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RESUMO

A doenca meningocdcica é causada pela bactéria Neisseria meningitidis, um patogeno
exclusivamente humano e classificado em diferentes sorogrupos, sendo o A, B, C, Y, W e X
0s mais associados aos surtos epidémicos ao redor do mundo. Caracteristicas como uma
répida progressdo da doenca combinada com uma alta taxa de letalidade, que varia entre 7% 2
70% de casos ndo tratados, associados a sequelas fisicas ou neuroldgicas pds tratamento, em
torno de 20% dos casos, demonstra a importancia de se desenvolver métodos de vigilancia,
profilaxia e tratamento para essa infeccdo. No Brasil a taxa de letalidade é de 21,9%.
Atualmente existem vacinas contra diferentes sorogrupos de Neisseria meningitidis, porém,
estudos apontam que uma vacina desenvolvida utilizando cepas de-O-acetiladas contra o
sorogrupo C conferem niveis de IgG duas vezes maiores e um efeito bactericida mais
acentuado do que vacinas produzidas a partir de cepas O-acetiladas. Compreendendo a
importancia para a salde publica que esse microrganismo representa, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a evolucdo do gene OatC responsavel pela acetilacdo do polissacarideo
capsular de Neisseria meningitidis sorogrupo C de amostras bacterianas isoladas no Brasil no
periodo de 1991 a 2019, com a intencdo de gerar dados a respeito da circulagdo de cepas O-
acetiladas e de-O-acetiladas no pais. Para tal, realizou-se uma selecdo das cepas depositadas
na Colecdo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria, as quais foram caracterizadas
por métodos moleculares, sequenciadas para a obtencdo de informacGes a respeito do gene
OatC e avaliadas para sua classificacdo em O-acetiladas e de-O-acetiladas. O estudo
demonstrou que a proporcdo de cepas de-O-acetiladas circulantes no pais foi de 23%, superior
a média de 13,5% encontrada para o Reino Unido e Estados Unidos, Unicos paises onde ja
foram realizados esse tipo de estudo. Conclui-se que a introducdo de uma vacina do sorogrupo
C conjugada produzida a partir de cepas de-O-acetiladas poderia trazer beneficios para a

populacdo sensivel.

Palavras-chave: Infeccdo Meningococica. Acetilagdo. Vacinas Meningocdcicas.



ABSTRACT

Meningococcal disease is caused by the bacterium Neisseria meningitidis, an exclusively
human pathogen classified into different serogroups, with A, B, C, Y, W and X being the
most associated with epidemic outbreaks around the world. Features such as a rapid
progression of the disease combined with a high lethality rate, ranging from 7% to 70% of
untreated cases, associated with physical or neurological sequelae after treatment, in up to
20% of cases, demonstrates the importance of developing surveillance, prophylaxis and
treatment methods for this disease. It is estimated that in Brazil, an endemic region for the
disease, meningococcal disease is responsible for a lethality of 21.9%. Currently there are
vaccines against different serogroups of Neisseria meningitidis, however, studies indicate that
a vaccine developed through strains of de-O-acetylated against serogroup C confer IgG levels
twice higher and a bactericidal effect more pronounced than vaccines produced from O-
acetylated lineages. Understanding the importance for public health that this microorganism
represents, the present study aimed to evaluate the evolution of the OatC gene responsible for
the acetylation of the capsular polysaccharide of Neisseria meningitidis serogroup C of
Brazilian isolates from 1991 to 2019, with the intention of generating data regarding the
circulation of O-acetylated and de-O-acetylated strains in the country. With this purpose, a
selection of the strains deposited in the Collection of Reference Bacteria in Sanitary
Surveillance was performed. These strains were characterized by molecular methods and
sequenced to obtain information about the OatC gene and evaluated for its classification in O-
acetylated and de-O-acetylated. The study showed that the proportion of de-O-acetylated
strains circulating in the country was 23%, well above the average of 13.5% found in the
United Kingdom and United States, the only countries where this type of study has ever been
conducted. It was concluded that the introduction of a conjugated serogroup C vaccine

produced from de-O-acetylated strains could bring benefits to the sensitive population.

Key-words: Meningococcal Infections. Acetylation. Meningococcal Vaccines.
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1 INTRODUCAO

Ap0s a invencdo do primeiro microscopio em 1674 por Antony Van Leeuwenhoek
(1632 - 1723), o surpreendente mundo microbiol6gico pode enfim comecar a ser descoberto.
Partiu do proprio inventor as primeiras anotacdes e envio de cartas a Sociedade Real Britanica
informando e divulgando sobre a descoberta dessas novas formas de vida, que a principio
foram chamados de “animaculos”, tornando assim a sociedade consciente da existéncia de tais
seres (CARVALHO, 2010).

Ainda que a consciéncia a respeito da existéncia dos microrganismos tenha acontecido
por volta de 1680, foi somente apds os postulados de Louis Pasteur (1822 - 1895) que alguns
cientistas fizeram a ligacdo entre doencas e 0s seus possiveis causadores. Tal teoria ficou
conhecida como “A teoria microbiana da doenga”, e causou grande confusao social, j& que até
aquele momento o ato de adoecer era associado aos castigos divinos por culpa dos pecados
cometidos. Todavia, foi somente em 1876 que o médico alemdo Robert Koch (1843 — 1910)
finalmente conseguiu relacionar os microrganismos como possiveis causadores de doencas
(REZENDE, 2009; DIAS, 2016).

Desde entdo, varias epidemias, endemias e surtos ja acometeram a humanidade. Entre
elas € possivel citar a febre amarela, malaria, gripe espanhola, célera, tuberculose, difteria,
coqueluche, sarampo, dengue, meningite, Sindrome da imunodeficiéncia adquirida e Virus da
imunodeficiéncia Humana (HIV/AIDS), Influenza e mais recentemente a pandemia causada
pelo SARS-CoV-2. Os cientistas salientam que o processo de globalizacdo e as suas varias
implicacdes no modo de vida da populagdo acelerou bastante a transmissdo de agentes
infecciosos que antes eram restritos a lugares especificos do planeta, fazendo com que novos
surtos e epidemias surgissem a partir disso (UJVARI, 2008; BARATA, 2000; BERTUCCI-
MARTINS, 2005; FORTES; RIBEIRO, 2014; CALIL, 2021).

1.1 Historico da meningite meningocdcica no Brasil

Para compreender os surtos de meningite meningocdcica no Brasil, primeiro é preciso
caracterizar essa doenga. O termo meningite tem origem na juncdo da palavra grega meninx e
do termo meningo que é originario do latim moderno e significam membrana, acrescido do
sufixo médico ite que designa inflamacdo, ou seja, de um modo popular seria a inflamagéo
das membranas. Essa patologia € caracterizada pela inflamacéo do espaco subaracnéideo e

das membranas dura-mater, aracnoide e pia-mater, ocasionando sintomas que sédo dependentes
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da idade e também do tipo de agente etioldgico. Como o termo meningite € o nome dado a
doenca de uma forma geral, é de grande importancia se ter em mente que 0s agentes
causadores podem ser variados e ter a sua origem em fungos, virus, bactérias, protozoarios e
algumas vezes como uma condi¢do decorrente de quadros ndo infecciosos (SILVA et al.,
2017; BRANCO; AMORETTI; TASKER, 2007).

A meningite bacteriana é causada por diferentes microrganismos, tendo como 0s
principais causadores as bactérias Neisseria meningitidis (meningococo), Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae (pneumococo). Os sintomas, que podem ou nao estar
presentes, variam de acordo com a faixa etaria e incluem febre, cefaleia, fotofobia, vomitos,
alteracdo na consciéncia, convulsdes, rash cutaneo, petéquias, prostracdo e rigidez na nuca.
Soma-se a esse quadro clinico a alta taxa de letalidade da doenca e também as sequelas pos
resolucdo que podem levar ao comprometimento neuroldgico, perda de audi¢do, amputacéao
de membros e cicatrizes na pele (PEREIRA, 2014).

Dentre os agentes etioldgicos da meningite bacteriana, N. meningitidis merece especial
destaque, por ser a causa tanto da meningite quanto da meningococcemia que € a forma
generalizada da infec¢cdo. Estima-se que a ocorréncia da doenca meningocdcica (DM) seja de
500 mil casos por ano no mundo, com cerca de 50 mil 6bitos, tendo uma progressao rapida e
alta letalidade que varia entre 7 a 70%. Considerada uma doenga endémica e causadora de
surtos em algumas partes do mundo, inclusive no Brasil, essa patologia alcanca niveis de
letalidade em torno de 21,9% no pais (GUEDES et al., 2018; CASTINEIRAS; PEDRO;
MARTINS, 2006).

Uma das mais importantes epidemias de meningite enfrentadas no Brasil ocorreu entre
0s anos de 1971 a 1974 durante a época da ditatura militar, porém, a meningite € muito mais
antiga e teve os registros dos primeiros casos no pais em 1906 em Séo Paulo, ocorrendo mais
dois surtos importantes em 1923 e 1945. Durante o periodo da ditadura militar o Brasil vivia o
auge do seu milagre econdmico, e divulgar para toda populacdo que se iniciava um surto de
meningite bacteriana causada por N. meningitidis estava fora de questdo. A demora das
autoridades competentes em escutar os profissionais da salde e tomarem as medidas cabiveis
levaram a ocorréncia de dois surtos simultaneos da enfermidade, comegando com um surto
em 1971 pelo sorogrupo C, e antes que o mesmo tivesse fim, aconteceu outro em 1974
causado pelo sorogrupo A. Essa juncéo de dois surtos simultaneos desencadeou uma epidemia
sem precedentes que até hoje ainda tem seus numeros de infectados e dbitos imprecisos.
Estima-se que no decorrer da epidemia a propor¢édo era de 200 casos por 100 mil habitantes.

Tal nimero de casos assemelhou-se ao observado em surtos no chamado “Cinturdo Africano
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da Meningite”, area endémica da doenca que compreende 15 paises e se estende do Senegal
até a Etiopia (BARATA, 2000; SCHNEIDER; TAVARES; MUSSE, 2015).

Somente em 1974 com a situacdo completamente fora de controle e com um namero
registrado de 67 mil casos em apenas sete estados brasileiros foi que a verdade veio a tona e
causou um grande péanico na populacdo. A partir desse momento que medidas sanitarias de
isolamento, higienizacdo, proibicdo de contato e fechamento de escolas foram tomadas. Neste
mesmo ano, e sem poder esconder a epidemia que tomava conta do pais, foi assinado um
acordo com o Instituto Pasteur Mérieux para importacdo de 80 milhdes de doses da vacina
contra meningite. Tal fato despertou no governo a necessidade de se ter laboratorios publicos
para a producdo de imunobiol6gicos em larga escala, a fim de atender a demanda interna e
também poder contribuir para os varios momentos da satde publica. Esse episodio foi um dos
que contribuiram para a criacdo, na Fundacdo Oswaldo Cruz, de Bio-manguinhos e
Farmanguinhos (SHUELER, 2020; BERNARDO, 2020).

1.2 O agente etiologico Neisseria meningitidis

Isolada e identificada pela primeira vez em 1887 por Anton Weichselbaum (1845-
1920) de uma amostra de Liquido Cefalorraquidiano (LCR), N. meningitidis, conhecida como
meningococo, € uma bactéria pertencente a familia Neisseriaceae, diplococo Gram negativo,
oxidase e catalase positiva, aerdbica, imdvel, fastidiosa e que apresenta uma morfologia
celular com lados adjacentes convexos que lembram o formato de um “rim” ou “grao de café”
(Figura 1). Seu cultivo pode ser realizado em &gar chocolate ou agar sangue, a temperatura de
35°C em uma atmosfera entre 5% a 10% de didxido de carbono (WEICHSELBAUM, 1887
APUD ROUPHAEL, STEPHENS, 2012).
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Figura 1 — llustracdo em 3D da forma e agrupamento de centenas de microrganismos de

Neisseria meningitidis
" S sl SV T
e eved "
- *.' ..

s -

-
Fonte: (BURGSTEDT, 2018).

O meningococo faz parte exclusivamente da microbiota humana, sendo o ser humano
0 seu Unico hospedeiro natural. Esse microrganismo tem preferéncia por colonizar o trato
respiratorio superior, sendo comumente encontrado na nasofaringe. Estima-se que cerca de
8% a 25% da populagdo humana tenha a sua nasofaringe colonizada por esses
microrganismos sem apresentar sintomas da doenca. Esse tipo de individuo é conhecido como
portador assintomatico e eventualmente por algum desequilibrio patégeno-hospedeiro pode
vir a desenvolver a enfermidade (FERREIRA, 2018; CARTWRIGHT et al., 1987).

A prevaléncia do estado de portador é varidvel de acordo com a idade, onde nos
primeiros anos de vida é considerada baixa, e atinge o pico na faixa etaria entre 15 a 24 anos,
chegando até a 35% de colonizacdo em individuos nessa faixa. Além disso, o tempo de
portador também varia, tendo periodos cronicos com duracdo de varios meses, intermitente
com periodos intercalados de portador e ndo portador ou transitério onde o mesmo individuo
sO apresenta essa colonizagdo uma vez e ela ndo volta a se repetir (NUNES, 2017
CARTWRIGHT et al., 1987).

Estruturalmente o meningococo € composto por uma membrana interna, a

citoplasmatica, e outra externa, onde se encontram o pili, o lipooligossacarideo, fosfolipidios
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e as proteinas de membrana externa. Apds a colonizagdo da nasofaringe, a bactéria adere ao
epitélio local e atravessa a mucosa, sobrevivendo aos mecanismos locais de defesa, gragas ao
importante papel dos seus fatores de viruléncia, entre os quais, a capsula polissacaridica, as
fimbrias e os pilis se destacam. Cada uma dessas estruturas desempenham um papel
fundamental na viruléncia bacteriana, invasdo do hospedeiro, desenvolvimento de vacinas ou
identificacdo e classificacio bacteriana (NUNES, 2017; RAMOS, 2019; RODRIGUEZ et al.,
2013).

N. meningitidis pode ou ndo ser revestida por uma capsula de natureza polissacaridica,
que é um dos seus principais fatores de viruléncia. Essa estrutura auxilia na transmissdo
bacteriana de um hospedeiro infectado ou portador assintomaético para outro, que ocorre
através de goticulas de saliva ou secrecdo nasal via contato direto. A presenca da capsula
nesse microrganismo torna o processo de invasdao mais eficiente, ao diminuir a adesdo as
células epiteliais mediadas pelas proteinas de membrana externa e proteger o meningococo do
sistema complemento por meio da desativacdo desse mecanismo de defesa em células
hospedeiras pela presenca do acido sialico. Ademais, a capsula polissacaridica tem influéncia
nos eventos de colonizacdo do hospedeiro e também na defesa bacteriana contra alguns
mecanismos do sistema imunoldgico como a lise, fagocitose ou opsonizacdo (PEREIRA,
2016; CARDOQOSO, 2014).

As variagOes antigénicas do polissacarideo capsular (PSC) permitem a classificacdo
dessa bactéria em 12 diferentes sorogrupos: A, B, C, H, I, K, L, W, X, Y, Z e E. Entretanto,
apenas seis deles sdo frequentemente associados a doenca, sendo o A, B, C, Y, W e X 0s
responsaveis pela maioria dos surtos ocorridos. Existem véarios métodos fenotipicos e
genotipicos para a identificacdo de N. meningitidis tanto na sua forma isolada por meio de
cultura bacteriana ou diretamente de espécime clinico. Nas Ultimas décadas vem merecendo
um destaque especial a identificagdo molecular desse patdégeno por meio da técnica da Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR), com a utilizacdo de genes especificos tanto para a deteccdo a
nivel de espécie, como para identificacdo de alguns sorogrupos mais predominantes (DE
FILIPPIS et al., 2016; RAMOS, 2019).

A DM é a manifestacdo clinica da infec¢do por N. meningitidis e pode se apresentar de
duas maneiras distintas: meningite ou sepse. Além disso, esses dois modos podem se
manifestar de forma isolada ou concomitante. A DM é uma enfermidade de notificacdo
compulséria e também um problema de salde global que atinge todas as faixas etarias, porém,
sua incidéncia € maior em criancas menores de cinco anos de idade, e em casos de surtos, a

populacdo de adultos jovens acaba sendo a mais afetada. Estima-se que a porcentagem de



17

letalidade da DM com o tratamento adequado fique em torno de 5% a 10%, e que mesmo com
o tratamento correto hd uma porcentagem de 10% a 20% dos infectados que podem apresentar
sequelas pos recuperacdo (PEREIRA, 2016; CARDOSO, 2014; NUNES, 2017).

Atualmente existem duas linhas principais de defesa contra a DM, sendo a vacinacao
(dependente do sorogrupo) como forma preventiva e a antibioticoterapia como tratamento
propriamente dito em casos de infeccdo. A antibioticoterapia deve ser iniciada assim que a
suspeita de DM for confirmada, uma vez que essa doenca apresenta uma letalidade elevada. A
prescricdo do antibidtico é feita de acordo com a idade do paciente e geralmente a droga de
escolha utilizada pode ser a penicilina, ampicilina ou ceftriaxona. Além disso, também ¢é
recomendada a quimioprofilaxia para os contatos proximos dos infectados, sendo a
rifampicina, ceftriaxona e ciprofloxacina recomendadas nesse caso (BRASIL, 2016; VAN DE
BEEK et al., 2006).

1.3 Vigilancia epidemioldgica dos casos de Neisseria meningitidis

A DM é um problema de saude global, ocorrendo de forma esporadica ou sob a forma
de surtos ou de epidemias. Apresenta taxas de incidéncia que variam de 1 a 1.000 casos por
100.000 individuos em diferentes partes do mundo. O nUmero de casos pode variar
amplamente ao longo do tempo e entre areas geograficas, de acordo com a faixa etaria e/ou
sorogrupos (ROUPHAEL, STEPHENS, 2012; CRUM-CIANFLONE, SULLIVAN, 2016).

A epidemiologia da doenca é dindmica e sofre constantes mudancas de incidéncia,
sendo também observado em relacdo aos sorogrupos. A DM ocorre normalmente como casos
esporadicos, podendo afetar individuos de qualquer idade, mas apresentam as taxas de
incidéncia mais elevadas no grupo de criancas menores de 1 ano. Contudo, picos de
incidéncia também sdo observados em adolescentes e na populagdo idosa (HALPERIN et al.,
2012; HARRISON et al., 2011).

Os surtos de DM pelo sorogrupo C ocorrem em todo o mundo, especialmente em
adolescentes e adultos jovens. O sorogrupo Y emergiu como uma causa importante de doenca
na Ameérica do Norte nos ultimos 10 anos. Por outro lado, os sorogrupos W e X tem sido
responsaveis por epidemias na Africa subsaariana desde 2002. Os sorogrupos atualmente
associados a surtos em paises industrializados sdo o0s sorogrupos B e C, que possuem maior
incidéncia durante a infancia. A incidéncia da DM na América do Norte, Australia e no
continente europeu € baixa, e tem como sorogrupos mais associados, 0s sorogrupos B, Ce Y
(SAFADI, BEREZIN, OSELKA, 2012; VETTER et al., 2016; CAMPBELL et al., 2016).
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Na América Latina, a DM apresenta uma subnotificacdo dos casos, contendo 0s
sorogrupos B e C como os mais associados a doenca. Por outro lado, nos ultimos anos, tem
ocorrido um aumento do nimero de casos associados ao sorogrupo W, na Argentina, Chile,
Uruguai e Brasil (SAFADI et al., 2015; GENTILE et al., 2017; CORDEIRO et al., 2018).

No Brasil, a DM é considerada endémica, responsdvel por cerca de 22% das
meningites bacterianas, com taxas de incidéncia que variam de 1,0-2,0 casos/100.000
habitantes por ano. No pais, a epidemiologia da DM mudou ao longo do tempo. Na década de
1970, a maioria dos casos da doenca foi causada pelos sorogrupos A e C, com uma incidéncia
crescente de sorogrupo B ocorrendo em 1980 e 1990. Desde 2000, o sorogrupo C do
complexo clonal ST-103 tem sido responsavel pela maioria dos casos relatados e associado a
surtos em todo o pais (CORDEIRO et al., 2018; SAFADI et al., 2013).

Entre 2007 e 2009, a taxa de incidéncia de DM aumentou substancialmente em
diferentes regides do pais, particularmente no estado da Bahia. Como resposta, 0 governo
estadual introduziu a vacina conjugada contra N. meningitidis sorogrupo C para criangas < 5
anos de idade. Como a incidéncia continuou elevada entre os adultos jovens, houve uma
ampliacdo do programa de vacinacdo para a faixa etaria de 10 a 24 anos de idade. As
campanhas revelaram-se altamente eficazes, reduzindo 50% da incidéncia de DM na
populacdo menor que 2 anos de idade no periodo de 2011 a 2012 (SAFADI et al., 2015;
CARDOSO et al., 2012).

1.4 O Programa Nacional de Imuniza¢do no combate a doenca meningocécica

O Programa Nacional de Imunizagdo (PNI), incluso no Sistema Unico de Sadde, foi
criado em 1973 como uma iniciativa do Ministério da Saiude com a finalidade de controlar,
eliminar e erradicar as doencas imunopreveniveis no Brasil. Esse programa que tem a sua
coordenacdo compartilhada entre as Secretarias Federal, Estaduais e Municipais de Saude, é
reconhecido nacional e internacionalmente, como uma das mais relevantes intervengdes na
historia da satde publica. O PNI desde a sua criagdo vem apresentando grandes vitorias, tais
como: a erradicacdo da poliomielite, do virus autoctone da rubéola e uma melhora
significativa nas taxas de mortalidade infantil e de expectativa de vida da populacéo brasileira
(GADELHA, 2020; LIMA, PINTO, 2017).

A partir da criacdo do PNI vérias iniciativas foram implementadas, entre elas, a
ampliacdo da extensdo vacinal a todos os municipios brasileiros (uma vez que até aquele

momento as vacinas eram compradas individualmente por cada estado), a criacdo de
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mecanismos para assegurar o suprimento gratuito de imunobioldgicos e a implementacdo de
estratégias de mobilizagdo social que resultaram em uma substancial elevacdo das coberturas
vacinais. Diante dessa demanda nacional por imunobioldgicos, ficou ainda mais evidente a
necessidade de um maior rigor pela qualidade dos soros e vacinas utilizados no pais
(DOMINGUES et al., 2015).

O primeiro calendario nacional de vacinacdo foi lancado em 1977 e se manteve até
1989. Seu publico alvo eram apenas criancgas abaixo de 1 ano de idade e fornecia quatro tipos
diferentes de vacinas: Bacilo Calmette Guerin (BCG), Vacina Oral da Poliomielite (VOP),
Vacina Difteria, Tétano e Coqueluche (DTP) e a Vacina contra o Sarampo. Ja entre 0s anos de
1990 e 2000 houve a expansdo do calendario vacinal para as outras faixas etarias e o
incremento de mais seis vacinas para protecdo populacional. Desde entdo varias outras
vacinas foram incluidas no PNI, inclusive a MenC no ano de 2010, totalizando um quadro de
quinze vacinas para criangas, cinco para adolescentes e cinco para adultos e idosos (NOVOA
et al., 2020; DOMINGUES et al., 2015).

As vacinas polissacaridicas atualmente disponiveis contra meningite oferecem
protecdo para os sorogrupos A, C, W e Y. Tais vacinas, assim como ocorre com outras
vacinas polissacaridicas ndo-conjugadas, ndo geram resposta imune adequada em criangas
abaixo de 2 anos de idade em funcdo da auséncia de resposta consistente aos antigenos T
independentes nessa faixa etaria. Outra caracteristica importante dessas vacinas € que, mesmo
nos pacientes acima de 2 anos de idade, a protecdo conferida é de duracdo limitada, ndo sendo
capaz de induzir memoria imunoldgica. Apresentam, ainda, a possibilidade de induzir
hiporresponsividade em doses subsequentes. Isso faz com que essas vacinas polissacaridicas
ndo sejam usadas de maneira rotineira, estando indicadas apenas para grupos de alto risco ou
em presenca de surtos ou epidemias (DANZIG, 2004).

A conjugacdo dos polissacarideos as proteinas carreadoras (toxina diftérica ou o
toxoide tetdnico) muda a natureza da resposta antipolissacaridica para uma reposta T
dependente. As células B, ao reconhecerem o polissacarideo, processam o carreador proteico
conjugado e apresentam os epitopos peptidicos as células T-CD4+. Esse complexo antigénico
induz a producdo de niveis elevados de anticorpos, inclusive em lactentes jovens, maior
avidez dos anticorpos e maior atividade bactericida sérica. Induzem, ainda, a formagdo de
populacdes de linfocitos B de memoria, de duracdo prolongada, propiciando uma excelente
resposta em casos de reexposi¢do. Além disso, essas vacinas tém a capacidade de reduzir a

colonizagdo da nasofaringe, diminuindo o nimero de portadores entre 0s vacinados e a
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transmissdo da doenca na populacdo, conferindo a populagdo uma imunidade de rebanho
(GRANOF, FEAVERS, BORROW, 2004; LESINSKI, WESTERINK, 2001).

As primeiras vacinas conjugadas, desenvolvidas na década de 1980, continham os
oligossacarideos capsulares dos meningococos A e C conjugados a toxina mutante diftérica.
Os primeiros estudos com essas vacinas comprovaram a presenca de boa imunogenicidade,
inducdo de memdria imunoldgica e aceitavel perfil de seguranca. Entretanto, a baixa
prevaléncia de DM causada pelo sorogrupo A em paises desenvolvidos direcionou o
desenvolvimento de vacinas conjugadas meningocdcicas para controlar a doenca causada pelo
sorogrupo C. Assim, foi desenvolvida uma vacina meningococica monovalente conjugada
contra 0 meningococo C contendo um polissacarideo com um grupo acetil, conjugado a
toxina mutante diftérica (Meningitec® - Laboratério Wyeth, e Menjugate® - Laboratorio
Chiron). Essas vacinas mostraram-se imunogénicas em lactentes, pré-escolares, criangas
maiores, adolescentes e adultos (RICHMOND et al., 2000).

Posteriormente, estudos de caracterizacdo antigénica dos meningococos constataram
que cerca de 12% das cepas de meningococos do sorogrupo C causadores de doenca nao
continham em sua capsula polissacaridica o radical O-acetil. Esse achado sugeriu a
possibilidade de que a resposta imune, baseada fundamentalmente em anticorpos grupo-
especificos, produzida pelas vacinas que utilizavam polissacarideos com o radical O-acetilado
pudesse ser ineficaz contra cepas sem o radical O-acetil. Foi, entdo, desenvolvida uma vacina
que utiliza um polissacarideo de-O-acetilado conjugado ao toxdide tetdnico (Neisvac-C® -
Laboratorio Baxter). Essa vacina de-O-acetilada induz a producédo de anticorpos direcionados
contra haptenos presentes tanto nas cepas de meningococo com gquanto naquelas sem o radical
acetil, gerando assim, uma resposta mais abrangente e maiores titulos de anticorpos
bactericidas séricos (BORROW et al., 2000; SNAPE, POLLARD, 2005; SAFADI, BARROS,
2006).

O esquema de imunizacgéo de rotina atualmente licenciado no Brasil para as vacinas
meningocadcicas conjugadas a toxina mutante diftérica (Meningitec® e Menjugate®) € de trés
doses, a partir dos 2 meses de idade, com intervalo minimo de 1 més entre as doses e para a
vacina meningococica conjugada ao toxoide tetanico (Neisvac-C®) é de duas doses, a partir
dos 2 meses, com intervalo minimo de 2 meses entre as doses. Para criangas acima de 1 ano
de idade, adolescentes e adultos, qualquer uma das vacinas devera ser usada em dose Unica
(SAFADI, BARROS, 2006).
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1.5 A formacéo do polissacarideo capsular e o gene oatC

Os PSC séo polimeros de alto peso molecular que contém uma unidade de repeticao
que pode ser um Unico monossacarideo ou um oligossacarideo com estrutura linear ou
ramificada. Os PSC constituem o principal fator de viruléncia de muitas bactérias patogénicas
que causam doencas invasivas, constituindo, portanto, parte essencial de vérias vacinas contra
doencas causadas por organismos encapsulados (HARRISON et al., 2011).

Muitas bactérias patogénicas possuem uma capsula polissacaridica que delimita a
célula, regula o fluxo de nutrientes e a protege contra desidratacdo. A capsula polissacaridica
do meningococo possui a fungdo de protecdo contra mediadores do hospedeiro e fagocitose,
possibilitando sua sobrevivéncia durante a invasdo da corrente sanguinea e no ambiente
intracelular da célula humana (SPINOSA et al., 2007).

Os sorogrupos B, C, Y e W possuem suas capsulas compostas por &cido sialico. O
acido sialico refere-se a uma familia de nove carbonos derivados do &cido N-
acetilneuraminico (Neu5Ac), encontrados em um ndmero limitado de microrganismos
patogénicos. O acido sialico na célula hospedeira evita a acdo do sistema imunoldgico
(ROSESTEIN et al., 2001; VIMR et al., 2004).

Os mecanismos moleculares envolvidos na biossintese da capsula de N. meningitidis
foram identificados e os genes envolvidos nesse processo e na translocacéo para a superficie
celular sdo agrupados em um unico locus cromossdmico denominado cps. Os genes
necessarios para a expressao capsular sdo constituidos por cinco regifes (A-E). A regido A é
responsavel pela sintese do polissacarideo, a regido B participa no processo de modificacdo
do lipideo, a regido C é responsavel pelo transporte do polissacarideo para o exterior da
célula, a regido D € envolvida na sintese do Lipo-oligossacarideo (LOS) e a fungdo da regido
E ainda ndo é bem conhecida (HARRISON et al., 2011; GUDLAVALLETI et al., 2007).

As mudancas na expressao ou estrutura da capsula (por exemplo, hipo ou hiper
encapsulamento, troca de capsula, acetilacdo) podem influenciar os testes diagndsticos ou
levar a fuga imune. A perda ou reducdo da regulacdo da capsula também é critica na biologia
meningocdcica, facilitando a fixacdo de meningococos, a formagdo de micro col6nias e a
colonizacao das mucosas humanas (STEPHENS et al., 2009).

Mais de 40 tipos diferentes de modificagfes ocorrem naturalmente na estrutura do
acido sidlico, como grupos acetil, metil, lactil, sulfato e fosfato. A acetilagdo influencia muitas

propriedades da molécula do &cido sialico. Em alguns agentes patogénicos, a acetilacdo do
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PSC esta envolvida no reconhecimento imune (CLAUS et al., 2004; GUDLAVALLETI et al.,
2007).

As O-acetiltransferases (0atC) sdo enzimas muito comuns em bactérias e possuem a
capacidade de modificar substratos como carboidratos, aminoacidos e xenobidticos. A sua
importancia bioldgica esta ligada a acetilacdo da capsula e parece ser dependente de espécies
ou subespécies. Tais enzimas podem ser encontradas no citosol ou associadas/integradas a
membrana interna, e incluem membros de diferentes familias de proteinas. A funcdo da
acetilacdo € importante, pois altera as propriedades fisico-quimicas do PSC, em alguns
patdgenos, a acetilagdo do PSC esta envolvida no reconhecimento imunoldgico. Dessa forma,
a acetilacdo parcial ou a migracdo dos grupos O-acetil entre diferentes hidroxilas modifica o
grau de heterogenicidade dos polissacarideos e pode influir sobre a imunogenicidade
(BERGFELD et al., 2009).

Em N. meningitidis sorogrupo C, o gene oatC codifica modifica¢cbes no PSC devido as
alteracBes na O-acetiltransferase do meningococo. Ao analisar a cepa 2120 (acetilada (OAc?,
Complexo Clonal (CC) 11, uma sequéncia aberta de leitura (Open Reading Frame-ORF) foi
encontrada préxima ao gene siaD e nomeada oatC. Atraves de buscas no Genbank e Swiss-
prot, os autores observaram que a sequéncia ndo possuia homologia com qualquer outro gene
ou proteina (CLAUS et al., 2004).

Em meningococos com capsula composta de acido sialico, a regido A do locus cps
compreende 0s genes siaA-siaD, com o siaC codificando enzimas requeridas para a ativacdo
da sintese do &cido sialico e o siaD codificando polisialiltransferases de diferentes sorogrupos.
O gene oatC apresenta diversas caracteristicas, entre elas é possivel destacar o seu tamanho de
1.383 pb, um contetdo A+T de 71% e de ser transcrito com o operon sia, responsavel por
participar na sintese do &cido sialico (VOGEL et al., 2004).

Foi sugerido por estudos que os polissacarideos correspondentes aos sorogrupos B e C
sdo quimicamente e imunologicamente diferentes. O PSC do sorogrupo C pode apresentar as
formas O-acetilada (OAc™) ou de-O-acetilada (OACc’), enquanto que o PSC do sorogrupo B
apresenta-se apenas de-O-acetilado. Nos sorogrupos C, W e Y, o acido sialico pode ser
modificado pela acetilacdo. A maioria das cepas do sorogrupo C produzem um polissacarideo
OAc*, um homopolimero de acido N-acetilneuraminico com grupos O-acetil nas posicdes C7
ou Cg do &cido sialico (BURRAGE, 2002; JENNINGS, et al., 1977).

Em 1976, utilizando método de imunofluorescéncia, Apicella e Feldman concluiram
que 15% das cepas do sorogrupo C circulantes nos Estados Unidos (EUA) possuiam

polissacarideo OAc". Posteriormente, estudos de caracterizacdo antigénica dos meningococos
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no Reino Unido constataram que 12% das cepas sorogrupo C causadoras de doenga néo
continham o radical O-acetil em sua cépsula polissacaridica, sendo, portanto, OAcC
(APICELLA, FELDMAN, 1976; BORROW et al., 2000).

O desenvolvimento de uma vacina contendo o polissacarideo OAc™ conjugado ao
toxdide tetanico (MCC-TT- Neisvac-C® - Laboratorio Baxter) apresentou niveis de 1gG duas
vezes maiores e a atividade bactericida mais acentuada quando comparada a vacina MenC,
que contém o PSC OAc™. Michon et al (2000) demonstraram que a imunogenicidade dos
polissacarideos era inversamente correlacionada ao grau de acetilagdo: PSC OAc™ mostrou ser
menos imunogénico quando comparado ao PSC OAc". Ensaios clinicos conduzidos nas
décadas de 1970 e 1980 sugeriram que o polissacarideo OAc™ poderia substituir o
polissacarideo acetilado no desenvolvimento da vacina. A vacina produzida com 0 PSC OAc”
(Neisvac-C®) foi introduzida em 32 paises. E importante ressaltar que ambas as vacinas
conferem prote¢do contra cepas OAc* ou OAc” (MICHON et al., 2000; FUSCO et al., 2007;
RICHMOND et al., 2001).

1.6 Justificativa

A DM ¢ uma enfermidade de progressao rapida e um problema de saude global que
atinge todas as faixas etérias, tendo sua incidéncia maior em criangas menores de 5 anos de
idade, e em casos de surtos, a populacdo de adultos jovens. Estima-se que a porcentagem de
letalidade da DM com o tratamento adequado fique em torno de 5% a 10%, e que mesmo com
o tratamento correto ha uma porcentagem de 10% a 20% dos infectados que podem apresentar
sequelas pds recuperacdo. Atualmente ja existem vacinas baseadas no PSC e conjugadas com
toxoide tetanico que sdo utilizadas de modo preventivo para evitar 0s surtos e epidemias da
DM, porém, a atividade bactericida do polissacarideo OAc™ foi maior quando comparada ao
PSC acetilado nas posicdes C7 e Cs, sendo o Ultimo, dez vezes maior quando comparado ao
PSC acetilado no C7 (FUSCO et al., 2007). A vacina produzida a partir do PSC OAc™ induz a
producdo de anticorpos direcionados contra haptenos presentes tanto nas cepas de
meningococo com e sem o radical O-acetil, gerando, assim, uma resposta mais abrangente e
maiores titulos de anticorpos bactericidas (SNAPE, POLLARD, 2005). Tais evidéncias
sugerem que vacinas produzidas com o PSC OAc™ podem garantir maior imunogenicidade
quando comparadas a vacina contendo o PSC OAc™.

De acordo com o estudo (Michon et al., 2000), o estado de acetilacdo do PSC, tem

influéncia direta na imunogenicidade de vacinas preparadas a partir de cepas OAc™ ou OAC.
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A definicdo da porcentagem de cepas de N. meningitidis C O-acetiladas circulantes no pais,
podera contribuir para determinar a melhor estratégia a se seguir para uma imuniza¢do mais

eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a evolucdo do gene oatC responsdvel pela acetilagdo do polissacarideo
capsular em amostras de N. meningitidis sorogrupo C dos isoladas no Brasil no periodo de
1991 a 20109.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar a frequéncia de meningococos sorogrupo C O-acetilados e de-O-
acetilados entre as cepas depositadas na Colecdo de Bactérias de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria — CBRVS do Laboratério de Microrganismos de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde no
periodo de 1991 a 2019;

e Relacionar o tipo de PSC com genétipo;

e Avaliar o beneficio da utilizacdo de uma vacina produzida a partir de cepa de-
O-acetilada no Brasil.



26

3 METODOLOGIA

Para a realizacdo desse trabalho as cepas vacinais do sorogrupo C contendo o
polissacarideo O-acetilado (denominada C11), que foi cedida pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos da Fundacdo Oswaldo Cruz, e de-O-acetilado (denominada M99), cedida
pelo Public Health Laboratory, Manchester, Inglaterra, serviram como referéncia em todas as
analises deste estudo. Essas cepas de referéncia foram depositadas na CBRVS e identificadas
como P4344 e P4400, respectivamente.

Foram selecionadas 324 cepas de Neisseria meningitidis da CBRVS isoladas de
pacientes com DM. As ampolas liofilizadas foram abertas e hidratadas em Trypticase Soy
Broth (TSB) ou caldo Brain Heart Infusion (BHI) e cultivadas em meio de cultura em base
agar Columbia com 5% de sangue equino lisado (agar chocolate) em atmosfera de 5% de CO>
a 37°C por 24 horas. Apos o crescimento das col6nias, as mesmas foram avaliadas quanto as
suas caracteristicas morfologicas (diplococos Gram-negativos) através do método de
coloracdo de Gram.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com o kit DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen®) de acordo com o protocolo para Gram-negativos do préprio fabricante. A
integridade do DNA gendmico foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,7% por meio
do digitalizador de imagens ImageQuant 300 (GE). O DNA das amostras foi quantificado
pelo Espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 Thermo Scientific. Diluicdes foram realizadas para
uma concentracdo de uso de 50 ng/uL de DNA. A confirmacdo da espécie foi realizada por
nspA-PCR, e a confirmagéo dos sorogrupos foi realizada por siaD-PCR (BORROW et al.,
2000). Para o desenvolvimento deste estudo, as cepas selecionadas foram caracterizadas por
metodologia molecular com a utilizacdo da PCR convencional. A reacdo de PCR foi realizada
com volume total de 25 pL, contendo 5 pL de DNA (40-50 ng/pL), 12,5 pL de mastermix
universal GoTaq® (Promega), 1 pL (50 pmol/uL) de cada iniciador e 5,5 pL de agua.

Para a confirmacdo da espécie utilizou-se a nspA-PCR para amplificacdo do gene
nspA por meio dos iniciadores nspAl: 5-AGCACTTGCCACACTGATTG-3" e nspA2: 5'-
GGAACGGACGTTTTTGACAG-3’, com tamanho de 480 pares de base (pb). Destas 324
cepas, 48 ainda ndo tinham seu sorogrupo conhecido, sendo caracterizadas neste estudo como
sorogrupo C por meio da siaD-PCR com a utilizagdo dos iniciadores siaDcF: 5'-
TCAAATGAGTTTGCGAATAGAAGGT-3 e siaDcR: 5-
CAATCACGATTTGCCCAATTGAC-3’, com tamanho de 250pb. Apos essa identificacdo
apenas 12 cepas foram confirmadas como sorogrupo C, perfazendo um total de 288 cepas.
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Apo6s uma analise desse grupo, foram retiradas cepas que j& haviam tido o seu PSC
classificado em outro estudo, totalizando 127 amostras para serem caracterizadas neste
estudo.

O gene oatC foi analisado por meio do sequenciamento de uma regido de 1.383 pb.
Para tal, o gene foi amplificado por meio dos iniciadores HC51: 5'-
ATGTCAATCAATACGTTTG-3" e HC381: 5° CGCATATCAGGATTGGAATAG-3 que
foram utilizados para amplificacdo dessa regido (BORROW et al., 2000).

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com kit FastAP Thermosensitive
Alkaline, fornecido pela Thermofisher Scientific (QIAGEN). As reacOes de sequenciamento
foram realizadas utilizando 1 pL de Big Dye® Terminator (Applied Biosystems) para
marcacdo dos nucleotideos, 1 pL do iniciador HC51: 5"-ATGTCAATCAATACGTTTG-3’,
1,5 uL Sequencing Buffer e 6,5 pL da amostra, com um volume total de 10 pL por reacdo. As
etapas de precipitacdo foram realizadas com a adicdo de 30 pL e 50 pL, respectivamente, de
solugdes de isopropanol a 75% e etanol a 75% previamente preparadas. O sequenciamento
dos genes foi realizado em colaboracdo com a Plataforma de Sequenciamento do
PDTIS/FIOCRUZ, no sequenciador automatico ABI PRISM 3730.

Os dados brutos contendo as sequéncias recebidas da Plataforma de Sequenciamento
do PDTIS/FIOCRUZ foram traduzidos para proteinas por meio da utilizacdo da ferramenta de
bioinformatica EMBOSS Transeq, disponivel na plataforma European Bioinformatics
Institute (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). O alinhamento das sequéncias
traduzidas das cepas de referéncia (OAc- e OAc+) com as cepas clinicas foi realizado
utilizando o software BioEdit, versdo 7.0, desenvolvedor Tom Hall, para a distingdo entre as
sequéncias das cepas com polissacarideos O-acetilado e de-O-acetilado. A confeccdo da
arvore filogenética foi feita por meio do software SplitsTree versao 5.0.

Os dados da andlise das cepas por MLST foram obtidos a partir de outro estudo do
grupo de pesquisa de meningites realizado no Laboratério de Microrganismos de Referéncia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/FIOCRUZ (AZEVEDO et al.,
2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a selecdo e definicdo das cepas que seriam utilizadas no estudo foi realizada a
abertura das ampolas com o posterior crescimento dos microrganismos para avaliacdo das
coldnias quanto as suas caracteristicas morfoldgicas. Para confirmacdo da espécie utilizou-se
a nspA-PCR, seguido da siaD-PCR para confirmacdo do sorogrupo C, que foi o de interesse
neste estudo.

As 127 cepas utilizadas sdo provenientes dos estados da Bahia, Pernambuco, Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Ceara e Santa Catarina, distribuidas entre eles conforme demonstrado na
tabela 1. Segundo os dados atualizados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude do Brasil (DATASUS), no periodo de 2007 a 2020, houve 8.805 mil casos confirmados
do sorogrupo C, seguido pelo B com 2.648, W135 com 814, Y com 261 e A com 46 casos,

sendo os estados mais afetados Sao Paulo, Bahia e Minas Gerais.

Tabela 1 — Distribuicdo de 127 cepas de Neisseria meningitidis sorogrupo C, isoladas no

Brasil entre 1991 e 2019, de acordo com o estado de origem

Estado Numero de cepas
Bahia 54
Pernambuco 51
Rio de Janeiro 11
Sdo Paulo 3
Ceara 3
Santa Catarina 2
Desconhecido 3
Total 127

Fonte: (Do autor, 2021).

Das 127 cepas estudadas, 55 continham informaces a respeito das anélises realizadas
por MLST. Destas 55 cepas, 13 (23,6%) foram caracterizadas como de-O-acetiladas e 42
(76,4%) como O-acetiladas. Para as outras 72 cepas, ndo haviam dados relativos ao MLST,
sendo classificadas somente em O-acetiladas 56 (78%) e de-O-acetiladas 16 (22%) (Figura 2).
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Figura 2 — Separagéo das cepas entre as que contém ou néo informagdes relativas ao MLST

disponiveis na CBRVS e suas classificagdes em O-acetiladas e de-O-acetiladas
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Fonte: (Do autor, 2021).

A avaliacdo inicial das cepas estudadas revelou uma porcentagem de 77,2% de
microrganismos O-acetilados e 22,8% de-O-acetilados, demonstrando uma taxa acima da
encontrada nos Estados Unidos e Reino Unido, que apresentaram respectivamente, 15% e
12%, para a ocorréncia de cepas de-O-acetilados (BORROW et al., 2000). Na figura 3 esta
representada uma arvore filogenética radial onde as proteinas OatC das 127 cepas estudadas
foram comparadas com as cepas de referéncia O-acetilada (4344) e de-O-acetilada (4400).
Dessa forma fica claro o agrupamento dos dois tipos de PSC onde a seta azul e laranja
indicam as cepas O-acetiladas e as setas amarela, verde e preta indicam as de-O-acetiladas. As
modificagdes encontradas na OatC das cepas indicadas pela seta amarela e preta foram
diferentes das encontradas no grande grupo marcado pela seta verde, mas suficientes para

classificar essas cepas em de-O-acetiladas.
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada na caracterizagio do gene oatC e divisio das cepas em

grupos com caracteristicas O-acetiladas (seta azul e laranja) e de-O-acetiladas (seta amarela,
verde e preta)

LOLEERS

7 98664
Z08 bk 04 owawseu0eS
£562 g6 01 cuewEOUNboS
2 2665,

5 o
185.45554 o1 ctuouncusnsog

i o
4 OOUB
. owEpUenbes

oS o euanbos

Fonte: (Do autor, 2021).

Em relacdo ao periodo de tempo avaliado neste estudo, a cepa de-O-acetilada mais

antiga data de 1991, e a distribuigdo por periodo de tempo da frequéncia das cepas de-O-
acetiladas e O-acetiladas € demonstrada na figura abaixo (Figura 4):
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Figura 4 — Comparagéo e distribuigdo entre os anos de 1991 a 2019 das 127 cepas estudadas
de acordo com o ano de depdsito na CBRVS e sua classificacdo em de-O-acetiladas e O-

acetiladas
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Fonte: (Do autor, 2021).

Por meio da figura 4 é possivel notar a distribuicdo temporal das cepas caracterizadas
neste estudo. E importante demonstrar que nos anos de 2008 e 2009 houve um maior nimero
de cepas recebidas, o que pode ser decorrente do surto que aconteceu no estado da Bahia
nesse periodo, ja que a maioria das amostras desse ano foi proveniente deste estado. Ainda no
periodo de 2008 a propor¢do entre 0 nimero de amostras de-O-acetilados correspondeu a
28,5% desse total, demonstrando uma alta circulagdo de microrganismos com essa
caracteristica entre as cepas estudadas. Um estudo realizado em 2013 (SARDINHA et al.,
2013) relatou que a circulacdo do CC103 no Brasil iniciou em 2006. Nosso estudo mostra que
37% das cepas do CC103 sdo de-O-acetilados, enquanto para outros CC essa proporcao é
mais baixa. Esse dado pode sugerir uma associacdo do CC103 as cepas de-O-acetiladas. No
entanto a proporcdo de cepas de-O-acetiladas no periodo anterior a circulacdo do CC103
(1991-2005) é similar ao periodo seguinte quando o CC103 comecou a circular no pais. Dessa
forma, é possivel que a proporcdo de cepas do sorogrupo C com PSC de-O-acetilado tenha

uma distribuicdo homogénea entre todos os CC. Esses dados estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo das 127 cepas estudadas de acordo com o Complexo Clonal e sua
caracterizacdo em de-O-acetiladas e O-acetiladas

Complexo Clonal de-O-acetilada  O-acetilada  Total de cepas

CC-103 3 (37,5%) 5 (62,5%) 8
CC-11 2 (28,5%) 5 (71,5%) 7
CC-8 1 (25%) 3 (75%) 4
CC-35 - 2 2
CC-32 - 2 2

CC-41/44 - 1 1

CC-269 - 1 1

N&o agrupadas 7 (23%) 23 (77%) 30
em CC
Nao avaliadas por 16 (22%) 56 (78%) 72

MLST

Total 29 (23%) 98 (77%) 127

Fonte: (Do autor, 2021).
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5 CONCLUSAO

e A circulacéo de cepas de N. meningitidis do sorogrupo C de-O-acetiladas estudadas € de
23% do total do sorogrupo que corresponde a um aumento de mais de 50% da média de
cepas encontradas nos unicos paises onde este estudo ja foi realizado, Reino Unido e
EUA onde a meédia foi de 13,5%.

¢ Nao ha uma associacdo clara de cepas de-O-acetiladas com CC. No entanto, por circular
mais na populagéo brasileira, o CC103 sugere apresentar uma maior incidéncia de cepas
de-O-acetiladas.

e No Brasil a circulacdo de cepas do sorogrupo C de-O-acetiladas é 1,5 vezes maior do
que em outros paises. Dessa forma, a introdu¢do de uma vacina do sorogrupo C
conjugada produzida a partir de cepas de-O-acetiladas poderia trazer beneficios para a

populacdo sensivel.
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