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RESUMO

A doenca meningococica permanece como um problemasalide publica, estando
relacionada a altas taxas de morbidade e mortaljgathcipalmente em criancas e lactentes.
A rapida evolucdo da doenca requer uma intervengépéutica especifica e precoce, e
enfatiza a necessidade de disponibilizar vacinaspggsam ser utilizadas na prevencao dessa
doenca. Estratégias utilizando proteinas de meralearerna déleisseria meningitidisomo
antigeno estdo sendo desenvolvidas para a prodigd&mma vacina universal contra o
sorogrupo B, que pode, inclusive, conferir protegdiotra outros sorogrupos. Duas vacinas se
encontram atualmente em ensaios clinicos. A vaca@mbinante rfHbp possui duas
variantes da proteina fHbp (V1 e V2) como antigen@ vacina 4CMenB é uma vacina
multicomponente que inclui trés proteinas (fHbp,B¥e NadA) combinadas com OMVs da
cepa epidémica da Nova Zelandia. Embora estesean8gsejam relativamente conservados,
0s mesmos ja demonstraram variabilidade em difesertgides. O objetivo deste estudo foi
avaliar a prevaléncia e diversidade genética demtéigenos em isolados clinicos Ne
meningitidis sorogrupos B e C circulantes no Brasil. A caré&xaefo dos isolados pelo
MLST revelou seis complexos clonais principais (C€541/44, ST-1136, ST-32/ET-15,
ST-8/A4, ST-11/ET-37 E ST 103). Todos os isoladmesentaram o gene fildbp, onde a
variante 1 foi predominante para sorogrupo B eréante 2 para o sorogrupo C. O gene
NHBA também foi identificado em todos os isolados. Ag%er29,73% dos isolados
apresentaram o gemadA.Nenhuma das cepas analisadas apresentou 0 mestipn i#
PorA presente na OMV que compde a vacina, ndo satefessante a inclusdo desta vesicula
em uma possivel vacina brasileira. Apenas tréantas de VR3 de PorA foram identificadas,
demonstrando a baixa variabilidade desta regidproi@ina e a possivel aplicacdo em uma
vacina. Indicios de troca de capsula foram encdagr&m alguns isolados, o que reforca a
necessidade de monitorar a recombinacéo genétineedmgococo que atraveés desse recurso
pode escapar da protecdo conferida por vacinasugaa@s eficientes como a vacina
conjugada C. A vacina rfHbp demonstrou uma maibeduira tedrica em comparacdo com a
vacina 4CMenB, porém ainda ha a necessidade debse possiveis mecanismos de escape
do meningococo.

Palavras - chavéNeisseria meningitidisMILST; Vacinas meningococicas.



ABSTRACT

Meningococcal disease remains a public health probtausing high case-fatality rates
worldwide, especially among young children and ypw@adults. The rapid evolution of the
disease requires specific and fast therapeutioractand the use of prophylaxis through
vaccination is the best choice to halt the sprdatieodisease. New vaccine approaches using
surface exposed proteins fradeisseria meningitidibave been developed for the design of a
universal vaccine against serogroup B, which coalgb elicit protection against other
serogroups. Two vaccines using this strategy ameewtly through clinical trials. The
recombinant vaccine rfHbp with two fHbp antigeniariants (V1 and V2) and the
multicomponent vaccine 4CMenB including three prate(fHbp, NHBA and NadA)
combined with an OMV from the New Zealand vaccit@is. Although these are highly
conserved antigens, some genetic variation has déessdy observed within their genes. The
main objective of this study was to evaluate thevalence and genetic diversity of these
antigens amond\. meningitidisserogroup B and C isolates circulating in Bradihe
characterization of such isolates by MLST analyssgaled the presence of six main clonal
complexes (CCS ST-41/44, ST-1136, ST-32/ET-1588W, ST-11/ET-37 E ST 103). The
genefHbp was amplified from all isolates and Variant 1 yasdominant among serogroup B
and Variant 2 among serogroup C. G&fteBA was also amplified from all isolates. Gene
nadAwas only amplified form 29.73% of all isolates. \fen’t find any strain matching the
same PorA subtype of the OMV used in the 4CMenBciwv&s thus the inclusion of such
bacterial structure in a future vaccine to be uselrazil would be useless. Only three PorA
VR3 variants were detected showing the low diversitthis protein region and the possible
inclusion of this structure on a future vaccine. Wave detected a possible indication of
capsule “switching” among some isolates which shtivesneed of a wide surveillance of
meningococcal strains that can escape the protecfiserogroup C conjugate vaccines. The
rfHbp vaccine suggested that it could show a higbficiency when compared with
4CMenB, but it is important to cover possible scapEhanisms showed by several strains.

Keywords:Neisseria meningitidisMILST; meningococcal vaccines.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composi¢cdo quimica da capsula polisghcaridos sorogrupos

patogénicos dbleisseria Meningitidis.............c.covvvvivviiiiiiiiiiii e 17

Tabela 2: Funcdo e classificacdo das principaisrutesas de N.

o 19
[0 aT=T o] o o 1 iTo | TS RRRPPPPPR
Tabela 3:Iniciadores empregados para a caracterizacdo dgenns de
Neisseria MeNINGItIAIS . .........iiiii e e e eeeeeeees 43

Tabela 4: Descricdo dos genes e seus respectiimadores utilizados em

MLST deNeisseria meningitidiS.........ccouveeeieeeisccccceeeeiicese s e e e e e e e e eeeeeeeenns 49
Tabela 5: Distribuicéo e classificacdo das cépaseningitidisestudadas......... 52
Tabela 6: Isolados estratificados por complexoal¢GC) e sorogrupo............ 54

Tabela 7: Distribuicdo dos gendtipos mais frequedé&eNm por ano e regido... 58

Tabela 8: Caracteristicas genotipicas de isoladms @ossivel capsule

SWILCNING. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eeeenne e 67



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Micrografia de meningococo (cocos gramati®os aos pares).......... 15
Figura 2: Figura esquematica da estrutura cela&taisseria meningitidis... 16
Figura 3: Petéquias e “rash” cutdneo na doencangeocdcica.......................... 21

Figura 4: Distribuicdo global do meningococo. Soupgs e subtipos
o1 =To (o] 0] [ =T ] (=TS TSRS 27

Figura 5: Aplicacdo da Vacinologia Reversa no deslemmento de vacinas

contra infecgbes causadas pbmeningitidis sorogrup8.............ccccevvvvvvvvnnnnns 32

Figura 6: Figura esquematica Ne meningitidissorogrupo B e os antigenos

VACINAIS €M ESTUAOD ....uiiiiii it cecceee e e e e e e e e e e e eeeeeeee e nnanneeenne 33
Figura 7: Alelo 1 de fHbp. Exemplo da composicaatealelo........................ 34

Figura 8: Topologia dos aminoacidos da proteinanpoA, PorA, e suas

FEQIOES VAINAVEIS. . .uuuuiiie i e e eieiieeeeeeeeeeeee et s s s e e e e e e eaeeeeeeeeeesssnnnnnsssennnnns 46
Figura 9: Esquema das etapas da metodologiaadgtdipara MLST.................. 48

Figura 10: Distribuicdo dos isolados sorogrupos@por variante da fHbp......59

Figura 11: Distribuicdo das subvariantes de fHhpsooogrupos ...................... 61
Figura 12: Distribuicdo das variantes de NHBA pmmogrupos ...........cceeeeeeee. 63
Figura 13: Prevaléncia de NadA pPOr SOrOQIUPOu «eeverrnnnaaeeaaeeeeaeeeeeeeeeenn 03
Figura 14: Andlise filogenética de fHDP......ccceeev oo, 65

Figura 15: Analise filogenética de NHBA......ccoceeiiiiiiiii e, 66



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AM — Amazonas

BA — Bahia

BHE — Barreira hematoencefalica

CC — Complexo clonal

DM — Doencga Meningocdcica

ET — Tipo eletroforético

FHBP — ‘factor H binding protein”

Fiocruz — Fundacédo Oswaldo Cruz

INCQS - Instituto Nacional de Controle de QualidadeSaude
LCR — Liquido cefalorraquidiano

LMR — Laboratério de microrganismos de referéncia
LOS - Lipooligossacarideos

Mabs — Anticorpos monoclonais

MLEE — “Multilocus Enzyme Electrophoresis”
MLST — “Multilocus Sequence Typing”

NadA — ‘neisserial adhesin A”

NHBA — “Neisserial Heparin-Binding protein”
Nm —Neisseria meningitidis

NmB —Neisseria meningitidisorogrupo B
NmC —Neisseria meningitidisorogrupo C
OMP — “outer membrane proteins”

OMV - “outer membrane vesicules”

PCR — Reacédo em cadeia da polimerase

PNI — Programa Nacional de Imunizacao



PE — Pernambuco

RJ — Rio de Janeiro

SC - Santa Catarina

ST — Tipo sequencial

SUS - Sistema Unico de saude

VR - Regido Variavel



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt st ettt e e ete st e et s erae et e stssteaeateseeeneareaneeaes 14
1.1. Meningite € doeng¢a MENINQOCOCICA ... uummmmmresrrrrrnnnnnseaeeeeeeeeeerreermmmnsrmnnnnnrernnnn 14
1.2, AQENLE ELIOIOGICO. .. .ciceiiiitittees ettt e et e eeaeeeeeeeeaaessssannnnneeeeaaaaaaaaaaeaaeens 14
1.3. CaracteristiCas antigENICAS. ......... e eerrerrreeeeeaaaeesssssasssssnrsrrrneeeeeeaesssssssannnnns 15
1.3.1. Capsula poliSSACAIICA............umummmmmeeeiiiiiieeeiiiieire e e e e e e e e e e e s eeeeeeeeeeeeeeeeeenanne 16
1.3.1.1. Troca de capsuleapsule SWItChING........cccoviieiiiiiiiii e 18
1.3.2. Proteinas de membrana externa (OMPS)........cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 18
1.4. Transmiss@o € Manifestagies ClINICAS meeeeeeeeeeiiiiiiiiiie e 20
1.5. DiagnOStiCO € tratamentO ...........uuucemmmmmieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeererine s srreeers e e e e e e eaaaeas 21
1.6. Tipificacao d&N.MeNINGItIdiS........ccoiiiiiiieeiiiiieieee e e e e e e e e e 23
1.6.1. MEtOdOS fENOLIPICOS ...uvvvviiiiiiii ettt rreeee e e e e e e e e 23
1.6.2. MEtOUOS GENOLIPICOS. .. .uuuuerrrrrtmmmmmmm e eeeeeeeeaeaeeeeeaaesssssssssnnsssssrnneeeeeaaessssssaannnns 24
1.6.2.1. Métodos utilizados em estudo populaciod@iBM..............cccccceeeiiiieieeeeeennnnn. 24
R = o T =1 0 1 o] (oo 1= VR 26
1.8. Vacinas anti-meniNgOCOCICAS ......cccuuuuuuuniiiiiiiiiiiiiiereeeeeeeeeeeee e e s s s s s s ssnnnnnreeeeeaaaeens 28
1.8.1. Vacinas anti-meningocdcicas SOrogrup0 B vvveviiiiieiieeiiiiiiiccciieeeeene 29
1.8.1.1. VacCinOlOgia REVEISA........cceee e s e ettt e e e e e e 31
1.8.1.2. Antigenos vaciNaiS PrOMISSOIES ... ceeeeeerrereerermmrnnnnnaasseeeeeeeeaeeeemeaeeeeees 32
1.8.1.2.1. FHbpféctor H binding protein)...........ccceeeiieieeeeeiiiiieeeeeii e 33
1.8.1.2.2. NadA neisserial adneSiN)A......cccoo i 35
1.8.1.2.3. NHBA rieisserial Heparin-Binding protein)............ccouuuueiiiiiiiinnnieeeeeeennn. 35
1.8.1.3. Vacinas €m €NSai0S CHINICOS ..... s rrrrrrmiiiiieiiiiiiaeaeeaeesssssssssnenneeeeeeeeeeens 36
1.8.1.3.1. Vacina rfHbp bivalente (PfIZer) .o 36
1.8.1.3.2. Vacina multicomponente 4CMenB (NOBAIL...........ccovvvvuiiiiiiiiiineieeeeeeeeee 36
1.9. A Vigilancia Sanitaria e o controle de quatidale vacinas ............ccccccvevveeeeerrom 37
1.10. ReleVaNCia d0 ESTUAOD .......uuiiiiiiieeeeeeeiee et e e e 39
O] 2N 1 I LY LSRR 40
2.1. ODBJELIVO QOIAI ....ceiiiiiiiitiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaarraaaaa 40
2.2. ODjJetiVOS ESPECITICOS .. uuuuriiiiiiiiiiieriee et e e e e e ee bbb 40
3. METODOLOGIA . ...ttt ettt e e e e s sttt e e e e e e nbe e e e e s nssaeeeeeeaans 41

3.1.Selecdo das linhagens para 0 €StUdO.......ccceeeeeeeiieiiiiiiiic e eeeee e 41



3.2. Condicao de crescimento dOS MENINGOCOCOS... .t eeeeeerieereereirrirrnnniaaaaaaeeeaaaaess 41

3.2.1. Extracao e purificaGdo do DNA geNOMICO.cccc...uuuriiiiiiiiiiiiie e e e 41
3.2.2.Amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da PolimeraBR)P.........ccccceevvvieeeieeeeennnnn. 42
3.2.3. SEQUENCIAMENTO. .. ..t i ieeeeeee e e eeeeeeees e e e e e e e e e et e eee e et s s e s eeeeeeaaaaaaeaaaeaaeeeeesnnnnnes 43
3.3. Determinacgdo das variantes dos antigenOSAIACIN............ccuvuvvrriiireieeeereeeess o 44
3.3.1. Andlise filogenética dos antigenos VACINAIS..............uuviriiiiiiiiiiiieieeeeeeseeeeeeeee 44
3.4. Caracterizacdo dos isolados pelos gpaes e fetA..........oovvvvvvvevviviciiceneee... . 45,
3.4.1. Determinacao das regides variaveis (VRB@®A ............ccccceeevvvevveeevvveviveennnnn 45
3.4.2 Determinacédo das regides variaveis de FetA (FERAM..........ccccvvvveveevieiiiniinnnnn. 47
G 78 T 11 0 Y PP 47
3.5.1 Amplificacdo e sequenciamento dOS JENES ... eeeerrrrrnnnnniiiaseeeeeeeeeseenneenna il
3.5.2.ANAlISES UAS SEQUENCIAS......cceeeeeeiiiiit e e e e e ettt e e e e e e e e e e aaaeaaaeaaees 50
A, RESULTADOS ... e e me et e et e e e et e e e et e e e et eaeennta e e e eaaeeeennns 51
4.1. CaracterizaGao das amMOSIIAS.........coeecrem it e e e e e e e e e aeeeenseerrrreeeeeees 51
4.2. Caracterizac80 dos 1S0lad0S POIr MLST . everrrnnnniiiaieeeeeaeaeseeeseeeessssrennnnesnnnn 53
4.3. Caracterizacao dos isolados pelos gpaBSefetA .......ovvvvciiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiae 54
Nt O o 7 54
4.3.1.2. Regido Varidvel 1 de POrA (VR1)....cco e 54
4.3.1.3. Regido Varidvel 2 de POrA (VR2).... e 55
4.3.1.1. Regiao Variavel 3 de POrA (VR3) ... oo e 55
4.3.1.4. Classificacao por Subtipo (VR1 € VR2) Q€AP.......cooovvvvviiiiiiiiieeeee e, 56
A e P 57
4.3.3. Caracterizacao genotipica d0S iSOIAUOS e rvvrrrerriiiiiiiiieieieeiiiiiiieeeeeee e 57
4.4. Prevaléncia e diversidade de fHDP ......mmmcrreieeeeeeeerieeiieciiiiies e 59
4.5. Prevaléncia e diversidade de NHBA ... 62
4.6. Prevaléncia de NAGA ... ettt enaane s 63
4.7. Analise filogenética de fHDBP € NHBA ... 64
4.8. Deteccdo de uma possivel troca de capsulayl@pwitching) ..........cccoeevvvvvveveeiinnnns 67
5. DISCUSSAD ...ttt sttt et nane e e e s s ene e eaes 68
B. CONCLUSOES ...ttt ettt se e 75

REFERENCIAS ..o e et e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e erae e e, 77



14

1. INTRODUCAO

1.1. Meningite e doenca meningocdcica

O significado de meningite € “inflamacdo das meesig sendo estas as
membranas quescobrem a massa encefélica e a medula (DE VOR)1€8uma
doenca de muita importancia para a saude publesajot em vista sua réapida
evolucao, facilidade de disseminagéo, dificuldaglelidgnostico imediato e alta taxa
de mortalidade e morbidade dos acometidos (GANAI.,1997).

Varios agentes etioldégicos podem causar meningitesozoarios, helmintos,
fungos, virus, além de diversas bactérias queiagirais meninges podem causar as
chamadas meningites bacterianas. Entre estes agentais frequente éNeisseria
meningitidis responsavel pela meningite meningocécica (RIED@L, 1995). Essa
bactéria também pode atingir a corrente sanguieeando a um quadro de sepse ou
meningococcemia onde a multiplicacdo incontrol&l@l meningococo aumenta a
liberacdo de endotoxinas podendo levar ao chamhdque séptico com faléncia
multipla de o6rgdos (STEPHENS ak, 2007). A meningococcemia e a meningite
sdo, portanto as duas formas da chamada doencanguoedcica (DM)
(ROSEINSTEINet al, 2001).

1.2. Agente etioldgico

Neisseria meningititigNm) pertencente a clasgeProteobacteria e a familia
Neisseriacead\. meningitidis se apresenta como diplococo Gram-negativo, imével
nao formador de esporos, possuindo uma capsulaspoéiridica que reveste a
membrana externa da bactéria (figura 1). Quandowdtara, a bactéria que pode ser
isolada do sangue ou do liquor do paciente, forrmdn@s mucosas, nao
pigmentadas, ndo hemoliticas com tamanho variaed6,@l a 0,8 microbmetros de
diametro. Entretanto, cepas isoladas da nasofarmgeportadores saudaveis

frequentemente apresentam coldnias opacas sugenrséncia da capsula ou menor
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guantidade de polissacarideo (BRICKS, 2002; VO&iKal, 1996; STEPHENS,
2007).

E uma bactéria aerdbica preferindo ambiente Umitengeratura de 37°C
para crescimento 6timo; o crescimento pode ser ihoaplo em ambiente com
concentracdo de 5-10% de g:(ARDITI & YOGEV, 1997). O unico reservatoério

natural do meningococo € o homem, sendo seu habitadsofaringe humana,
geralmente sem causar infeccdo (JANDA & KNAPP, 20@3 meningococo se
mostra sensivel a dessecacdo, aos raios solareyvaiacoes de temperatura. As
culturas ndo sobrevivem mais do que trés dias sambyancada e a sobrevida em
temperatura (4 a 8°C) e umidade baixas nao ultsapasrés horas, fazendo com que

a existéncia em vida livre ndo seja possivel (BABRO2000).

Figura 1. Micrografia de meningococo, cocos gram-negativespanes

Fonte: ( DAYMAM, 2009).

1.3. Caracteristicas antigénicas

O meningococo € circundado por uma membrana extearaendo pili,
proteinas de membrana externa (OMP odter membrane proteips e

lipooligossacarideos (LOS). Entretanto, os meringos patogénicos possuem
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ainda uma cépsula polissacaridica ligada & memleegieana, que € um dos fatores
de viruléncia mais bem definidos até o momenta(ag?) (NASSIF, 2000; TZENG
& STEPHENS, 2000; VAN DAURENt al, 2000).

Figura 2. Figura esquematica da estrutura celular Meisseria meningitidjs adaptado de
ROSENSTEINet al.2001.

Proteinas da membrana Membrana Citoplasmatica
citoplasmatica * Periplasma

Membrana Externa

(imunotipos)
Polissacarideo
{sorogrupos)

Capsula

Proteinas da membrana
externa

{sorotipo e sorosubtipo)

Fosfolipideos

1.3.1. Capsula Polissacaridica

A capsula polissacaridica confere ao meningocooprigdades protetoras
contra fagocitose e bacteridlise, possibilitanda sobrevivéncia durante a invasao
da corrente sanguinea ou do liquor do hospedeifere€@ ainda propriedades
antiaderentes que permitem a transmissdo, dissefiming sobrevivéncia em
compartimentos externos e internos, como por exgngd vacuolos fagociticos.
Repulsdo através de carga negativa, impedimerdaase cobertura de ligantes de
aderéncia sdo mecanismos propostos para as prageRdnti-adesivas da capsula
(TZENG & STEPHENS, 2000).

Os antigenos da capsula polissacaridica permiteaiassificacdo deN.
meningitidis em diferentes sorogrupos. Atualmente existem 130gsopos
identificados: A, B, C, D, 29E, H, |, K, L, M, W13%, Y e Z. Com relacdo a
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patogenicidade, destacam-se 5 sorogrupos: A, BWC35 e Y, sendo estes
responsaveis por mais de 90% dos casos da doeAOEF & KARIBIAN, 2003).

A céapsula destes meningococos associados a doewmesiva € basicamente
composta de derivados do acido sialico, exceto pasarogrupo A, que € formada
pela polimerizagdo do N-acetil D-manosamina fosf@fi@dENG & STEPHENS,
2000; TAHA, 2002). Na tabela 2 se encontra a de&crdetalhada da composicao
quimica dos principais sorogrupos patogénicos.

Os sorogrupos séo identificados através das técdeaoro-aglutinacao, co-
aglutinacdo ou empregando anticorpos monoclona&sb@ylem técnicas dELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent A3saydot-blotting(JANDA & KNAPP, 2003).
Abordagens de biologia molecular, como a Reaca€adeia da Polimerase (PCR),
tém sido amplamente utilizadas para a determindg&@orogrupos principalmente a
partir de material clinico com resultado negatipdsatestes convencianais (TAHA,
2000; TAHA, 2002).

A amplificacdo do gensiaD, que codifica a poli-sialiltransferase, determina
0s sorogrupos B, C, Y e W135 (TAHA, 2000; POLLARDal, 2002;) enquanto o
sorogrupo A pode ser determinado através da acggdio do genenynB (que
codifica a enzima que atua na polimerizagdo da dtiteld-manosamina) owrf2
(TAHA, 2000; TAHA, 2002).

Tabela 1. Composicdo quimica da capsula polissacaridica do®gRIpoS
patogénicos dbleisseria meningitidi€adaptado de TAHA, 2002).

SOROGRUPO CAPSULA POLISSACARIDICA
A o-N -acetil D- manosamina -1-fosfato
B 0-2.8, acido N -acetilneuraminico
C 0-2,9, dcido N -acetilneuraminico
W135 D-galactose e acido V-acetilneuraminico

Y D-glicose e acido N-acetilneuraminico
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1.3.1.1. Troca de cipsulaCapsule Switching)

Alteracbes de estruturas antigénicas, como o pekstdeo capsular, € uma
estratégia comum de patdégenos bacterianos parpagsda sistema imune do
hospedeiro, este fenbmeno é chamadocdesule switching Estudos indicam que
esta mutagcdo pode ocorrer por conversao do gepeliolaerase da capsula e que
este evento ocorré vivo (SWARTELEY et al 1997; ACALA et al, 2002;
BEDDEK et al, 2009).

Presume-se que a co-colonizacdo de cepas dos wooegB e C na
nasofaringe humana e o intercambio genético sdevestos responsaveis pela
mudanca de capsula. Linhagens recombinantes eapcessorogrupo B ou C tem
sido descritas como resultantes agsule switchinSWARTELEY et al, 1997).
Um evento semelhante, com isolados W135, tambénrelmentemente descrito
(BEDDEK et al, 2009). Todos 0s sorogrupos seriam capazes dearnpara
qualquer outro, com excessao do sorogrupo A, pes polissacarideo €
bioquimicamente diferente dos demais sorogrupasgpaicos (SWARTELEt al,
1997; ACALA et al, 2002).

1.3.2. Proteinas de Membrana Externa (OMPs)

As classes de proteinas de membrana externa (ONIPsa 5) séo
identificadas de acordo com seu peso molecularuecemportamento em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sOdiDSSPAGE) (TSAlet al, 1981).
OMPs de classe 1 a 3 sdo porinas, sendo as de dlatenominadas PorA e as de
classe 2 e 3 de PorB; a proteina de classe 4 éacaade proteina RmpMeduction
modifiable protein Nl As OMPs de classe 5 sdo constituidas pelasipasté®pa
(Opacity proteink Todos 0s meningococos possuem varias OMPs dgsecla 4 e 5,

e somente uma das OMPs de classe 2 ou de claR€2SENSTEINet al, 2001).

As porinas funcionam como poros essenciais paraokmewvéncia do
meningococo, pois modulam a troca de ions entextha e 0 meio externo. Podem
também interagir com a membrana plasmatica deasttucarioticas, causando uma

alteracéo no potencial de membrana e interferéreisinalizacao celular, sugerindo
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gue estejam envolvidas na reorganizacgao celulliodpedeiro durante o processo de
infeccdo (NASSIF, 1999; MASSAR al, 2003).

Estes dados sdo suportados por andlise molecularcaliecbes de

meningococos que contém isolados com marcadoreXicges idénticos, mas que

expressam diferentes polissacarideos capsulareARIBLEY et al, 1997).

Tabela 2: Funcdo e classificacdo das principais estruturasNdemeningitidis

(BAETHGEN, 2007).

COMPONENTE

FUNCAO

CLASSIFICACAO

1. Capsula Polissacaridica

Protege contra mediadores do

hospedeiro, bacteriolise complemento-

dependente e fagocitose

13 sorogrupos (A, B, C, 29E H,
LK,L M W135 X, Y,Z)

2. Proteinas de Membrana
Externa (PME)

2.1. Porinas

2.1.1. PorA

212 PorB

2.2. Proteinas opacidade-
associadas

2.2.1. Opa

222 Ope

2.3. Proteina RmpM

Formam poros através dos quais
passam solutos hidrofilicos, cation-
seletivos ou anions-seletivos

Promove a aderéncia as células
epiteliais e lencocitos do hospedeiro

Promove aderéncia as células do
hospedeiro

Ligacdo da membrana externa com
pepitideoglicano e interagdo com
porinas

Proteina de membrana externa

Classe 1 (sorosubtipagem)
Proteina de membrana externa

Classe 2 ou 3 (sorotipagem)

Proteina de membrana externa
Classe 5

Proteina de Classe 4

3. Lipooligosacirideos

Atividade endotoxica

13 imunotipos: baseados em
diferencas na antigenicidade.

4. Pili

Promove aderéncia as células
epiteliais e endoteliais e eritrocitos

Classe I e II: ambos podem ser
isolados de pacientes com DM.
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1.4. Transmissdo e manifesta¢des clinicas

Considera-se que cerca de 5 a 15 % da populacdreas ndo endémicas
esteja colonizada por meningococos de forma assatica, sem causar a doenca. A
transmissdo do meningococo ocorre através do cowuliatto com secrecdes da
nasofaringe do portador assintoméatico ou do dodNASSIF et al, 1999;
CARVALHANAS, 2005).

Uma vez estabelecida, a doenca meningocdcica passuevolucéo rapida
podendo levar a morte em menos de 48 horas apdsstakacdo. As manifestacoes
iniciais sado febre alta, prostracdo, dor de cabémajtos, falta de apetite, petéquias
(rash cutaneo ou purpura), dor e dificuldade na moviagid do pesco¢co. O maior
risco da doenca € o choque séptico que € provqueldanultiplicacdo da bactéria na
corrente sanguinea. No sangue a bactéria liberat@adas que estimulam a
vasodilatacdo promovendo diminuicdo rapida da poeagterial que pode resultar na
faléncia dos 6rgdos (CARVALHANAS, 2005; STEPHEBISal, 2007).

No caso de pacientes em tratamento intensivo, onhecimento de
diferentes processos fisiopatoldégicos associado®M proporcionou grandes
mudancas no tratamento e na estratégia de ges@@gtas duas formas diferentes
da doenca (STEPHENS, 2007) possibilitando uma melkio prognéstico.

Uma outra questdo importante € que a DM pode sdumdida com outras
doencas infecciosas, por isso nos cuidados prisyéeoe sempre haver suspeita de
DM em criangas com sinais precoces nao-especifiamg, o diagndstico precoce
da DM é essencial para a saude publica, assim @rodacdo de campanhas
educativas que auxiliem no reconhecimento precedezindo a morbi-mortalidade
(BULLEN, 2000).
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Figura 3. Petéquias e “rash” cutneo na doenga meningocdcica

Fonte: (STEPHENSt al, 2007).

1.5. Diagnéstico e tratamento

O diagndstico inicial da doenca meningocoOcica ctasem uma avaliagdo
clinica, com o historico da doenca e anamnese. ridiaveuspeita de meningite ou
meningococcemia, o0 tratamento deve ser imediatesamesmo que o diagnostico
laboratorial esteja pronto, visto o grande riscolatalidade (CARVALHANAS,
2005; THOMPSONet al.20089.

Um grupo de testes laboratoriais iniciais (hemograehetrolitos, proteina C
reativa, e cultura) deve ser realizado quando hoswspeita de DM. Além disso,
sempre que possivel, deve-se realizar a puncacatoenb liquido cefalorraquidiano
(LCR) devera ser enviado ao laboratério para desage glicose, proteinas,
contagem diferencial de células e cultura (BRAN&@I, 2007).

O diagnéstico definitivo depende do exame do LCRjox achados

caracteristicos incluem a pleocitose e também iptinorraquia, a
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hipoglicorraquia e a cultura positiva (ROSENSTENMNal.2001; STEPHENS! al.,
2007). Segundo Donalisio e colaboradores, (200§esqjuisa de polissacarideos
capsulares no ligquor, através das técnicas imuimal®gle contra-imunoeletroforese
(CIEF) ou aglutinacéo do latex, séo bastante eraplaegy

A busca de métodos mais rapidos, sensiveis e éspedévaram a utilizacao
de técnicas moleculares baseadas na Reacdo emaGiadPolimerase (PCR).
Portanto, a deteccdo do DNA gendmico Nle meningitidisa partir de material
clinico pela PCR, vem sendo cada vez mais utilizsata o diagnostico de DM, e
passou a ser uma importante ferramenta para #p#w e caracterizagédo de isolados.
Os métodos de tipificacdo molecular 8 meningitidis sdo utilizados para a
investigacdo de surtos e para estudos sobre dueatrgenética populacional do
microrganismo, com o objetivo de se entender medhsra variacéo e evolucao (DE
FILIPPIS, 2005; DIGLLE & CLARCK, 2006; MAIDEN, 2008

O tratamento é realizado por antibioticoterapiaeedser iniciado assim que
forem detectados os primeiros sintomas que levaospeita da doenca. Por isso a
importancia do diagnostico precoce que pode redimisideravelmente a taxa de
letalidade e as sequelas deixadas pela doenca.r&sdaltar que os contatos dos
pacientes acometidos com DM devem receber tratanarimicrobiano profilatico
adequado (RIORDAN, 2001; CARVALHANAS, 2005; STEPHESL al 2007).

A droga de escolha para o tratamento da DM é ailpenkilina ou a
ceftriaxona, também podendo ser utilizadas a cafotae clorafenicol (ZEROUALI
et al, 2002). Em condi¢Bes normais de salde a pemigilio € capaz de ultrapassar
a barreira hemato-encefalica (BHE), porém durastenaningites, as meninges se
encontram inflamadas e a penicilina consegue panetr BHE rapidamente
(ZEROUALI et al, 2002). Uma observacao importante € que ocoaéteicepas
resistentes as penicilinas tem levado a um aungantdtilizagdo de antimicrobianos
de amplo espectro como a vancomicina (CARVALHANARBQS5; STEPHENS:t
al., 2007).

A quimioprofilaxia dos contatos primarios e securados doentes deve ser
realizada com o objetivo de eliminar o meningocdesses portadores para proteger
os individuos mais suscetiveis. A quimioprofilaxdadtii no controle de surtos
localizados, como em escolas e residéncias, poé@npode ser usada no controle de

epidemias pelo seu alto custo e pelo desenvolvimad resisténcia aos
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antimicrobianos. A droga de escolha para a praéilax a rifampicina, porém
ceftriaxona, azitromicina e quinolonas também reduza colonizacdo do
meningococ na nasofaringe (BLOCK & VELASQUES, 2006)

1.6. Tipificacdo deN. meningitidis

1.6.1. Métodos Fenotipicos

Diferengas imunoldgicas e estruturais entre agetifes classes de proteinas
de membrana permitem a subdivisdo dos principaysgos em sorotipos (PorB)
e soro-subtipos (PorA). A padronizacdo do esquesrsobtipificacdo dos antigenos
de superficie do meningococo, feita a semelhancasdpema de tipificacdo de
Escherichia colie Salmonella determina que uma cepa Ne meningitidis com a
formula antigénica B:4:P1.15 pertence ao sorogrBpasorotipo 4, soro-subtipo
P1.15 (SACCHlet al, 1998a; SACCHEt al, 1998b). Nomenclaturas designadas
como NT e NST significam, respectivamente, queratefnas de sorotipo e soro-
subtipo ndo puderam ser classificadas com os aptisamonoclonais disponiveis
(LEMOS, 2005).

Existe uma variedade de técnicas empregando gmisanonoclonais para a
sorotipificagao, tais como soroaglutinacdo (ZOLLIERSet al, 1984), dot-blotting,
ELISA (WEDEGE et al, 1990), radioimunoensaio (ZOLLINGE& al, 1979) e
aglutinacéo em latex .

Com o avanco dos méetodos moleculares, foi possiveéterminacdo das
sequéncias de nucleotideos dos genes que codifimam e PorB, elucidando a
estrutura e topologia dos epitopos dessas profeamssentando vantagens em
relacédo a sorotipificagcéo tradicional, uma vez geenite a caracterizacdo completa
da cepa em estudo. Além disso, 0 sequenciamentorddra que a variacdo de um
anico aminoéacido pode intereferir na reatividade @dguns anticorpos monoclonais
(MAbs), resultando em cepas ndo sorotipaveis edousoro-subtipaveis (VAN DER
LEY et al, 1991 LEMOS, 2005).
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1.6.2. Métodos Genotipicos

Epidemiologistas que investigam e desenvolvem vuategdes de controle
para doencas de notificacdo compulséeaessitam dispor de um método molecular
preciso e reprodutivel para a caracterizacdo ddadss. Diferencas no
comportamento biolégico do patégeno, as necessdadas variacdes técnicas,
devem ser consideradas quando um determinado mdwtipificacdo € utilizado,
seja para investigacbes de surto, seja para wigglaepidemiologica em escala
regional, nacional ou global (STRUELENS&t al, 1998). Diversos métodos
genotipicos e fenotipicos estdo descritos pararactesizacdo de isolados dé
meningitidise a escolha dos métodos a serem utilizados dependsr questdes

epidemiolégicas que devem ser respondidas.

1.6.2.1.Métodos utilizados em estudos populacionais da DM

Para estudos de vigilancia epidemioldgica globalregional devem ser
preferencialmente escolhidos métodos que analismimagdes genéticas que foram
acumulando lentamente na populacdo e que sédo Wiestivamente neutras”
(MAIDEN, 2008), pois analisam isolados de longosqmos de incidéncia de uma
determinada doenca. Até recentemente, o métodatigeao padrdo ouro, para o
estudo populacional do meningococo eraMaltiiocus Enzyme Electrophoresis
(MLEE) (SELANDERet al, 1986). O principio da técnica baseia-se na ifieatdo
de variacOes de genes que codificam enzimas maakohtravés das diferencas da
sua mobilidade eletroforética em um gel de agardseombinacdo dos padrdes de
migracdo para as diferentes enzimas define o ‘giptroforético” (ET) especifico
para cada cepa ou grupos de cepas.

Devido as dificuldades metodologicas e de reprbdigtade, um novo
meétodo foi desenvolvido e tém sido amplamentezatilo para o0 mesmo fim: o
Multilocus Sequence TypinMLST), que é conceitualmente similar ao MLEE,
porém utiliza o sequenciamento do DNA para a ifieatido de variagfes alélicas de
genes constitutivos duousekeeping genégenes que codificam as mesmas enzimas
metabolicas). Diferente do MLEE que somente detextdancas nao-silenciosas do

DNA, que afetam a mobilidade eletroforética da girea em um gel, no MLST
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qualguer polimorfismo do DNA é detectado mesmo sanda mutacéo silenciosa.
Assim, um numero menor de genes é necessario pgdieacdo de isolados por
MLST do que pelo MLEE (VOGEL, 2003; URWIN & MAIDEN,2003).
Atualmente, o método do MLST preconiza o0 sequeremm de 7 genes
constitutivos &bcZ adk aroE, fumC gdh pdhC epgm), que foram selecionados por
nao estarem sujeitos a pressao seletiva do sisteom@e do hospedeiro. A cada
sequéncia (ou alelo), de cada um dos sete gemad¢shédo um namero (MAIDEN,
2008). O posterior concatenamento das sequéncg&a3 denes permite a realizacéo
de diferentes andlises filogenéticas dos isolddosecendo dados importantes sobre
as relacbes genéticas dos organismos, além dooespudiemiologico (MAIDENet
al., 1998; ENRIGHT & SPRATT, 1999; BREHON&t al, 2006).

Este método permitiu a comparacao de resultadeslathoratoriais atraves

de um banco de dados globdisponivel em http:/pubmist.org/neisseriaA

possibilidade de determinar os gendétipos circutapteomparar sua prevaléncia em
outras regides de forma inequivoca, tornou essedoéb padrdo-ouro para a
tipificacdo do meningococo em estudos populaciorers investigacdo de surtos e
em estudos de portadores assintomaticos (FEAVE&R&, 1999; JOLLEYet al,
2007; MURPHYet al, 2003; DE FILIPPIS, 2005).

Jolley e colaboradores (2007) propuseram uma siErieecomendacgdes a
respeito da caracterizacdo molecular de meningscataves de métodos baseados
em sequenciamento que incluem: 1) a escolha de g@oicos especificos para a
caracterizagdo de antigenos: gepesA e fetA para a investigacdo rapida de surtos
da doenca e para investigar a distribuicdo de m@msaantigénicas; e gemporB
quando necessaria uma melhor distincdo dos isql&JddLST para determinar o
tipo e o complexo clonal de isolados de doencasimga(ou de portadores) através
da selecao representativa de isolados de determpeid ou ainda para situagfes de
vigilancia epidemiolégica de caréter regional en®dificacdes na nomenclatura dos
isolados para a seguinte forma: sorogrupo: varidoté (anteriormente determinado
pela tipificacdo sorolégica como sorotipo): vararfetA: STsequence types
(complexo clonal). O exemplo a seguir ilustra arfarcorreta da atual nomenclatura
para meningococos de acordo com a European Mermngakc Disease Society
(EMGM): B:P1.19,15:F5-1:ST-33 (cc32).
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1.7. Epidemiologia

A DM ocorre de forma endémica em todo o mundo, pddecorrer também
de forma epidémica. Nos paises industrializados;idéncia da DM é baixa, com 1
a 3 casos por cada 100.000 habitantes. Contud@aisss em desenvolvimento essa
taxa pode chegar a 25 casos por 100.000 habittBRIEKS, 2002). Na regido da
Africa, conhecida como cinturdo da meningite, ddéccia é bem alta, chegando a
atingir 100 a 800 casos por 100.000 habitantes DER-SMITH, 2008).

A ocorréncia de meningococos em portadores saugl@rei periodos nao
epidémicos apresenta-se entre 5% e 30%. No entasta colonizagcdo ndo é
homogénea, pois o estado de portador € incomumpriogiros anos de vida
aumentando progressivamente até 20 a 25% em adDlioante as epidemias, até
50% dos individuos saudaveis podem estar colonizguela N. meningitidis
(BRICKS, 2002).

Apesar das elevadas taxas de colonizagdo da nagefar poucos
desenvolvem formas graves de DM. Em menos de 1%caosizados a bactéria
invade a mucosa, atinge a corrente sanguinea a aaleenca sistémica, que pode se
manifestar em até 10 dias ap0s a colonizacdo. doprmancia da bactéria sobre o
sistema imune é determinada por fatores relaciamadagente, ao meio ambiente e
ao hospedeiro (ROSENSTER al, 2001).

Dentre as meningites bacterianas, a meningococaaue apresenta maior
potencial para ocasionar epidemias. Contudo, a@uda de diferentes sorogrupos
varia de regido para regido. Sorogrupos A, B epesentam a maioria dos casos de
doenca meningocdcica em todo o mundo, com os s@ogrB e C, responsaveis
pela maioria dos casos na Europa e nas Américasragrupos A, C e W135
predominando na Asia e Africa (figura 4). As epidEsngeralmente sdo causadas
pelo sorogrupo A e, em menor incidéncia pelo sanpg!C. O sorogrupo B é a causa
mais importante de meningite endémica em paisesistnalizados, sendo
responsavel por 30-40% dos casos na América dce Node até 80% em alguns
paises europeus, e ainda mais na Nova Zel§@Qh&GANT, 1998; POLLARD,
2004; WILDER-SMITH, 2008).

A incidéncia anual média da DM no mundo varia de &,25 casos por

100.000 habitantes. No entanto durante as epidemiasidéncia pode chegar até
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500 casos por 100.000 habitantes (SCHWART. AL, 1989; CAUGANT, 1998). A
taxa de letaliade pode variar de 5 a 15% sendoati®5% dos que sobrevivem
podem apresentar sequelas. As maiores epidemi@Mdiem sido detectadas nos
paises da Africa situados abaixo do deserto dor$aken uma area chamada de
“Cinturdo da Meningite”. Nesses paises a incidédessa doenca ja chegou a atingir
até 1000 casos por 100.000 habitantes (HART & RO&§HR93; POLLARD, 2004;
WILDER-SMITH, 2008).

No Brasil, o principal agente causador das mergsgiiacterianas ¢é M.
meningitidisdos sorogrupos B e C. No periodo que vai de 19&nad2000, foram
notificados cerca de 80.683 casos da doenca, seastado de Sdo Paulo o que mais
se destaca representando 35% dos casos. A par@@Gf observou-se em alguns
estados, variacdo positiva em relacdo ao percedtuabrogrupo C (49 - 56%) em
comparagao com o sorogrupo B (46 - 39%). No entantetalidade pelo sorogrupo
B tem sido nitidamente mais expressiva quando coadpaao sorogrupo C
(CARVALHANAS, 2005), com excecao do estado da Babrale no final de 2009
um surto pelo sorogrupo C aumentou a letalidaddogaca em até 50% em alguns
municipios do estado (GORL#t al, 2011; GORLAet al, 2012).

Figura 4. Distribuicdo global do meningococo. Sorogrupos letipos predominantes. Adaptado de

Stephens e colaboradores (2007).
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1.8. Vacinas anti-meningococicas

A vacinacdo é a forma mais eficaz para a preveegéantrole das doencgas
infecciosas. A resposta imune pode ser mais ou snaxfwaz e duradoura
dependendo da imunogenicidade do antigeno. No dasDM, o antigeno mais
utilizado nas vacinas € o polissacarideo capsuleordrado em todas as células de
N. meningitidis Além disso, um fator importante sobre o polisddem € que ele
apresenta diferentes estruturas e graus de imuiccdpte, de acordo com os
diferentes sorogrupos da bactéria. Desta formaa peada sorogrupo de
meningococo, 0 polissacarideo correspondente @nfera imunidade especifica
gue nao protege para os outros sorogrupos (ROSEANMEEt al, 2001; BRICKS,
2002).

Atualmente, as vacinas polissacaridicas disponivigirecem protecao para
0s sorogrupos A, C, W135 e Y. Contudo, essas vec@ssim como ocorre com
outras vacinas polissacaridicas ndao-conjugadasg@@mn resposta imune adequada
em criancas abaixo de 2 anos de idade em funcaosiémcia de resposta consistente
a antigenos dependentes de linfocitos T nessa &di@a (FINNEet al, 1987).
Outra caracteristica importante dessas vacinags é@smo nos pacientes acima de 2
anos de idade, a protecdo conferida € de duragétadia, ndo sendo capazes de
induzir memdéria imunoldgica. Além disso, apresentarpossibilidade de induzir
baixa resposta em doses posteriores. Isso faz ueragjvacinas polissacaridicas nao
sejam usadas de maneira rotineira, estando indiGgzEnas para grupos de alto risco
ou na presenca de surtos ou epidemias (DANZIG,)2004

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia e a cokeeda vacina iniciou-se na
década de 90, a utilizacado de vacinas conjugadaspcoteinas. A conjugacdo dos
polissacarideos a proteinas carreadoras (toxitexidd mutante atdxica ou o toxoéide
tetAnico) muda a natureza da resposta antipolisdaza para uma reposta T
dependente potencializando seu efeito imunogéndth AGRES & MELLEN,
1993; SAFADI & BARROS, 2006). Além disso, por indtezn memobria
imunologica, essas vacinas tem a capacidade deziredu colonizacdo na
nasofaringe, diminuindo o nimero de portadoreseardrvacinados e a transmisséo
da doenca na populacdo (BORR@¥\AL, 2002).
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1.8.1. Vacinas anti-meningocécicas sorogrupo B

O problema da DM ainda néo esta resolvido, apesaudesso consideravel
no desenvolvimento de drogas e vacinas. Epidepaabl. meningitidisocorreram
em pelo menos 30 paises desde 1970, a maioriaahiaadas pelos sorogrupos A,
B, C e W135 (DANZIG, 2004). Neste contexto, dersemeningites bacterianas, a
causada pelo meningococo do sorogrupo B vem apeeskn uma grande
incidéncia, o que levou ao desenvolvimento de estuen varios paises para o
desenho de uma vacina segura e eficaz contra essgrigo (GIULIANI et al,
2006).

Apesar da boa imunogenicidade conferida pelos gauexideos dos
sorogrupos A, C, Y e W135, o polissacarideo capsdé&aN. meningitidis do
sorogrupo B, ndo produz uma resposta imune efieaa proteger o hospedeiro
contra as infec¢des por cepas desse sorogrupdriAuea do polissacarideo capsular
B (4cidoa2-8-N-acetil acido neuraminico) é analoga a estautie polissacarideos
encontrados nas células nervosas do tecido nemralesenvolvimento dos recém
nascidos e em menor quantidade em adultos (FIEN&,1987). Por este motivo,
essa estrutura néo é reconhecida como antigensigtdma imune do hospedeiro e
este tipo de antigeno quando administrado podezindu formacdo de auto-
anticorpos e a exacerbacéo de reacbes auto-imBAEAD| & BARROS, 2006).

Desta forma, ja foram realizados inUmeros estuelasimdo acoplar proteinas
carreadoras imunogénicas ao polissacarideo B, tdas momento ainda néo existe
uma vacina abrangente e eficaz contra esse somdANZIG, 2004). Com o
objetivo de solucionar este problema, algumas tégiess de producdo de vacina
contraN. meningitidissorogrupo B tem sido desenvolvidas (FRAS&HL, 1994,
BRUGE et al, 2004). Tentou-se inicialmente adsorver o potiggdeo B ao
hidréxido de aluminio, adjuvante utilizado em prg@in de vacinas, porém o0s
resultados ndo foram satisfatérios (FRASEHL, 1994). Em seguida tentou-se uma
modificagcdo quimica na estrutura do polissacaridemcando o grupo N-acetil
presente no carbono 5 do acido sialico pelo grupprbpionil e posterior ligacao do
polissacarideo ao toxdide tetanico, tal estratégibém nao apresentou resultados
satisfatorios (BRUGEt al,2004).
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A partir desta busca, surgiu uma nova estratég@efgaracdes vacinais onde
séo utilizadas as proteinas de membrana externa eotigenos em associacdo ao
LOS, formando vesiculas chamadas OMNtér membrane vesicu)esu vesiculas
de membrana externa (PlZZAet al,2000; JESSOURONet al, 2004,
KOEBERLING et al,, 2007).

Além disso, estudos da estrutura das proteinas eémbnana externa,
utilizadas como antigenos alternativos para a mé@alde vacinas demonstraram que
bactérias de diferentes regides sado capazes dessapiproteinas com 0 mesmo peso
molecular, mas com estrutura priméria diferente.stdemaneira, a grande
variabilidade estrutural destas proteinas reprasendis um desafio para as
estratégias de desenvolvimento de vacinas corttangeningitidisB, dificultando o
desenvolvimento de uma vacina abrangente contaagmupo B (MARTINet al,
2000; URWINet al, 2004; DE FILIPPIS, 2009).

Apesar destas dificuldades, algumas vacinas utdizaas OMPs foram
desenvolvidas, testadas e levadas a uso clinicoBrdsil, na década de 90 foi
utilizada a vacina produzida por Cuba, VaMengoc ®HEinlay Institute) baseada
no sorotipo B4.P1.15, prevalente em Cuba. Embota sgrotipo também seja
prevalente no Brasil, aqui existe uma variedadeonte outros sorosubtipos. Desta
maneira os resultados obtidos com a vacinacaafitabaixo do esperado, obtendo-
se imunidade de apenas 74% da populacdo vacinalaAQWES & MELLES,
1993 DE FILIPPIS, 2009; BARROS@t al, 2010). Isso se explica pelo fato da
resposta imune a essas vacinas ser especificaoopa@rotipos de meningococo B
incluidos na vacina, impedindo que a protecao oigaeseja abrangente para outros
sorotipos do meningococo (SAFADI; BARROS, 2006; BIEIPPIS, 2009).

Sendo assim, 0s custos para a producdo de novasava@nti-
meningococicas sao elevados e a producgéo de vatbasedida para cada foco ndo
€ uma boa opcéo para as autoridades de saudesteometivo, a busca de uma
vacina abrangente contra o0 sorogrupo B tem sidlva de investigacdo de varios
grupos de pesquisa em todo o mundo (BERNARRINL, 2007).
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1.8.1.1. Vacinologia Reversa

No caso especifico d&l. meningitidissorogrupo B, o advento de uma
estratégia chamada vacinologia reversa foi muitpomante na pesquisa de novos
antigenos. Essa estratégia possibilitou a ideatifio de novas proteinas alvo para a
producdo de uma vacina que poderia prevenir as Bddatlas por este sorogrupo
(RAPPUOLLI, 2000; P1ZZAet al,, 2000; SETTE & RAPPUOLI, 2010).

O desenvolvimento de vacinas utilizando a abordaggnwacinologia reversa
s6 €& possivel quando o genoma do patdgeno se emcseatjuenciado. O
sequenciamento do genoma fornece uma espécie alegratie praticamente todos
0S antigenos protéicos que o patdogeno pode expréRé#®PPUOLI, 2000). A
determinacdo do genoma completd\dameningitidissorogrupo B por Tetteliat al,
(2000), forneceu informacdes essenciais para aufEes@e uma vacina eficiente
contra o meningococo B.

Por andlise computacionalin( silico), foram encontrados 600 novos
antigenos. Trezentos e cinquenta desses antigpo@sicialmente localizados na
superficie bacteriana, foram expressosksuherichia coli purificados e utilizados
para imunizar camundongos. Os soros obtidos forestados para verificar a
presenca de anticorpos bactericidas contda meningitidisDesses, 25 induziram a
formacdo de anticorpos bactericidas. Muitos desardigenos apresentaram
sequéncias conservadas em uma populacao signfici meningococos, sugerindo
a possivel inducao de imunidade contra uma graadedades de cepas heterélogas
(RAPUOLLI, 2000; DE FILLIPIS, 2009; TANt al, 2010).
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Figura 5. Aplicagdo da Vacinologia Reversa no desenvolvimet#o vacinas contra infec¢des

causadas pd¥. meningitidis sorogrup8.

|
il E | O 45 E
‘i HEBHE
dE B
a i -4 | i
’ Amplificacio do gene por PCR
- & clonagem de gene .
= T { -
(Mapeamer é‘dn"gaﬁna_ulﬂi;andu 4 ‘;_*
a!gon;r;:s oumplm".rt:fmnals /5‘& :pl[ess_ﬁﬂ
antigenos polenciais - 2 Pfgtsgllia £n
s, ‘/"/ N
= ;
=t Imumzag;ao de camundongus\\ Il e
7 - com a proteina purificada K: ra
2 ?— ;:: '| i
L g B 3 s e 1
. = . el
Confirmaco da expresséo 57 'ﬁ 0&\
por FACS ou ELISA A 'Y / ;|
/ N
I = 4 Confirmagio da
p imunogenicidade por SBA,
2 - Vaccine observando a lise
Antigenos Candidaios | anB :
para compor a formulagiio i HaII DT SR ncH
k ] | de anficorpos e do complementd
vacinal —i
L —

Fonte: (Adaptado de TAKt al, 2010).

1.8.1.2. Antigenos vacinais promissores

Através da abordagem da vacinologia reversa faipebkidentificarin silico
proteinas de membrana externa Mle meningitidiscom potencial antigénico. As
principais proteinas em estudo sdo fHbp, NadA e NHBIZZA et al, 2008;

SERUTOet al, 2010).
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Figura 6. Figura esquematica d¢ meningitidissorogrupo B e os antigenos vacinais em estudo

Capsula Polissacaridica

(Antigeno auto-imune)

Fonte:(adaptada de RAPPUOLLI, 2011)

1.8.1.2.1. FHbpffctor H binding protein)

Uma das proteinas com maior potencial antigénieo pgoteina ligante do
fator H (fHbp, do inglésfactor H binding proteijp anteriormente denominada
GNA1870 e lipoproteina 2086 (SCARSEL&t al, 2008). E uma lipoproteina que
esta presente na membrana externa de todas asdedyaseningitidise estimula a
producao de anticorpos bactericidas (RAPPUOLI, 2000RPHY et al, 2009). A
universalidade de expressado e a alta imunogenigidadproteina faz com que a
fHbp seja atualmente o principal candidato a antigpara preparacdes vacinais
contra 0 meningococo sorogrupo B (PIZ&kal, 2008; WELSCH & RAM, 2008;).

Como o seu nome ja diz, a proteina fHbp se liglatww H impedindo assim
a acdo bacteriolitica da via alternativa do complam, sendo este um importante
mecanismo de sobrevivéncia e um fator de viruléndg| N. meningitidis
(BEERNINK et al,2006; MURPHYet al, 2009).

A fHbp é uma lipoproteina de aproximadamente 27 du2 possui 274
aminoacidos. Os 120 primeiros aminoacidos sdo ceoades e os 154 proximos a
regido C-terminal apresentam maior variabilidadepdkcdo C-terminal apresenta
varios epitopos que se ligam a anticorpos baaiasciSCARSELLEt al, 2008). De

acordo com sua diversidade genética, a fHbp foidiia em trés variantes
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denominados 1, 2 e 3 (classificagdo Novartis) auilfas A e B (classificacédo
Pfizer), onde a familia A corresponde as varia@tes3 e a familia B corresponde a
variante 1 . De acordo com estudos, a variantealpessente em 80% e a variante 2
em 10% das cepas investigadas (GIULIA&t al, 2006; KOEBERLINGet al
2007).

Estudos mostram que de uma maneira geral a fHbpuposna estrutura
modular que consiste na combinacdo de cinco segmemtiaveis, cada um
flanqueado por blocos de dois a cinco residuos eteados de aminoacidos
(BEERNINK et al, 2006; BEERNINKet al, 2009a) (figura 7). Uma vez que esta
proteina estimula a producdo de anticorpos baitascsupde-se que a combinacao
dos gendtipos | e Il em uma vacina poderia protegatra mais de 90% das cepas
de todos os sorogrupos e sorotipos (BEERNKIl, 2006, DE FILIPPIS, 2009).
Uma vacina combinando duas variantes de fHbp gnsentra em ensaios clinicos
(P1ZZA et al, 2008; JIANGet al, 2010).

Figura 7. Alelo 1 de fHbp. Exemplo da composi¢do de um alelude cinco segmentos formam o peptideo

principal. A variabilidade destes segmentos levararacteriza¢do de um novo alelo.
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1.8.1.2.2. NadArfeisserial adhesin A)

NadA (heisserial adhesin )A¢ uma adesina que possui homologia com uma
familia de proteinas envolvidas com o processondaséo e patogenia. NadA é
capaz de induzir uma forte resposta bactericida en@strou protetora através do
processo de imunizagdo passiva em modelos aniBal®e-se que o gemadAesta
presente em aproximadamente 50% dos isolados padogé&leN. meningitidise é
mais frequentemente associado a cepas pertencemieses hipervirulentos, pois
esta presente em quase todas as cepas perteramtEsnplexos clonais cc32, ccll
e cc8. Porém esta ausente nas cepas do complexal 80-41/44, enNeisseria
gonorrhoeaee em espécies comensais caiesseria lactamica Neisseria cinerea
(COMANDUCCI et al, 2002; COMANDUCCI et al, 2004; CAPECCHIet al,
2005).

Cinco formas bem conservadas de NadA foram descitadA-1, NadA-2 e
NadA-3, NadA-4 e NadA-5). As formas NadA-1, NadAe NadA-3 foram
identificadas de isolados clinicos e possuem actaiatica de reacdo cruzada de
seus anticorpos, ou seja, anticorpos contra catlaafedo igualmente bactericidas
contra as outras formas da proteina. A proteindANa&dapresenta de forma diferente
nas cepas isoladas de individuos saudaveis, ondeagpa forma Nada-4 foi
identificada. Uma outra forma mais proxima da Nddaa Nada-5 que foi associada
apenas as cepas pertencentes ao cc213. Essasmas tem em comum a baixa ou
ausente capacidade de conferir reatividade cruzamieas outras formas de NadA, ja
gue anticorpos contra estas formas ndo sao ba@sicontra as demais variantes de
NadA (COMANDUCCI et al, 2004; BAMBINI et al, 2009; LUCIDARME et al,
2010).

1.8.1.2.3. NHBA Neisserial Heparin-Binding protein)

Neisserial Heparin-Binding proteifNHBA), inicialmente chamada GNA
2132, é uma proteina identificada por Pizza e cotadores (2000) durante o projeto
de sequenciamento do genoma da cepa MC3H8. deeningitidissorogrupo B. O

gene foi identificado em 31 isolados geneticameifierentes deN. meningitidis
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sendo detectado também dén lactamicae N gonorrhoeag(PIZZA et al 2000;
SERUTOet al, 2010).

NHBA é uma lipoproteina presente em quase todossasdos deN.
meningitidise tem como funcdo recrutar a heparina para a fécipeda célula
aumentando assim a resisténcia ao soro sendo @sseum fator de viruléncia do
meningococo. Estudos demonstraram que NHBA foi zaje induzir anticorpos
bactericidas especificos. A identidade entre osnaatidos das subvariantes de
NHBA é cerca de 54%, no entanto apresentaram huesme resposta imunoldgica
tendo em vista a reatividade cruzada entre elasa Esracteristica reforca a
importancia da inclusdo deste antigeno em uma a&acdmeningococica
multicomponente (WELSHt al, 2003; JACOBISSONt al, 2006; SERUTt al,
2010).

1.8.1.3. Vacinas em ensaios clinicos

1.8.1.3.1. Vacina rfHbp bivalente (Pfizer)

Uma vacina experimental contendo a proteina fHbpacanico antigeno foi
desenvolvida pela Pfizer e se encontra ensaiogadirde Fase Il (PlZZAet al,
2008; JIANGet al, 2010). A vacina é bivalente pois contém umaava€ a partir de
cada subfamilia, A (variantes fHBP 2/3) e B (fHBRiante 1), que tem, portanto, o
potencial para ampla cobertura, e obteve respeastasanticorpos bactericidas em
22-100% dos adultos num estudo de Fase | (PIgZal., 2008; BAI & BORROW,
2010; JIANG et al, 2010). Sendo as criancas as maiores afetadasdpeinca

meningococica, estudos com essa populacdo estdesanvolvimento.

1.8.1.3.2. Vacina multicomponente 4CMenB (NovaHd)

Para desenvolver uma vacina com uma maior cobeoonéra Neisséria
meningitidissorogrupo B, foram combinadas diversas proteipas@mbran externa
como fHbp v.1(variante 1), NadA, e NHBA (variantg Estas proteinas foram
também combinadas com OMVs da cepa epidémica da Melandia NZ98/254

(P1.7-2.4), formando assim a vacina multicomponen&ningocécica contra o
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sorogrupo B 4CmenB (FINDLOWt. al.,2010; GOSSGERt al.2012; TONEATO
et al 2011).

Para facilitar a fabricacédo, fHbp v.1.1 e NHBA Yo2am fusionadas a outras
proteinas chamadas GNA2091 e GNA1030, respectivienés funcbes de GNA
2091 e 1030 ainda ndo foram bem estabelecidasgess@saclopamento aumenta a
estabilidade e imunogenicidade de fHbp e NHBA (FIKDV et. al, 2010;
PRINCIPI & ESPOSITO, 2011). A vacina 4CMenB estadse desenvolvida pela
Novartis e ja se encontra em ensaios clinicos.nstitaida de 50 pg de cada proteina
(fHbp v.1, NadA, e o NHBA v.2), 25 ng de OMV desfaada da cepa NZ98/254,
1,5 mg de hidroxido de aluminio, e 10 mM de hisiadem 0,5 mL de agua para
injeccdo (GOSSGERt al2012). No estudo multicéntrico de fase 2, pardi@am
1885 criancas e a vacina se mostrou imunogénieretblerada, inclusive quando

administrada juntamente com vacinas do calendacmal.

1.9. A Vigilancia Sanitaria e o controle da qualidde de vacinas

A gravidade das doencas meningococicas, a ocoar&eiepidemias e a
possibilidade da disseminacdo de cepas virulentasesistentes aos antibioticos,
fazem com que a prevencdo através de vacinas afetivde baixo custo seja
considerada uma das prioridades em salude publREQ®, 2002). Desta maneira,
o controle da qualidade dessas vacinas constitunstrumento para a saude publica
de grande importancia (PONTE, 2003).

Com a reforma sanitaria Brasileira e o surgiment&istema Unico de Saude
(SUS), a questdo de insumos (medicamentos, imuldgidos, hemoderivados e
equipamentos médico-hospitalares), adquire uma ridpcia crescente (BRASIL,
1990). E responsabilidade das autoridades sasitéé@ionais assegurar que 0S
imunobiolégicos disponiveis no Brasil, de produgacional ou ndo, sejam seguros,
de qualidade e efichcia comprovadas (BRASIL, 1976).

Dois dos motivos que levam a preocupacédo com adaula desses produtos
sao o fato de que as vacinas séo aplicadas emsgydgppessoas sadias e o fato de
que as campanhas expdem toda uma faixa etariapldagéo ao produto. Diante
deste contexto, a vigilancia sanitaria voltada merémunobiol6gicos apresenta uma
grande importancia no cenario mundial. No Brasiflas as vacinas utilizadas pelo
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Programa Nacional de Imunizagcbes (PNI), sdo am@sgelo INCQS, um dos
objetivos principais do PNI é oferecer todas asnesccom qualidade a todas as
criancas que nascem anualmente em nosso paisndentdcancar coberturas
vacinais de 100% de forma homogénea.

Sendo assim, o controle da qualidade lote a lttedgrodutos faz parte das
atividades do INCQS, onde sao realizados os engaiaontrole preconizados por
normas nacionais e internacionais e de acordo comesultados, emite-se o laudo
analitico (BRASIL, 2008).

Com relacdo as vacinas antimeningocOcicas prodsizida partir de
polissacarideos purificados contra aos sorogrupoS X e W135, existe consenso
internacional com relacdo aos ensaios a serenzadab, a fim de garantir a
qualidade final do produto. Porém ainda falta cnesenternacional com relacéo aos
ensaios empregados no controle da qualidade denasacantimeningocdcicas
conjugadas, no controle de vacinas antimeningoascsorogrupo B produzidas a
partir de OMVs, e também daquelas que sdo comppstasim Unico ou varios
antigenos protéicos (WHO, 2006).

Embora nenhuma conclus&o sobre novos parametrba sdo proposta e
apesar da vacina antimeningococica B néo ter sielocibnada nas recomendactes
da Organiza¢do Mundia de Saude, esta discussdtaaporcessidade da atualizacéo
dos ensaios a serem empregados no controle dadapmli de vacinas
antimeningocacicas produzidas por novas tecnologias

Diante das novas tecnologias de producédo de vacegmasbusca de novos
antigenos cada vez mais ativos e com menos readdessas, € papel do Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria, representado peIOQS, estar preparado para dar

respostas tecnicamente satisfatérias as demandaaggor estes novos produtos.
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1.10. Relevancia do estudo

A doenca meningococica é considerada uma doenggahele impacto na
saude da populacdo mundial, pois embora existamapiter a base de
antimicrobianos, as taxas de morbidade e mortadidadda permanecem altas e a
vacinacao continua sendo a melhor estratégia deot®da doenca.

Diante dos avancos tecnolégicos e da demanda gpos®s que sejam
capazes de assegurar a qualidade dos produtosaaiualj a questdo do controle das
vacinas contra a meningite meningococica tornai®@ preocupacdo cada vez
maior.

Por se tratar de uma nova categoria de vacinasramingocoécicas, ainda nao
existe monografia nos compéndios oficiais descrdwens ensaios a serem
realizados. No Brasil, cabe ao INCQS desenvolvepdos sensiveis e precisos na
deteccdo de antigenos e na avaliacdo da qualidadereparacdes vacinais, de modo
a garantir a efetividade do imunobioldgico.

Embora, os antigenos protéicos das vacinas aniRgmocicas em
desenvolvimento sejam relativamente conservados)essnos ja demonstraram em
estudos a presenca de variabilidade em algumadesegiogo € fundamental a
realizacdo de estudos sobre a prevaléncia degsiastes, para que se possa garantir
a presenca de antigeno na preparacédo vacinalme sgaieficacia (JACOBSSO#t
al., 2006; LUCIDARMEset al.,2010; WANGet al, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a péecéa e a diversidade

genética dos candidatos a antigenos vacinais pessem duas vacinas NmB em

desenvolvimento em isolados clinicosNlemeningitidissorogrupos B e C do Brasil.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os isolados por método molecularzatido a técnica de MLST

e pelo sequenciamento dos geperA e fetA

Avaliar a prevaléncia e variabilidade genética daigenos por meio dos
genesfHbp, nadA e nhbA

Comparar as subvariantes dos antigenos enconttadagquelas presentes

nas preparacdes vacinais em desenvolvimento;
Determinar possivel troca de capswapsule switchingentre os isolados.

Determinar as relagBes filogenéticas dos isoladogelacionando os

complexos clonais com as variantes antigénicasogRgos.

Estimar com base nos dados obtidos o impacto desteigas frente a

distribuicdo e variabilidade destes antigenos apasestudadas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Selecéo das linhagens para o estudo

As cepas bacterianas, que foram utilizadas no piesstudo, fazem parte da
Colecdo de Pesquisa do Instituto Nacional de Clentle Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Forastecsonadas para
analise 220 cepas d& meningitidissorogrupos B e C isoladas no periodo 2003 a
2011 de casos clinicos de DM em criancas e addkosinco estados do Brasil
(Amazonas, Bahia, Pernambuco, Santa Catarina elé&kitaneiro). Estas cepas se
encontram conservadas por liofilizagcdo no Labomatdle Microrganismos de
Referéncia (LMR).

3.2. Condicdes de cultivo dos meningococos

As cepas liofilizadas foram ressuspendidas em ca@liB e semeadas em
meio de cultura agar chocolate constituido por lnase de agar Mueller-Hinton
(Oxoid) aquecida a ?C, adicionado de 10% de sangue de cavalo ou coelho
desfibrinado e estéril. A incubacdo da placa de éfyacolate foi feita em camara
Uumida com atmosfera de 5% de £037°C por 18 horas.

3.2.1. Extracéo e purificacdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partr wima suspensao de
aproximadamente 2QUFC/mL de N. meningitidis.As células bacterianas foram
processadas usando o kit de extracdo e purificBydasy tissue 250 (Qiagen
Inc.Valencia, Calif) de acordo com as instru¢cdedatwicante. O DNA purificado
foi eluido em um volume de 2QQ de tampéao especifico da Qiagen e armazenado a

-20°C para ser utilizado posterirormente Nnos erpaETtos.
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3.2.2. Amplificacéo pela Reagdo em Cadeia da PolimeraseGR)

A amplificacdo foi realizada em volume deuP5contendo: 9,5 pL de agua
para PCR, 12,%L Master Mix (Promega), LL de inciador foward” e 1uL de
iniciador ‘reverse “ambos com concentracdo de 50 pmoles. Os prograna
iniciadores utilizados nas reacdes da PCR estawitbssna tabela 3.

Para a visualizacdo dos fragmentos amplificadgsl. 8o produto da PCR
foram separados por eletroforese a 80 volts, pooxapadamente 1 hora a
temperatura ambiente, em gel de agarose a 1% cambcometo de etidio (0,5
ug/ml), em cuba de eletroforese horizontal , utidatampao TBE 1X (Tris 89 mM,
Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3). Os fragnmios de DNA foram
visualizadas sobre luz UV e digitalizados com ode@aunt 300 GE. Os produtos
da PCR foram purificados para retirada de residigogiciadores utilizando o kit
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase com Exonucleas&/SB), seguindo as
orienta¢cdes do fabricante.
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Tabela 3: Iniciadores empregados para a caracterizagdo desggue codificam

antigenos déleisseria meningitidis

Gene

Produto

Iniciadores Programa alvo (bp) Referéncia
Mur-F 95° C — 5 min. Gene
5'- CTATTCTGCGTATGACTAGGAG -3 95°C - 50 seg. | fHbp Murphy et al, 2009
Mur-R¥ 56° C — 50 seg. 35y 899
5’- GTCCGAACGGTAAATTATCGTG -3 72 C-50seg. |,
72 C -7 min.
Gna 2132-Ft 95° C — 5 min.
5 - GGCGTTCAGACGGCATATTTTTACA-3 95 C—-1min. | Gene
Gna 2132-Rt 525 C—1min 35x nhbA 1454-1782 Jacobssoet al.,, 2006
5- GGTTTATCAACTGATGCGGACTTGA-3' 72 C-1min. _
72 C —5 min.
Gna 2132-S2*
5 - GCGGACACGCTGTCAAAACC-3 Jacobssoet al, 2006
Gna 2132-S8*
5- CCTCGACCGTGCAGAACGCC-3
PorA-210t 95° C — 5 min.
5 - ATGCGAAAAAAACTTACCGCCCTC -3 95 C-30seg. | Gene Feaverst al,
PorA-2111 56°C—1min. 40 pora 1200 1998
5 - AATGAAGGCAAGCCGTCAAAAACA -3 72XC-2min. _,
72 C -5 min.
95°C-1min.
NadA-Alt 95°C-30seg. | Comanducci et al
5- GTGGACGTACTCGACTACGAAGG -3’ 56,5 C—-30seg. 35 Gene 1977 2004 !
NadA-B2+ 72° C - 1,30 min. nadA
5- CGAGGCGATTGTCAAACCGTTC-3 72 C -5 min.
95° C - 5 min.
FetA-S1t 94 C—1min. !
5'- CGGCGCAAGCGTATTCGG -3’ 50°C —1min. 35X Gene
Fet-S8t 7% G — 2min. fetA 1159 Thompsoet al, 2003

5'-CGCGCCCAATTCGTAACCGTG -3’

72 C —10min

_

T iniciadores par2CR e sequenciamento; * iniciadores para o sequeactam

3.2.3. Sequenciamento

O sequenciamento dos pordutos da PCR dos genesdoxino estudo, foi

realizado seguindo metodologia padréo utilizandseqienciador automatico 48-
Capilar ABI3730 Genetic Analyzer Sequencer (Platato PDTIS/FIOCRUZ)

utilizando o Big Dye Terminator sequencing kit v3Applied Biosystems, Foster

City, CA) para marcacdo das bases nitrogenedassef§§iéncias obtidas foram
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transformadas em arquivo FASTA para serem anaksaddizando os programas
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation) e BioHuliffreeware) (HALL, 1999).

3.3. Determinacgao das Variantes dos antigenos vacinais

FHbp é uma lipoproteina presente na membrana exte. meningitidis O
gene fHbp possui uma variabilidade genética que classifisee egene em trés
variantes (1,2 e 3) ou duas familias (A e B), d@@d® com nomenclatura criada pela
Novartis ou pela Pfizer respectivamente. A famifia(Pfizer) compreende as
variantes 2 e 3 (Novatrtis) e a familia B compreemdariante 1.

Para este estudo, selecionamos um par de inicedesrito por Murphy e
colaboradores (2009), especifico para as regideseceadas do gene possibilitando
a amplificacdo de todas as variantes. Para detarragvariantes da proteina fHbp,
as sequéncias obtidas foram convertidas para oaforrRASTA utilizando o
programa Sequencher 5.0 Apés a obtencdo dos asguéste formato, as sequéncias
foram alinhadas no programa BioEdit 7.0, utilizars#gguéncias de referéncia para
cada uma das trés variantes descritas desta @otein

As sequéncias déHbp foram submetidas ao banco de dados Neisseria

Sequence Typing Home Pad#tp://pubmist.org/neisseria/fHYp/que atribuiu uma

variante e um alelo especifico para cada sequéhaambinacdo da variante com o
namero atribuido ao alelo determina a subvariaaterdteina FHBP.

Apesar de também ser classificada em subvariantes @ fHbp, a proteina
NHBA difere pela atribuicdo ser feita de maneirasnsamples, pois a determinacao
é feita apenas pela atribuicdo do alelo, que tami#@mome a esta subvariante. As
sequéncias dehbaforam submetidas ao banco de dados Neisseria Sagdgping

Home Pagehttp://pubmlist.org/neisseria/fHYphue atribuiu os alelos do gene.

3.3.1. Anadlise filogenética dos antigenos vacinais

As sequéncias de nucleotideos dos genes dos adigacinaigHbp, NHBA
foram submetidas a analise filogenética por "Spldcomposition” através do
programa SplitsTree 4 (HUSON & BRYANT, 2006). Nesmalise, as relacoes
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filogenéticas entre diferentes isolados sdo detexdais construindo-se uma rede
filogenética unrooted (ndo enraizada) a partir de sequéncias de nudbbesti
previamente alinhadas usando os métodos de "neiglelb e redes de

recombinacao genética.

3.4. Caracterizacao dos isolados pelos genparA efetA

A diversidade e dinamica das populagbeddmeningitidissaz com que um
esquema de tipificacdo com alta resolucdo, faachpeensdo e reprodutibilidade
seja de grande importancia para a vigilancia epiolégica da doenca
meningococica. Com esse objetivo, Jolley e colalmes (2007) desenvolveram
uma nomenclatura baseada no sequenciamento desegdiaveis dos genes das
proteinas de membrana PorA e FetA e na determindgsidipos sequénciais (ST)
atarvés do método de MLST. Utilizamos esta nomémegara a caracterizacao dos
isolados deste estudo que é recomendada pela Bardgeningococcal Disease
Society (EMGM) -http://neisseria.org/nm/typing/

3.4.1. Determinacao das Regides Variaveis (VR) de PorA

As regides variaveis 1 e 2 (VR1 e VR2) de PorAegpondem as al¢cas mais
proeminentes da proteina (alcas | e IV, respectvde). Estas VRs sdo responsaveis
pela classificacdo deN. meningitidis em sorosubtipos (DE FILIPPIS, 2007;
STEFANELLI et al, 2009; FAZIOet al,, 2010).

Para a caracterizacdo genotipica de PorA um nuchereariante deve ser
determinado para cada VR. Para atribuir uma viiarVR1 e VR2, as sequéncias
de nucleotideos deorA foram submetidas ao banco de dados PorA Varialdg@Re

Database Http://neisseria.org/nm/typing/poja/ Existem hoje depositados nesse

banco de dados, 10 familias para VR1 e 20 para R#a uma dessas familias
apresenta um numero de variantes que vai de 233)(VR 632 (VR2) alelos
diferentes.

A VR3 é um método complementar para a subtipificad@N. meningitidis

Esta VR corresponde a alca V da proteina, que pauno mais curta que as alcas |
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(VR1) e IV (VR2), como demonstrado na figura 9, gorsua interacdo com o
sistema imune do hospedeiro mostra um importantel rde imunogenicidade
(OOMEN et al, 2003). Devido a sua baixa variabilidade gengid3 pode ser um
alvo alternativo de PorA para a concepcdo de unva nacina (CLARK,et al,
2003; DE FILIPPIS:t al.,2007).

Atualmente existem 14 variantes de VR3 caracteaizadtilizando o método
descrito por Molling e colaboradores (2000) e pusteente modificado por Clarke
e colaboradores (2003). O método baseia-se emrdducio da sequéncia de
nucleotideos em sequéncia de peptideos, (b) alem@anda sequéncia de peptideos
com o0 grupo de variantes anteriormente descritdgldterminacéo da variante com
100% de similaridade (DE FILIPPE al,2007; DIGGLE & CLARKE,2003).

Para a determinacdo da VR3 de PorA, as sequérorias fsubmetidas ao
banco de dados Neisseria  meningitidis PorA  VR3 Database
(http://exon.niaid.nih.gov/meningitidis/index.him(DE FILIPPIS, 2011). Para a

VR3, o0 banco de dados especifico, regsitra 12 masaaté o momento.

Figura 8. Topologia dos aminoacidos da proteina porina AAPe suas regides variaveis (adaptado
de VAN DER LEYet al 1991).
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3.4.2. Determinacao das Regibes Varidveis de FetA (FetAR)

O sequenciamento representativo do detiede isolados de meningococos e
deducéo da sequéncia dos peptideos, possibilitewugqumodelo de tipificacdo de
FetA fosse proposto, predizendo 13 alcas na sepedie N.meningitidis que séo
potencialmente expostos ao sistema imune (THOMP3DNB1). Uma dessas alcas
(alca VII) é variavel entre todos os isolados, espondendo a uma Unica regido
variavel (FetA VR). Atualmente, os peptideos deARBidem ser classificados em 9
familias com 392 variantes e essa diversidadedaz que este gene seja adequado
para a utilizagdo como marcador moleculafNdeneningitidisSscTHOMPSONet al,
2003; JOLLEYet al, 2007).

As sequéncias dietA foram submetidas ao banco de dabiessseriaFetA

Variable Region Typinghttp://pubmlst.org/neisseria/Fej\para a determinacéo de

suas identificamos as regifes variaveis (FetA VR).

3.5. MLST

3.5.1. Amplificacdo e sequenciamento dos genes

MLST (Multilocus sequence typing) € um método deacterizacdo dos
isolados de espécies bacterianas usando as seapiéeciragmentos internos de 7
genes constitutivos chamadolousekeeping Sado utilizados fragmentos de
aproximadamente 450-500 bp, uma vez que estes poslMprecisamente
sequenciados em ambas as fitas usando um sequen@atomatizado. As
sequéncias obtidas devem ser reduzidas ao comparaespecifico de cada gene e
submetidas ad\eisseria MLST Databasem http://pubmlst.org/neisseria/, para a
atribucdo dos alelos especificos de cada gene.

A combinacdo dos alelos dos sete genes define fi pkiico ou tipo
sequencial (ST). Caso um ou mais alelos ndo ségandi@ado pelo banco de dados
com matching de 100%, esse devera ser consideradmvo alelo. A determinacdo
de um novo alelo é exclusiva dos curadores do bdecdados de MLST para os

quais deverao ser enviados os cromatogramas desasljdas para a determinacéo
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Unica do alelo. A combinacdo dos alelos também pedaltar em um ST novo
guando nao houveanatchingcom um ST ja depositado no banco de dados. Nesse
caso, basta submeter ao banco a combinacéo erd@paea a descricdo de um novo
ST pelos curadores. A associacdo dos novos STssdvps complexos clonais é
realizada rotineriamente pelos sistemas do banatades e pode demorar de 1 a 3

dias apods a determinagéo do novo ST (figura 8).

Figura 9. Esquema das etapas da metodologia utilizada\pasa .

DNA

Cromossomal

Amplificacéo de fragmentos

de ~450 pb de sete genes
constitutivos

Y/ \\\

Sequenciamento dos fragmentos dos sete genes constitutivos

v

Comparagédo das sequencias dos fragmentos dos genes com alelos conhecidos

Atribuicdo dos alelos dos sete genes para determinar o perfil alélico

\

Comparacéo do perfil alélico com o de isolados depositados no banco de dados

Os sete genes utilizados no esquema do MLSN.deeningitidissdoabcZ,
adk, aroE, FumC, gdh, pdh e pgie acordo com o sitdeisseria MLST Database
em http://[pubmist.org/neisserial Os iniciadores para a amplificacdo e

sequenciamento dos fragmentos dos genes estadaterartabela 4.
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Tabela 4: Descricdo dos genes e seus respectivos iniciadblieados em MLST de

Neisseria meningitidis.

Gene Nome completo Iniciadores Produto
(pb)
Amplif. | abcZ-P1C 5-TGTTCCGCTTCGACTGCCAAC-3'
898
. bcZ-P2C 5-TCCCCGTCGTAAAAAACAATC-3'
abcz ABC transporter ATP-binding abe
protein Sed. | abcz-S1 5-AATCGTTTATGTACCGCAGR-3'
433
abcZ-S2 5'-GAGAACGAGCCGGGATAGGA-3'
Amplif. | Adk-P1B 5-CCAAGCCGTGTAGAATCGTAAACC-3'
708
) adk-P2B 5-TGCCCAATGCGCCCAATAC-3'
Adk adenylate kinase
Sed. | adk-S1A 5-AGGCWGGCACGCCCTTGG-3'
465
adk-S2 5-CAATACTTCGGCTTTCACGG-3'
Amplif. | aroE-P1B 5-TTTGAAACAGGCGGTTGCGG-3'
835
o aroE-P2B 5-CAGCGGTAATCCAGTGCGAC-3'
arokE shikimate dehydrogenase
Sed. | aroE-S1A 5-GCGGTCAAYACGCTGRTK-3
490
aroE-S2 5-ATGATGTTGCCGTACACATA-3
Amplif. | fymC-P1B 5-TCCCCGCCGTAAAAGCCCTG-3'
860
fumC-P2B 5'-GCCCGTCAGCAAGCCCAAC-3'
fumC fumarate hydratase class Il
Sed. | fumC-S15-TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG-3
465
fumC-S2 5-TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC-3
Amplif. | gdh-P1B 5-CTGCCCCCGGGGTTTTCATCT-3'
677
Gdh glucose-6-phosphate 1- Gdh-P2B 5-TGTTGCGCGTTATTTCAAAGAAGG-3'
dehydrogenase Sed. | gdh-S3 5-CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC-3'
501
gdh-S4C 5-RCGCACGGATTCATRYGG-3
Amplif. | 5dhC-P1B 5-CCGGCCGTACGACGCTGAAC-3
818
pdhC-P2B 5'-GATGTCGGAATGGGGCAAACA-3'
pdhC pyruvate dehydrogenase
Sed. | pdhC-S1 5-TCTACTACATCACCCTGATG-3'
480
pdhC-S2 5-ATCGGCTTTGATGCCGTATTT-3'
Amplif. | pgm-P1 5-CTTCAAAGCCTACGACATCCG-3'
1339
pgm-P2 5'-CGGATTGCTTTCGATGACGGC-3'
Pgm Phosphoglycerate mutase
Sed. | pgm-S15-CGGCGATGCCGACCGCTTGG-3'

pgm-S2A 5'-GGTGATGATTTCGGTYGCRCC-3'

450

A amplificacdo foi realizada em volume deuP5contendo: 9,5 pL de agua
para PCR, 12,51L Master Mix (Promega), LiL de inciadorfoward e 1 uL de

iniciadorreverseambos a 50 pmoles. Apds um passo inicial de destdo a 94°C

por 5 min, foram realizados 30 ciclos de 94°C parid, 54°C por 1 min e 72°C por

2 min, seguido de um ciclo adicional de extensdo7@&C por 5 min em
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.).



50

CincopL dos fragmentos amplificados foram separados letroéorese a 80
volts, por aproximadamente 1 hora a temperaturaieantd) em gel de agarose
(Sigma Aldrich, MO, USA) contend0,5 pg/mL brometo de etidio (Promega) (0,5
ug/ml), em cuba de eletroforese horizontal , utiidatampao TBE 1X (Tris 89 mM,
Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3). Os fragnmios de DNA foram
visualizadas sob luz UV e fotodocumentadas. Osytosdda PCR foram purificados
para retirada de residuos de iniciadores utilizamdat SAP kit (Shrimp Alkaline
Phosphatase e Exonuclease - USB), seguindo asamides do fabricante.

O sequenciamento foi realizado conforme metodolggidréo ja descrita

anteriormente.

3.5.2. Analise das sequéncias

Para determinar os alelos dos respectivos geneMId®T, os arquivos
obtidos do sequenciamento foram convertidos pai@mato FASTA utilizando o
programa Sequencher 5.0. Essas sequéncias forametstds ao banco de dados

Neisseria MLST Database htfp://pubmist.org/ neissejiconde foram obtidos os

alelos dos sete genes para cada cepa. A combirdmfialelos foi submetida
novamente ao banco para a adeterminacdo do tiperseql (ST) de cada isolado.
Os STs obtidos foram associados a complexos cl¢@4i$ pelo proprio banco de
dados.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao das amostras

Neste estudo as amostras foram agrupadas de amordo sorogrupo, regiao
geogréfica (estado), quantidade e o ano do isolammeonforme apresentado na
tabela 5.

As 222 amostras foram classificadas de acordo casorogrupo onde 88
(39,6%) foram do sorogrupo B e 134 (60,4%) do sanog C. O periodo do estudo
foi de 2003 a 2011. Cinco estados brasileiros forapmesentados nesta pesquisa,
Amazonas (AM), Bahia (BA), Pernambuco (PE), Rio Jmeiro (RJ) e Santa
Catarina (SC). O maior numero de isolados foi dtades de Pernambuco
(n=102/50,4%), seguido da Bahia (n=65/29,3%), Re janeiro (n=23/10,4%),
Amazonas (n=18/8,1%) e Santa Catarina (n=4/1,8%).

Os isolados de Pernambuco e do Rio de Janeirosapegam uma
distribuicdo por sorogrupo equilibrada, onde a proio NmB/NmC foi de 52,2% /
47,8% e 48,2% / 51,8% respectivamente. J4 os 3®ldd Amazonas, da Bahia e de
Santa Catarina foram relacionados a apenas umrgpmgsendo AM (n=18) e SC
(n=4) do sorogrupo B e BA (n=65) todos do sorogrGpo
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4.2. Caracterizacao dos Isolados por MLST

Foram encontrados 6 complexos clonais presentesolasios deste estudo.
Das 222 cepas, analisadas 93 pertencem ao CC STolfiB representa 42% de
todos os isolados, onde 92 sorogrupo C (99%) easpema cepa sorogrupo B (1% -
P2961). O CC ST-11/ET-37 foi identificado em dogelados (5,4%), sendo onze
(92%) NmC e uma (8%) NmB. Oitenta isolados (36% a0 identificados como
pertencentes ao CC ST-32/ET-5, onde 70 (87,5%)gagpwo B e 10 (12,5%)
sorogrupo C. Os CCs ST-41/44 e ST-1136 se mostraxathasivos ao sorogrupo B e
apresentaram quatro (2%) e trés (1,5%) isoladepentivamente. O CC ST-8/A4 foi
identificado em sete isolados (3%), todos sorogr@oVinte e trés cepas nao
tiveram o CC determinado, representando 10,3%sid&dos, sendo 9 (39%) NmB e
14 (61%) NmC.

Para o sorogrupo B, o CC ST-32/ET-5 foi 0 maisesentativo, onde 79,5%
dos isolados deste sorogrupo foram classificadsterm®mplexo clonal. ST-1136 e
ST-41/44 foram identificados em 3,5% e 4%, respaosiente. Os CCs ST-11/ET-37
e ST-103 foram identificados em apenas um isoladda,c o que representa
aproximadamente 1% do total de NmB. Ja nos isolatoegrupo C, o CC
predominante foi o ST-103, que corresponde a 68(J%CCs ST-11/ET-37, ST-
8/A4 e ST-32/ET-5 foram identificados em 8,2%, 5,8%,5% dos isolados NmC,

respectivamente (tabela 6).
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Tabela 6 Isolados estratificados por complexo clonal (EGprogrupo.

cc % NmB NmC

n %NmB %CC n %NmC %CC
ST-11/ET-37 12 54% 1 1,0% 8,0% 11 82%  92,0%
ST-8/A4 7 30% O - - 7 52% 100,0%
ST-32/ET-5 80 36,0% 70 79,5% 87,5% 10 75% 12,5%
ST-41/44 4 18% 4 45% 100,0% 0 - -
ST-103 93 42,0% 1 1,0% 1,0% 92 68,7% 99,0%
ST-1136 3 15% 3 3,5% 100,0% 0 - -
ND 23 10,3% 9 10,5% 39,0% 14 10,4% 61,0%
Total 222 100,0% 88 100,0% - 134 100,0% -

NmB % e NmC %: Incidéncia do CC dentro de cadagopm. NmB %CC e NmC %CC: Incidéncia
do CC por sorogrupo.

4.3. Caracterizagao dos isolados pelos gepesA efetA

4.3.1. PorA

4.3.1.1. Regido Variavel 1 de PorA (VR1)

Analisando as regides variaveis de PorA isoladamen¥R1 apresentou 16
variantes diferentes. Destes, onze variantes fadamtificadas em apenas um (3
variantes), dois (4 variantes) ou trés (4 varigntsados. Trinta e duas cepas nao
tiveram a VRL1 identificada. As variantes mais reprgativas (n>5) foram VR1 5
com oito isolados (3,6%), variante 22 com 93 iso$a@41,9%) sendo 90 NmC
(97%) e apenas 3 NmB (3%),variante 19-6 com 6 desg2,7%), todos sorogrupo
B, variante 5-11 com 11 isolados (5%), sendo 10 N81%0) e apenas uma NmB
(9%) e variante 19-36 com 49 isolados (22%) ondepas sdo NmC (14%) e 42
NmB (86%).

Dentre os isolados do sorogrupo B, as variante8 @ 39-36 foram as mais

freqUentes, representando respectivamente 6% edé8%solados deste sorogrupo.
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Ja para os isolados do sorogrupo C, as variantesfraquentes foram 5-8 (5%), 22
(67%), 5-11 (7,5%) e 19-36 (5,2%).

4.3.1.2. Regido Variavel 2 de PorA (VR2)

O componente OMV da vacina experimental 4CMenB éwont proteina
PorA subtipo P1.7-2,4. A resposta imune induzida @ste antigeno tem sido
relacionada especificamente com o epitopo da VR2JP

As variantes de VR2 foram bem diversificadas, cé@wa&riantes diferentes.
Destes, dezessete variantes foram identificadoapanas um (9 variantes), dois (5
variantes), trés (2 variantes) ou quatro isoladmsa( variante). Quatorze cepas nao
tiveram a VR2 identificada. As variantes mais reprgativas (n > 5), que
totalizaram 80, 2% dos isolados, foram a V.2 commofados (3,6%) sendo 7 NmC
(87,5%) e apenas uma NmB (12,5%), variante 10-62 t0 isolados (4,5%) todas
NmC, variante 14-6 com 87 isolados (39%) sendo BB8CN98,8%) e apenas uma
NmB ( 1,2% - P2931), variante 1-10 com 25 isoladds2%) onde duas cepas sao
NmC (8%) e 23 (92%) NmB e variante 15-39 com 54atos (24,3%), 7 NmC
(13%)e 47 NmB (87%).

Dentre os isolados do sorogrupo B, duas variamesgas representam mais
de 78% dos isolados deste sorogrupo, sao elasitafial 0 com 23 isolados (26,2%)
e variante 15-39 com 47 isolados (53,4%). O sopmrC apresentou quatro
variantes importantes sao elas V.2 com 7 isola8és),(variante 10-62 com 10
isolados (7,5%), 14-6 com 86 isolados (64%) e wéeid5-39 com 7 isolados (5%).

A variante 4 (P1.4) presente na OMV que compdecmaamulticomponente
anti-meningococica nao foi identificada em nenhutas cepas deste estudo, sendo
esta uma observagéo importante tendo em vista enalinogenicidade da VR2 e sua
relevancia como componente desta vacina em desemeoito.

4.3.1.3. Regido Variavel 3 de PorA (VR3)

Neste estudo foram identificadas oito variantesst®s, 5 variantes foram

identificados em apenas um (1 variante) ou trdadss (4 variantes). Dez cepas nao
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tiveram a variante identificada. Apenas trés vaesude VR3 foram identificadas em
um pouco mais de 88% dos isolados, foram elasama&i36 com 60 isolados (27%)
sendo 9 NmC (15%) e 51 NmB (85%), variante 35-1 8ansolados (14%), 7 NmC
(22,6%) e 24 NmB (77,4%) e variante 36-2 com l@bawos (47,3%) sendo 102
NmC (97,2%) e apenas 3 NmB (2,8%).

As variantes 35-1 e 36, juntas correspondem axapaalamente 85% dos
isolados sorogrupo B. A variante 35-1 esta presente24 isolados (27,3%) e a
variante 36 em 51 isolados (57,9%) deste sorogrijas cepas sorogrupo C a
variante 36-2 foi predominante representando 78J8%oisolados deste sorogrupo .
A variante 36 também foi encontrada em cepas Nm@ @adsolados (6,7%). Sete

isolados sorogrupo C (5,2%) foram identificados comriante 35-1.

4.3.1.4. Classificagao por Subtipo (VR1 e VRZdPorA)

Neste estudo 30 subtipos (combinacdo da VR1 e \d@2)eneporA foram
identificados. Destes, 24 subtipos foram identifasaem apenas um (15 subtipos),
dois (8 subtipos) ou quatro isolados (1 subtipohtd/e sete isolados nao tiveram o
subtipo identificado, sendo 17 isolados VR2 1-1Ce quéo tiveram a VRI1
identificada). Os cinco principais subtipos (cin@m mais isolados), que
correspondem a 71,5% de todos os isolados, forarb,2P(n=8 / 3,6%), P1.22,14-6
(n=86 / 38,7%), P1.19-6,15-39 (n=5/ 2,25%), P1L8LQ-62 (n=7 / 3,15%) e P1.19-
36,15-39 (n=53 / 23,8%).

Por sorogrupo, os subtipos se mostraram bem regulaomo o subtipos
P1.5-11,10-62 para NmC e o subtipo P1.19-6,15-38 pasorogrupo B. Para o
subtipo P1.22,14-6, 86 amostras (98,8%) foram Nm@Gpenas uma (1,2%)
sorogrupo B (P2931). O mesmo foi observado P1.bge @ isolados (87,5%) séo
NmC e uma (12,5%) NmB. O subtipo mais heterogéneo fP1.19-36,15-39 que
apresentou 8 cepas NmC (15%) e 45 NmB (85%).
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4.3.2. FetA

FetA € uma proteina de membrana externa que tardbsmanstrou induzir a
producdo de anticorpos quando estes foram encostem soro de pacientes com
doenca meningocdcica. Por esse motivo, foi corsibeum potencial antigeno para
compor uma vacina meningococica (BLACKt al.,, 1986; BEUCHER &
SPARLING, 1995). A variabilidade desta proteina éem que essa aplicacdo néo
fosse possivel, mas esta caracteristica faz comFgtk seja empregado como
marcador molecular dd. meningitidisSscTHOMPSONet al, 2003; JOLLEYet al.,
2007)

Vinte e quatro variantes de FetA (FetA VR) forarantificadas, porém vinte
e uma variantes foram identificados em apenas @wdfiantes), dois (6 variantes),
trés (uma variante) ou cinco isolados (uma varja®penas em uma cepa nao foi
possivel identificar a FetA VR. Trés variantes espntaram 92,3% dos isolados
analisados. A variante F3-6 foi identificada emsBlados (4%), todas NmC. A
variante F3-9 esteve presente em 104 isolados%#@6séndo 103 NmC (99%) e
apenas um isolado NmB (1% - P2931). Setenta e dswlados (33,8%) foram
caracterizados como F5-1, onde apenas nove isolsalogirupo C (12%) e 66
sorogrupo B (88%).

As variantes F3-6 e F3-9 foram claramente assogiadasorogrupo C, onde
juntas correspondem a 83,6% desse sorogrupo. O aon@sonre com a variante F5-1
gue esta associada ao sorogrupo B, compreenden#o 8% isolados deste
sorogrupo.

4.3.3. Caracterizacao genotipica dos isolados

Seguindo a classificacdo proposta por Jolley ebootalores (2007), os
isolados deste estudo foram agrupados por sorogsuftipo (PorA VR1 e VR2),
Regido variavel de FetA (FetA VR) e complexo clorisdses dados estratificados
fornecem a classificagdo genotipica dos isolados.

Dentre os gendtipos encontrados seis foram os megissentativos (n > 3).
Séo eles: C:P1.5,2:F3-9 cc 11 com 7 isolados (3,1B%1.19-36,15-39; F5-1 cc32
com 37 isolados (14,9%), C:P1.19-36,15-39; F5-12cc8m 5 isolados (2,25%),
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C:P1.22,14-6:F3-9 cc103 com 84 isolados (37,8%).R1G-11;10-62:F3-9 cc103
com 6 isolados (2,7%), como demonstrado na talbelix@

Tabela 7. Distribuicdo dos gendtipos mais frequentes de Nmapo e regiao.

Genaotipo Regido 2003 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011 Total
C:P1.5,2:F3-9 ccl1 BA 1 6 7
BA 5 1 24 4 34

C:P1.22,14-6: F3-9 cc103 PE 8 20 11 4 43
RJ 2 1 4 7

AM 1 1

PE 2 4 9 4 5 1 2 1 28
B:P1.19-36,15-39; F5-1 cc32

RJ 1 1 2 4
sc 4 4
BA 3 1 4
C:P1.19-36,15-39; F5-1 cc32
RJ 1 1
C:P1.5-11;10-62: F3-9 c103 BA 6 6

Conforme demonstrado na tabela acima, os gend@p®s.5,2:F3-9 ccll e
C:P1.5-11;10-62:F3-9 cc103 foram exclusivos a BaBwla e colaboradores (2011)
relatam o aumento da incidéncia do meningococagsope C no estado da Bahia no
sw76 ano de 2009. Como se pode observar na tdbetss os principais genotipos
encontrados neste estudo foram circulantes noesd@d@ahia no periodo de 2008 e
2009, com excecdo do gendtipo relacionado ao aguogB, j& que ndo foram
identificadas cepas NmB naquele estado dentre pascpesquisadas. O Unico
genotipo representativo do sorogrupo B foi o B:P13®,15-39; F5-1 cc32. Uma
observacdo importante deste genoétipo é que o mesteve circulante, de uma
maneira geral, em todos os anos e estados (exégtodBpreendidos nesse estudo,
em especial no estado de Pernambuco. Todas asd destado de Santa Catarina,

foram do mesmo ano e gendtipo o que podemos sap@ettratado de um surto
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naquela regido. O gendtipo C:P1.19-36,15-39; F&32cque embora as OMPs
sejam caracteristicas de NmB, apresentou 4 cepssrdgrupo C isoladas no estado
da Bahia e uma no Rio de Janeiro. O gendtipo CR1426: F3-9 cc103 foi 0 mais
encontrado ao longo dos isolados e também foi histribdiido, sendo identificado
nos trés estados com maior representatividade estieo (PE, BA e RJ), 0 que
demonstra ser um gendtipo constante no Brasilmssimo ocorreu com o genotipo
do sorogrupo B, o gendtipo P1.5,2:F3-9 ccll, qearacteristico do sorogrupo C,
apresentou uma unica cepa NmB (B:P1.5,2:F3-9 cdddlpda no estado de
Pernambuco, no ano de 2006 (cepa P2931).

4.4. Prevaléncia e diversidade de fHbp

O genefHbp foi detectado em todas as cepas deste estudo.dbdoamom o
sequenciamento do gerfelbp destas cepas, e alinhamento com sequéncias de
referéncia das trés variantes do gene, foi posglggrminar a prevaléncia das
variantes de acordo com o sorogrupo. Dentre oadsslde Nm do sorogrupo B, 62
(70,5%) foram caracterizadas como Variante 1, A18(@) como Variante 2 e 5
(5,7%) como Variante 3. Nos isolados Nm sorogrupo2C (15,68%) foram
identificadas como Variante 1, 111 (81,34%) comaidrdae 2 e 4 (2,98%) como
Variante 3 (figuralO).

Figura 10. Distribuicdo dos isolados sorogrupos B e C poiante da fHbp. Classificacdo da proteina
em variantes 1, 2 e 3 (Novartis) estratificadagmogrupo.
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s subvariantes da fHbp sdo nomeadas de acordouasrssquéncias de nucleotideos
traduzidas em aminoacidos, de acordo com o bdeaados (http://neisseria.org),
na qual subvariantes alélicas séo designadas poridentificador numérico. Essa
identifcacdo é feita associando o numero idendficado alelo da proteina,
juntamente com a designacdo correspondente dentearddribuida pela Novartis
(variante 1, 2 ou 3); por exemplo, fHbp 1.15 refeeea variante 1, subvariante 15
(alelo 15) (LUCIDARMEzet al, 2010).

Identificamos 49 alelos diferentes da proteina fHap cepas analisadas neste
estudo. As sequéncias das trés variantes aprementaande variabilidade, porém
alguns alelos foram bem representados como a sabtel.l, que foi identificada
em 52 cepas (23,4%), sendo 43 NmB (82,7%) e nov€ Klii,3%). A subvariante
2.19 foi identificada em sete isolados (3,15%)ptdmC. Dezessete cepas (7,6%)
foram classificadas como subvariante 2.19, senddNm® (58,8%) e sete NmC
(41,2%). Oitenta e sete amostras (39,2%) foramtifttadas como subvariante
2.25, sendo 86 (98,8%) NmC e apenas um isolad@o]l/2mB foi identificado para
esta subvariante (cepa P2931). As subvarianted £.21109 foram identificadas em
guatro cepas cada (1,8%), sendo todas pretencaate®rogrupo B. As demais
subvariantes que apresentaram menos de quatrdaosadssociados (n=40/18,02%,
sendo 19 NmB e 21 NmC) foram agrupadas e reprekentamo “outros” e estao

demonstradas na figura abaixo (figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo das subvariantes de fHbp por sonpgsu Demonstracdo das subvariantes
mais representativas (> 4 isolados), ** com excedd® subvariantes associadas a variante 3, onde
foram identificados 9 alelos diferentes.
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E possivel fazer uma associa¢do entre as sub\esianbs sorogrupos. Nas
cepas déN. meningitidissorogrupo B, a variante 1.1 foi identificada em948,dos
isolados deste sorogrupo. As subvariantes 1.31109 Ze mostraram exclusivas as
cepas sorogrupo B deste estudo, representando urada4,5% do total desses
isolados. A subvariante 2.25 foi nitidamente asstaciao sorogrupo C, uma vez que
aproximadamente 99% dos isolados com essa varagggwoteina sdo NmC. Esta
subvariante esteve presente em 64,2% das depasningitidissorogrupo C deste
estudo. A subvariante 2.19 foi a mais heterogénéa, permitindo associacéo a
nenhum dos sorogrupos.

A vacina multicomponente 4CmenB em ensaios clinpmssui a subvariante
1.1 de fHbp em sua composi¢do. Dentre os isoladete estudo, esta subvariante
esteve presente em apenas 23,4% dos isoladosd¥sti@acar que esta vacina esta
sendo desenvolvida especificamente para o soro@upade aqui foi identificada
em 48,9% das cepas de NmB. A presenca desta samieaem apenas 6,7% dos
isolados de NmC, mostra que esta imunidade coaf@ad esta proteina ndo poderia
ser aplicada para cepas do sorogrupo C. A vacwvaehte rfHbp contém as
variantes 1 e 2 de fHbp, que representa, quandbioanas, 94,3% das cepashie

meningitidis B e em 97% das cepas sorogrupo C. A combinacatasdehias
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variantes poderia oferecer uma cobertura te6ric8608% de todas as cepas deste
estudo.

4 5. Prevaléncia e diversidade de NHBA

Todas as cepas analisadas apresentaram aigbAeAssim como o0 gene de
fHbp, as subvariantes de NHBA foram obtidas atravésaducdo das sequéncias de
nucleotideos submetidas ao banco de dados (h#igséria.org), na qual variantes
alélicas também sédo designadas por um identificagloerico atribuido a um alelo.

Foram identificadas 22 subvariantes diferentes idBAl A subvariante 4 foi
identificada em 52 (23,42%) das 222 cepas destel@ssendo 43 NmB (82,7%) e
nove NmC (17,3%). Cento e uma amostras (45,5%)nfocaracterizadas como
subvariante 22, sendo 100 NmC (99%) e apenas umB (l%b) (cepa P2931).
Como subvariante 43 foram identificadas 18 cepdd ), sendo uma NmB (5,6%)
e 17 NmC (94,4%). As subvariantes 85 e 107 forantiticadas em quatro (1,80%)
e cinco (2,25%) das cepas analisadas, respectivemambas correspondem ao
sorogrupo B. A subvariante 123 foi caracterizadacém isolados (3,60%), onde
cinco NmB (62,5%) e trés NmC (37,5%). As demalsvauantes que apresentaram
menos de quatro isolados associados (n=25/11,28%p<20 NmB e 5 NmC) foram
agrupadas e representadas como “outros” como d#radns na figura abaixo
(figura 12).

As cepas do sorogrupo B foram bem representadasspblariante 4, uma
vez que 82,7% dos isolados desta subvariante séesderogrupo. Esta subvariante
foi identificada em 48,9% dos isolados de NmB. Abvariantes 85 e 107 foram
identificadas apenas em isolados do sorogrupo Bieorgpresentou 4,5% e 5,7%
deste sorogrupo. A subvariante 22 foi claramense@ada as cepas sorogrupo C,
onde foi identificada em 74,5% desses isoladosuldvariante 43 também foi mais
presente em cepas de NmC e foi encontrada em Idyg%olados deste sorogrupo.

A subvariante 2, que esta presente na vacina oulgonente 4CMenB, nao

foi identificada em nenhum dos isolados deste estud



63

Figura 12. Distribuic&do das variantes de NHBA por sorogrupos
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4.6. Prevaléncia de NadA

Dentre as 222 amostras analisadas, apenas 66 ¥29ap8esentaram o gene
nadA Destas, 55 (83,33%) pertencem ao sorogrupo Bieccqrresponde a 75% das
cepas NmB deste estudo. Apenas onze isolados €%,8@ sorogrupo C foram
positivas, correspondendo a 8,21% das cepas NnlSades (figura 13).

Figura 13. Prevaléncia de NadA. Representacao das amgstsawas distribuidas por sorogrupo.
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4.7. Analise filogenética de fHbp e NHBA

A estrutura filogenética dos dois antigenos vasinewelada pelo SplitsTree,
confirmou a forte associacdo das variantes antigéretom 0s sorogrupos conforme
mostra as figuras 14 e 15.

Para a fHbp, os isolados que agruparam com a iseiquée referéncia da
Variante 2, mostram um grande grupo homogéneo mdatesomente cepas do
sorogrupo C com excecdo da cepa NmB P2931, tod&3Cd®3. Um pouco mais
distante, mas ainda no mesmo ramo desse grupo, @stéados outros isolados dos
dois sorogrupos e de complexo clonais diferented®sé6,6% CC8, 44,4% CC32,
22,2% CC11, 5,5% CC41 e 11,1% de outros completomsis. Deve-se observar a
estreita associacdo do complexo clonal CC103 dmsagpo C a Variante 2 na fHbp.
A Variante 1 formou um grupo mais distante dosados das outras duas variantes,
contendo cepas dos dois sorogrupos e de complexaislvariados sendo o CC32
mais predominante com 84,2% dos isolados seguidoGell (4,3%), CC103 (3%)
e outros complexo clonais (8,5%). E importante mgte duas cepas pertencentes ao
CC103 nao agruparam com a Variante 2 como a graraderia das cepas desse
complexo clonal.

A andlise da NHBA pelo SplitsTree, mostrou a mesiwgado apresentada
pela fHbp com trés grupos principais sendo o groador formado pela grande
maioria das cepas do sorogrupo C, CC103 perterscangaebvariante 22 da NHBA.
Da mesma forma que ocorreu com a fHbp, os outras gtapos foram formados
pela subvariante 4 contendo 84% das cepas do spm@ do CC32 e um terceiro
grupo mais distante contendo 68% de cepas do sgod@, CC11 subvariante 43 e
24% de cepas dos dois sorogrupos, subvariantede2@mplexos clonais variados.
Mais uma vez é clara a associacdo de determinadl@arg|antes ao sorogrupo e a

certos complexos clonais.
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Figura 14. Analise filogenética de fHbp. Agrupamento comusncias de referéncia das variantes 1,
2e3(V.1,V.2eV.3).
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Figura 15. Analise filogenética de NHBA.
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4.8. Deteccao de possivel “troca de capsuladpsule Switching)

Neste estudo foram

identificados seis isolados cmEresentaram

caracteristicas de possivel mudanca de capsulacepa P2931 sorogrupo B,

apresentou o mesmo genétipo de outras 83 cepagrgpooC, o P1.22,14-6:F3-9

ccl03, o que leva a hipétese da mudanca do paisdao de B para C. J& as cepas
do so sorogrupo C P2955, P3107, P3110, P3122 eOPaplesentaram o genotipo
C:P1.19-36,15-39;F5-1 cc32, caracteristico dosathzd de NmB, que neste estudo

foi encontrado em 37 cepas desse sorogrupo.

Tabela 8. Caracteristicas genotipicas de isolados com peElssigsule switching

Cepa Sorogrupo Genétipo PorAVR3  NHBA
P2931 B B:P1.22,14-6:F3-9 (cc ST-103) 36-2 22
P2955 C C:P1.19-36,15-39; F5-1 (cc32) 36 4
P3107 C C:P1.19-36,15-39; F5-1 (cc32) 36 4
P3110 C C:P1.19-36,15-39; F5-1 (cc32) 36 4
P3122 C C:P1.19-36,15-39; F5-1 (cc32) 36 4
P3310 C C:P1.19-36,15-39; F5-1 (cc32) 36 4
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5. DISCUSSAO

Apesar dos avancos cientificos no campo das imgbéza a doenca
meningococica permanece como um sério problemaaddespublica, estando
relacionada a altas taxas de morbidade e mortaljgathcipalmente em criancas e
lactentes. Além disso, a DM requer uma intervenegapéutica especifica e precoce,
e enfatiza a necessidade de disponibilizar vacipas possam ser utilizadas
rotineiramente na prevencdo dessa doenca. Nestdextmn as vacinas
polissacaridicas conjugadas contra 0s sorogrupos$C, AW135 e Y, oferecem
protecdo adequada e duradoura a criangas menore2 @mos de idade,
desencadeando, ainda, excelente resposta de melssas vacinas demonstraram
efetividade, reduzindo o numero de casos de DMgya também diminui a
colonizagdo da bactéria e assim a sua transmissao.

A fraca imunogenicidade do polissacarideo capsd@mN. meningitidis
sorogrupo B e seu potencial de induzir a produc@oadticorpos auto-imunes
dificultou o desenvolvimento de uma vacina eficamtta esse sorogrupo. Esta
dificuldade levou a busca de antigenos alternatpara 0 desenho de uma vacina
universal . O sequenciamento do genomaNdemeningitidise o surgimento da
abordagem da vacinologia reversa, proporcionarandeatificacdo de novos
antigenos promissores (RAPPUOLI, 2000). A partistalegécnica aumentaram as
perspectivas no desenvolvimento de uma vacina Urdoatra a doenca
meningocadcica sorogrupo B, abrangendo todas ass agpaulantes, diminuindo o
custo da producéo e promovendo a imunizacao efieaziancas de todas as idades
em todo o mundo.

Embora os estudos envolvendo novos antigenos testagito para sanar o
problema relacionado ao polissacarideo B, as vacomn antigenos protéicos
levantaram discussdes sobre a producédo de um@avaciversal, capaz de conferir
imunidade contra todos os sorogrupos\deeningitidis(BEERNINK et al, 2009b;
HARRIS et al, 2011). Ensaios pré-clinicos da vacina bivaletitébp, j& foram
realizados com isolados de NmC, mostrando boa sespactericida, surgerindo que
esta vacina poderia conferir protecdo contra osgsopos B e C (HARRI®t al,

2011). Por este motivo, incluimos neste estudadsd clinicos do sorogrupo C, que
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desde 2005 tem sido o sorogrupo responsavel pedlarisnaos casos de DM no
Brasil.

Em junho de 2011 a industria farmacéutica Novaaisesentou oficialmente
0s primeiros resultados clinicos da utilizacdo o unova vacina concebida atraves
da vacinologia reversa. A vacina chamada 4CmenB Itiddmponent
Meningococcal Serogroup B Vaccine) é formada paodponentes ou antigenos
vacinais, as proteinas fHbp, NHBA e NadA e umaogai de mebrana externa
extraida da cepa vacinal Neo-Zelandesa NZ98/254ossbtipo P1.7-2,4
(NOVARTIS, 2011). Estudos recentes mostram que @ngaé capaz de conferir
protecdo contra cepas pertencentes aos trés gemadtipluidos na vacina, mas ha
evidéncias da necessidade de doses adicionaisppateger contra variantes de
meningococos B circulantes em outras regides gboasa o que devera ser
estabelecido por futuras investigacdes. Estudosiomdiis deverdo ser conduzidos
para se determinar a eficacia da vacina em difesdiaixas etarias incluindo recém-
nascidos.

O presente estudo fornece estimativas da preval@ndiversidade genética
de antigénios de superficie #ie meningitidiscirculantes no Brasil, contidos nas
duas vacinas candidatas, entre isolados do sorod@C. Os genes que codificam
a sintese dos trés principais antigenos incluidosiava vacina, foram analisados
quanto a sua prevaléncia e diversidade genética msalados dos sorogrupos B e C
em 5 estados brasileiros representando as 4 megi@es do pais. A presenca de um
ou mais genes que codificam os antigenos em t&l@®l@dos dos dois sorogrupos,
sugere que estas vacinas podem proporcionar um@&cfoo contra a doenca
meningocaocica no Brasil. Para demonstrar o potedei@obertura destes antigenos
nas vacinas, no entanto € preciso conhecer abdiifio e a diversidade desses
genes.

Os resultados da caracterizagdo dos isolados BRIST revelaram 6
complexos clonais. Os CCs ST-41/44 e ST-1136 setranasn exclusivos ao
sorogrupo B e o CC ST-32/ET-15, que habitualmenéssdciado ao sorogrupo B
apresentou 12,5% de NmC (DE FILLIP#Bal 2012). Os CCs, ST-8/A4, ST-11/ET-
37 e ST-103 foram bem relacionados com o sorog@ipiendo esses dois ultimos
uma cepa NmB cada. De uma maneira geral, foi pelsassociar os complexos

clonais aos sorogrupos, mas a presenca de soregdifgentes no mesmo CC
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evidencia os frequentes eventos de recombinacdarom@ntre 0S Mmeningococos
(BEDDEK et al,, 2009; WANGet al.,2011).

Dos trés antigenos estudados para compor a vacinersal contra o
meningococo, a proteina fHbp é o mais importantes psta presente nas duas
vacinas em desenvolvimento, na vacina rfHbp biveleque contém duas variantes
deste antigeno (V1 e V2), e também esta present@caiaa multicomponente, que
possui apenas uma variante (V1) na composicao.tiQeao fHbp foi encontrado
em todos os isolados deste estudo. Dentre os el sorogrupo B, 70,5% foram
classificados como variante 1 e 23,8% como vari2ntgue somadas representam
94,3% dos isolados deste sorogrupo. Em relacdoosmrsipo C observou-se o
inverso, onde a variante 2 foi mais presente, /8484 dos isolados, e a variante 1
cem 15,68%, que somadas correspondem a 97,02%salaslds desse sorogrupo.
Além da classificacdo por variantes, existe tambértassificacdo em subvariantes,
que é feita pela variante acrescida do numero elo determinado pelo banco de
dados. Neste estudo foram encontrados 49 subwesialiferentes de fHbp, onde
algumas podem ser claramente associadas ao sarpgmmpo a subvariante 1.1,
bem representada pelo sorogrupo B, uma vez quéo8@¢ps isolados eram deste
sorogrupo. Ja a subvariante 2.25 se mostrou aiai hmmogénea onde 98,8% das
cepas foram NmC e apenas uma sorogrupo B, a ceQ@l PA classificagdo por
subvariantes € util para andlise da distribuic&areabilidade genética da proteina,
porém a questdo da imunogenicidade fica restrtiassificacdo por variantes, uma
vez que a reacdo cruzada intravariantes, independen suas subvariacoes, se
mostrou eficiente (LUCIDARMEet al, 2010).

Com relacdo a reacdo cruzada intervariantes, salgers € extremamente
fraca, o que permite afirmar que uma variante dgfiBio confere imunidade a outra
(PIZZA, et al, 2000; LUCIDARME et al, 2010). Por isso a preocupacdo na
identificacdo destas variantes e a idéia de se ioambuas dessas variantes em uma
vacina para que se possa alcancar uma cobertursahvateal (P1ZZAet al, 2008;
WELSCH & RAM, 2008;). No caso da vacina da Pfizgre € uma vacina bivalente
combinando as variantes 1 e 2 de fHbp, de acando @s nossos resultados seria
possivel alcangar a cobertura vacinal acima de &&ambos os sorogrupos. Ja no
caso da vacina multivalente 4CmenB da Novartis, gpgsui apenas a subvariante

1.1 em sua composicao, essa cobertura, dentro idersm desta pesquisa, seria de
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70,5% para o sorogrupo B e apenas 15,7% para grepm C, 0 que estaria bem
abaixo do que se considera idela para coberturaatac

Com o surgimento das vacinas com antigenos posteia questdo da
mutacdo e variabilidade destas proteinas como falenascape pode ser um risco
para o sucesso desses imunizantes. No caso devaalticomponente 4CMenB, a
combinacdo de diferentes antigenos, além de pataaci a cobertura vacinal
também € uma forma de diminuir os riscos de um pesqaor mutacdo ou
recombinacdo genética. A inclusdo das proteinasANHEJA e OMV junto com a
fHbp em uma Unica vacina faz parte dessa estratégia

Neste estudo, todas as cepas apresentaram o @eri¢HBA. Foram
identificadas 22 subvariantes desta proteina, apdaas cinco delas se apresentaram
de forma representativa com mais quatro isoladossaptando a mesma variante.
Assim como fHbp, é possivel associar algumas desthgariantes com os dois
sorogrupos. Um exempo é a subvariante 4, que tmirdrada em 82,4% dos isolado
do sorogrupo B. A subvariante 22 esteve presentel@mamostras, destas, 100
(99%) do sorogrupo C e apenas uma do sorogrup®®- depa P2931). NHBA tem
sido implicada na opsonizacdo fagocitica e tem detmado reatividade cruzada
com subvariantes heterdlogas (WEL8Hal, 2003; LUCIDARMEet al, 2010). O
gue significa que apesar da subvariante present@aciaa 4CMenB ser a v.2, e a
mesma nao ter sido encontrada dentre as amostafisadas, seria possivel obter
uma cobertura de até 100% dos isolados deste estii@ste componente vacinal,
porém vale lembrar que o real impacto de NHBA ngsatidna ainda ndo esta bem
estabelecido (WANGet al., 2011, GOSSGERet al., 2012; SANTOLAYA et al,
2012).

A presenca global de NadA enN. meningitidis tem sido em
aproximadamente 50% (COMANDUCCet al.,, 2002) sendo frequentemente
associada a cepas que pertencem a determinadosegomplonais hipervirulentos
como o CC32, CC11 e CC8 (COMANDUCEt al, 2012). Neste estudo, apenas
29,73% dos isolados apresentaram o geawA pela PCR. Desses, 83,33% sao do
sorogrupo B (correspondendo a 75% de NmB positpaaa NadA) e 16,67% do
sorogrupo C. Essa alta incidénciardelAencontrada entre as cepas do sorogrupo B
e baixa entre as do sorogrupo C, pode ser explipattagrande nimero de NmB

pertencentes ao CC ST-32/ET-5 e baixo numero dadis® de Nmc dos CC 11 e
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CC8 aos quais a presenca da NadA tem sido asso¢la@MANDUCCI et al.,
2002; COMANDUCCIet al.,2004).

Uma outra estratégia da vacina multicomponente iéioadr uma OMV
extraida da cepa epidémica de Nova Zelandia NZ@8(P3.7-2.4). As vacinas
baseadas nas vesiculas de membran externa, s&cidashpor ter como principal
antigeno a proteina PorA que apesar de se mosrarilmunogénica, sua alta
variabilidade faz com que essa protecao seja ddafe@penas durante epidemias
causadas por uma mesma variante, apresentando iMm itvgpacto contra cepas
contendo alta variabilidade o que € comum em muig®es (MARTINet al.,
2006; WEDEGE, 2007;). Na vacina 4CMenB, a OMV contésubtipo P1.7-2,4, ou
seja PorA VR1: 7-2 e VR2: 4. Ja foi demonstrado @juesposta imune induzida por
este antigeno tem sido relacionada especificansngpitopo da VR2 (MARTINt
al., 2006). Dentre as cepas analisadas, ndo foi eaclntmenhum isolado que
apresentasse 0 mesmo subtipo de porA que comp@Eiaay e nem mesmo as
variantes isoladas. Encontramos 30 subtipos difeseporém seis subtipos foram os
mais frequentes, que juntos equivalem a 82% destodasolados. O subtipo P1.19-
6,15-39 foi associado unicamente ao sorogrupo @yaamo os subtipos P1.5,2; P1.5-
11,10-62 e P1.22,14-6 ao sorogrupo C, sendoudtiteo encontrado em apenas
uma cepa NmB (P2931). O subtipo P1.19-36,15-3Qfopouco mais heterogéneo,
porém tendendo ao sorogrupo B que correspondeu%68desse subtipo. Estes
resultados demonstraram a variabilidade da PorfA reecessidade de adequar a
OMV da vacina aos subtipos circulantes no Brasifjje a permanéncia dessa OMV
numa possivel vacina a ser utilizada em nosso geiiis, completamente inatil. Vale
ressaltar que a prevaléncia de determinados ssgbéipi@ claramente associada ao
sorogrupo, 0 que nos leva a concluir que seriassaca a combinacdo de mais de
um subtipo, ou mais de um tipo de OMV, para havecobertura dos dois
sorogrupos.

A VR3 é uma outra regido variavel de PorA, que sando investigada
como um possivel novo antigeno (CLARK,al, 2003; DE FILIPPISt al., 2007).

A baixa variabilidade genética desta VR e sua ddpde de estimular anticorpos
bactericidas, fez com que a variabilidade dess@emt fosse investigada neste
estudo. Neste estudo, apenas trés variantes dafafR3 identificadas de forma

significativa (n>5). As variantes 35-1 e 36 seoasxlas, poderiam cobrir 85% das
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cepas do sorogupo B. A variante 36-2 sozinha daabrf8% dos isolados sorogrupo
C. Uma associacdo entre as variantes 36 e 36-2cefgs uma cobertura de
aproximadamente 74% dos isolados e a associacdcédasriantes 35-1, 36 e 36-2
cobriria 89% de todos os isolados do estudo. Eswmdtados demonstram a baixa
variabilidade da VR3 em relacdo as demais regidasaweis de PorA e a

importancia do monitoramento deste antigeno nagupss para desenvolvimento
de novas vacinas anti-meningocécicas.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel obseqguee estd havendo um
aumento da variabilidade genética das proteinasneimbrana externa entre os
meningococos estudados, principalmente no sorogdympe tem sido associado a
varios surtos no Brasil desde que a incidénciaedesgogrupo comegou a aumentar
em 2005 (GORLA, 2012). Esse aumento da variabiidgehética pode diminuir a
eficacia das futuras imuniza¢cdes com vacinas namtponentes como a que esti
sendo desenvolvida pela Novartis.

As vacinas polissacaridicas NmC estdo sendo apkcadde os surtos sao
detectados, 0 que pode estar influenciando esi@bilatade e consequentemente sua
eficacia. Apesar de ndo conter proteinas da mermbeaterna, as vacinas NmC
conjugadas poderiam estar selecionando gendétippscifisos que nao seriam
cobertos pela vacina multicomponente. No Brasisddejulho de 2010 a vacina
adsorvida meningococica C (conjugada - CRM197)niwoduzida no calendario de
vacinacdo da crianca (Ministério da Saude, 2010jue pode vir a estimular a
pressdo seletiva do sorogrupo B ou a recombinag@étiga do polissacarideo a
longo prazo. O mecanismo de troca de capsaépsile switching entre o0s
meningococos nao estd bem esclarecido, porém jdekgrito por alguns autores
como um mecanismos de escape do meningococo (SWEBRTEt al, 1997,
ALCALA et al, 2002). Apesar de termos detectado uma clara leccapsula em
apenas seis cepas, existem fortes indicios de gtrasocepas do sorogrupo C
poderiam ter trocado a composicdo polissacaridpsutar transformando-se em B,
tendo em vista essa variacdo de OMPs anteriornssseciadas ao sorogrupo C.
Esse seria mais um mecanismo de escape da protecderida pela vacina
conjugada C ocasionado pela pressao seletiva dmavac pela facilidade de

recombinacdo que 0s meningococos apresentam.
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Esses resultados demonstram a necessidade de raoratdendéncia do
possivel aumento desse fenbmeno de recombinacaogpar ndo se utilize uma
vacina que nao seja eficaz contra as cepas citeglaiksses dados reforcam a
importancia da implementacédo de uma vacina reabrefitaz contra o sorogrupo B,
para cobrir além das cepas NmB circulantes, ospescdas cepas NmC como
descrito acima.

A diversidade genética encontrada entre os antggerpostos na membrana
externa, também precisa ser monitorada para gaetasdades sanitarias possam ter
os dados necessérios para a adocdo da nova vacitieomponente que ja se
encontra em ensaios clinicos em fase avancada &os @aises (GOSSGER al,
2012; SANTOLAYA et al, 2012). A vacina 4CMenB em seu ultimo ensaioi@bin
demonstrou ser imunogénica em criancas e lactemudscipal populacdo de
interesse, mas nao alcancou os niveis de imunoded&e de uma vacina
polissacaridica (GOSSGHER al, 2012). Um outro dado relevante é que a mesma se
mostrou eficaz contra as cepas de referéncia, msigledo a importancia da analise

da variabilidade genética das proteinas de cepadamntes em cada pais.
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6. CONCLUSOES

A proteina fHbp € o principal antigeno das vaciaasimeningocdcicas
sorogrupo B em desenvolvimento. Embora essas \aciestejam sendo
desenvolvidas para o sorogrupo B, este estudo owogtre a combinacdo de duas
variantes de fHbp (variante 1 e 2), como na vabinalente da Pfizer, ofereceria
uma cobertura de 96,8% de todas as cepas desalndraibclusive as do sorogrupo
C. A mesma cobertura néo seria conferida pela satinlticomponente 4CMenB,
pois nesta composi¢cdo esta presente somente antearla de fHbp, que foi
identificada em 70,5% de isolados do sorogrupoeitneapenas 15,68% dos isolados
do sorogrupo C.

A proteina NHBA foi bem caracterizada e regulasté @resente em todas as
cepas analisadas. Apesar da subvariante 2 que eomp@acina nao ter sido
identificada em nenhum dos isolados deste estudeagio imunogénica cruzada
entre as subvariantes poderiam conferir uma caleerde até 100%, porém
diferentemente de fHbp o real impacto de NHBA nestzina ainda ndo esta bem
estabelecido.

A OMV incluida nesta vacina contém o subtipo P14-® qual nao foi
identificado em nenhum dos isolados deste estagdentio com que esta vesicula de
proteinas néo tenha utilidade na composicao dewatiaa multicomponente a ser
utilizada no Brasil.

A baixa variabilidade da VR3 de PorA, encontrads isolados deste estudo,
faz com que este peptideo seja considerado umvpbsdio de novas vacinas
meningocaocicas.

Embora este estudo tenha demonstrado o potenciahtiigeno fHbp como
um Unico componente da vacina meningocaocica, ériape reforcar a necessidade
de uma vacina multicomponente, visando cobrir Gsieis mecanismos de escape
de N.meningitidiscomo a mudanca de capsula polissacaridicas e destaps genes
que codificam a sintese das proteinas da membxéeraa.

De uma maneira geral, foi possivel associar asan@s das proteinas que
compde as vacinas aos sorogrupos e complexos ldssd € importante, uma vez

que ajuda a monitorar possiveis mutacdes Ndemeningitidis, auxiliando no
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desenvolvimento de estratégias de prevencdo cosas esxinas e monitorando

possiveis mecanismos de escape do meningococo.
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