N° do Coletas

participante 1 " 3 2 o
139 - - - NG (cnl) NG (cnl)
144 NG (cnl) NG (cnl) SNR * *
148 - B NG (cnl) B B
149 - - SNR NG (cnl) NG (cnl)
178 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl)
181 NG (cnl) NG (cnl) - NG (cnl) NG (cnl)
183 - - - - NG (2)
184 SNR - NG (cnl) NG (cnl) -
190 NG (cnl) * * * *
210 NG (B) NG (B) NG (B) NG (B) NG (B)
213 NG (cnl) * * * *
228 - - - NG (cnl) NG (cnl)
243 | (B) * * * *
244 B B B B SNR

Legenda: - = resultado negativo para Neisseria meningitidis; NG = ndo grupavel; cnl = capsule null locus; I = Inconclusivo; B = genogrupo B;

* = coleta ndo realizada; Z = genogrupo Z; SNR = sequenciamento ndo realizado. A estrutura génica da cepa se encontra entre parénteses.



Tipo capsular dos isolados de Neisseria meningitidis provenientes dos 47 portadores identificados durante o estudo (continuagéo).
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N° do Coletas
participante 1 " 3 2 o
248 NG (cnl) * * * *
252 NG (cnl) * * * *
271 NG (cnl) * * * *
274 NG (cnl) * * * *
277 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl)
293 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) - *
299 NG (cnl) - * * *
303 - - - NG (cnl) NG (cnl)
317 NG (cnl) NG (cnl) NG (cnl) - *
328 NG (1) NG (cnl) - * *
342 NG (cnl) * * * *
347 NG (cnl) * * * *
353 NG (cnl) I (B) NG (cnl) - *
370 NG (cnl) * * * *
Legenda: - = resultado negativo para Neisseria meningitidis; NG = ndo grupavel; cnl = capsule null locus; I = Inconclusivo; B = genogrupo B;

* = coleta ndo realizada; Z = genogrupo Z; SNR = sequenciamento ndo realizado. A estrutura génica da cepa se encontra entre parénteses.



Tipo capsular dos isolados de Neisseria meningitidis provenientes dos 47 portadores identificados durante o estudo (continuagéo).
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N° do Coletas
participante 1 " 3 2 o
373 NG (B) NG (B) * * *
381 NG (cnl) NG (I) * * *
386 - NG (cnl) * * *
400 NG (cnl) * * * *
402 NG (cnl) * * * *

Legenda: - = resultado negativo para Neisseria meningitidis; NG = ndo grupavel; cnl = capsule null locus; | = Inconclusivo; B = genogrupo B;

* = coleta ndo realizada; Z = genogrupo Z; SNR = sequenciamento ndo realizado. A estrutura génica da cepa se encontra entre parénteses.



