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Preambulo

O trabalho que agora termino, decorre da minha paixdo antiga pela Microbiologia e da
sensibilidade que fui adquirindo para as questdes da Saude Publica desde que entrei no
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, em Dezembro de 2001.

As meningites bacterianas logo constituiram um tema de estudo e, em Junho de 2002,
eu integrava uma equipa que viria a fazer trabalho de reconhecido mérito em Luanda,
fundamental para que, alguns anos depois, a vacina para Haemophilus influenzae fosse
administrada por rotina as criangas de Angola.

Entretanto, no final de 2002, foi introduzido em Portugal o Sistema de Vigilancia
Integrada da Doenca Meningocécica e a rede de laboratérios que foi estabelecida no
ambito desta vigilancia foi sendo reforcada com cada vez maior numero de
participantes. Este foi o ponto de partida para o meu envolvimento no estudo
aprofundado da doenga meningocdcica e da sua epidemiologia, que é complexa e sofre
a influéncia de multiplas varidveis que interagem entre si num sistema dinamico.

Este é o contributo de uma microbiologista para o estudo da epidemiologia da doencga
meningocdcica. O modelo de transmissdao de meningococos desenvolvido com base na
metodologia de Dindamica de Sistemas permite observar o comportamento dindmico da
doenga meningocdcica. Dos outputs do modelo podem resultar recomendagdes
dirigidas a populagdo em geral ou dirigidas a técnicos com responsabilidades em
politicas de saude.

Maria Jodo Simdes

Fevereiro de 2012
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Resumo

Neisseria meningitidis é um comensal frequente na nasofaringe humana que
ocasionalmente causa doenga meningocdcica invasiva (DM). A DM constitui um
problema de Saude Publica devido a incidéncia alta em criangas, com elevadas taxas de
letalidade e sequelas.

A vacinac¢do constitui uma medida de controlo. Receia-se que a introducdo da vacina
conjugada que apenas protege para meningococos C (MenC) origine a substituicdao dos
serogrupos de meningococos, cenario ja conhecido apds vacinagdo de criangas com
vacina conjugada para pneumococos, que é igualmente comensal da nasofaringe
humana com elevada variabilidade genética.

E questdo desta tese saber se, depois da introducdo da vacina MenC em Portugal, o
nicho deixado por estirpes C vira a ser ocupado por outros serogrupos, aumentando a
incidéncia da DM causada por serogrupos nao incluidos na vacina.

Respondeu-se e esta questdo com a descricdo da epidemiologia da DM, caracterizacdo
da doenga em Portugal e desenvolvimento de um modelo, baseado na metodologia de
Dinamica de Sistemas, que traduz o comportamento dinamico da DM. O modelo
permite conhecer a importancia relativa das varidveis que afectam a epidemiologia e
simular cenarios de evolug¢do da doenca.

As caracteristicas epidemioldgicas (incidéncia e serogrupos/grupo etario, gendtipos,
proporcdo de complexos clonais hiper virulentos em estirpes invasivas, efeito da vacina
MenC) revelaram-se semelhantes em Portugal e noutros paises europeus.

O total anual de doentes devolvido pelo modelo é sobreponivel ao nimero de doentes
na base de dados nacional. A idade, nimero de fumadores e capacidade de
infecgdo/invasdo das estirpes sdo as variaveis que mais afectam o modelo.

Meningococos de serogrupos ndo C ndao ocuparam o nicho deixado pelas estirpes C
depois da introdugao da vacina. Contudo, a recombinagao genética, base da clonalidade
da populagdo bacteriana associada a doenga invasiva, ocorre continuamente, pelo que é
espectdvel a emergéncia de estirpes ndao C, endémicas se bem adaptadas, ou epidémicas
se com elevada capacidade de infec¢do/invasao.

Palavras Chave — Doenca meningocdcica, serogrupos C e ndo C, sistema dinamico,
simulacdo de cenarios, vacina para meningococos C.
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Abstract

Neisseria meningitidis is a common commensal in the human nasopharynx that
occasionally causes invasive meningococcal disease (MD). The MD is a public health
problem due to the high incidence in children, with high rates of mortality and sequelae.

Vaccination is an effective control measure. After the introduction of a conjugate
vaccine that only protects for serogroup C meningococci (MenC), the replacement of
meningococcal serogroups can be feared. Such scenario is already known after
vaccination of children with pneumococcal conjugate vaccine, which is also a human
commensal of the nasopharynx with high genetic variability.

The question of this thesis is whether, after the introduction of the MenC vaccine in
Portugal, the niche left by C strains will be occupied by other serogroups, increasing the
incidence of MD caused by serogroups not included in the vaccine.

To find an answer to this question, it was described the epidemiology of MD,
characterized the disease in Portugal and developed a model based on the methodology
of System Dynamics, which reflects the dynamic behavior of MD. The model shows the
relative importance of variables affecting the epidemiology of MD and allows the
simulation of scenarios for evolution of the disease.

The epidemiological characteristics — incidence and serogroups / age group, genotypes,
the proportion of hyper-virulent clonal complex in invasive strains, the effect of MenC
vaccine — showed similarities in Portugal and in other European countries.

The total number of patients by year returned by the model is overlapped with the
number of patients in the national database. Age, number of smoking people and the
ability of infection / invasion of the strains are the variables that most affect the model.

Meningococci of non C serogroups did not occupy the niche left by C strains after the
introduction of the vaccine. However, being the genetic recombination the base of the
clonality of bacterial population associated with invasive disease, which occurs
continuously, the emergence of non C strains can be expected, endemic if they are well
adapted or epidemic if they have high capacity for infection / invasion.

Key words — Meningococcal disease, serogroup C and nonC, system dynamics, scenarios
simulation, meningococcal C vaccine.
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Maria Joao Mendes Simoes Pedro

1. Historia da doenca meningococica

Ainda que a descricdo de doencas semelhantes a infec¢do invasiva por meningococos
date do século XVI, foi em 1850 que, pela primeira vez, uma epidemia de meningite
ficou documentada. Ocorreu em Eaux Vives, préoximo de Genebra, Suica, e foi descrita
por Vieusseux (Andnimo, OMS 1998) (Figura 1).

Vieusseux fez uma notavel descricdo da sépsis meningocdcica, a que chamou “fievre
cérébrale maligne non contagieuse” e considerou a hipdtese de transmissdo por via
aérea e ndo por contacto directo — “le mal parut tenir a une constitution particuliere de
I'air, et non a une contagion se communiquant de proche en proche”. Na verdade, faltava
a Vieusseux conhecer o fulcro da transmissibilidade e epidemiologia da doenca, o estado
de portador assintomatico, que Kiefer viria a esclarecer no final do século (Souza et al.,
2008).

Em 1884, Marchiafava e Celli haviam ja identificado “micrococos” intracelulares numa
amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR), mas s6é no final da década, em 1887, o
médico austriaco Anton Weichselbaum provou a relacdo de causalidade entre a bactéria
e a doenca, quando isolou uma bactéria, a que chamou Diplococcus intracellularis
meningitidis, a partir do LCR de seis dos oito doentes com meningite bacteriana (Deuren
et al., 2000, Manchanda et al., 2006). Dos restantes dois doentes, Weichselbaum isolou
cocos em cadeia, presumivelmente pneumococos (Cartwright, 2006). A data, era ainda
desconhecida a possibilidade de haver uma multiplicidade de microrganismos como
agentes causais de meningite.

Trés anos depois, Kiefer isolou a mesma bactéria da nasofaringe de doentes e dos seus
contactos. Esse facto constituiu o primeiro passo para uma melhor compreensdo da
epidemiologia e patogénese da doenca meningocdcica (DM) (Cartwriht, 2006).

Durante o século XIX a doenca meningocdcica esteve associada a surtos e epidemias,
muitos deles em casernas militares. Os casos esporadicos, sabemos hoje, seriam dificeis
de diferenciar de outras “febres” com exantema ou purpura. A mortalidade era muito
elevada (superior a 70%) e as sequelas nos sobreviventes muito graves.
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<—— > 1850 - Vieusseux

Descreve a 12 epidemia de meningite
em Eaux Vives, Suica

<—— —> 1884 — Marchiafava e Celli &

identificaram pela 12 vez “micrococos”
intracelulares numa amostra de LCR

1887 - Anton Weichselbaum

Estabelece a relagdo de causalidade
bactéria doencga

——_—> 1890 - Kiefer isola a bactéria da nasofaringe
de um doente e dos seus contactos, o que
constitui a 12 contribuicdo para o
entendimento da epidemiologia da doenca

1906 - Simon Flexner e  ——
Jochmann iniciam a seroterapia com
soro de cavalo

<——> 1937 - Tem inicio a terapéutica
antibidtica com sulfamidas

———— 1960 - Foram comercializadas as

primeiras vacinas polissacaridicas

——> 1999 - Foi comercializada a primeira
vacina conjugada (serogrupo C)

Figura 1 - Cronologia da investigacdo em doenc¢a meningocdcica
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No inicio do século XX, Jochmann na Alemanha (1905) e Simon Flexner nos Estados
Unidos (1906) prepararam antissoro de cavalo injectando bactérias vivas e mortas em
cavalos. Rapidamente Jochmann persuadiu a Merck (a mais antiga industria
farmacéutica do mundo) a produzir o antissoro em larga escala. A introducdo da terapia
com soro de cavalo imunizado, em injecgdo intratecal, reduziu a mortalidade de quase
100 para 30%. A introdugao das sulfonamidas, em 1937, constituiu um avango
terapéutico importante por ter feito decrescer a taxa de letalidade para valores
proximos de 15%.

A resisténcia as sulfonamidas implicou a sua substituicao por penicilina e cloranfenicol a
partir de meados de século XX. Embora a penicilina seja ainda hoje o antibidtico
recomendado no tratamento da DM, o aparecimento de estirpes com susceptibilidade
diminuida a penicilina (referidas em numerosos paises desde a década de 1980),
implicou a introdugao do ceftriaxone nos esquemas terapéuticos.

Na década de 1960 foram desenvolvidas as primeiras vacinas polissacaridicas anti Ae C
qgue, embora nao conferissem uma imunidade duradoura nem protecgao a criangas com
menos de dois anos, vieram contribuir para o controlo de surtos e de epidemias
(Gotschlich et al., 1969). As vacinas polissacaridicas conjugadas, inicialmente apenas
para o serogrupo C e actualmente ja disponiveis também para os serogrupos A, W135 e
Y, constituem uma poderosa arma na luta contra a infecgdo.

Multiplos constituintes bacterianos sdao hoje alvo de investigacdo com o objectivo de
desenvolver uma vacina para o serogrupo B. As alteragdes antigénicas em proteinas
membranares que se tém identificado e relacionado com um aumento de incidéncia da
DM (Harrison et al., 2009) sdo potencialmente preocupantes na perspectiva da
producdo de vacinas baseadas em proteinas de membrana externa, algumas em
desenvolvimento, outras ja utilizadas no controlo de surtos por meningococos do
serogrupo B.

Neisseria meningitidis coloniza e infecta unicamente o homem, possivelmente pela sua
incapacidade de retirar ferro de outras fontes que ndo sejam humanas (transferrina e
lactoferrina) e causa a Unica forma de meningite bacteriana capaz de ser epidémica.

ApOds colonizagdo, as estirpes mantém-se como comensais na nasofaringe ou, apés um
periodo normalmente curto, penetram na corrente sanguinea. Uma vez em circulagao, a
multiplicacdo bacteriana pode ser controlada pelos mecanismos naturais de defesa,
possivelmente quando o nivel de bacteriémia é baixo, e a infeccdo resume-se a uma
sindroma gripal. Contrariamente, quando a multiplicacdo bacteriana em circulacdo fica
sem controlo, as manifestagdes clinicas da infeccdo invasiva dependem das
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caracteristicas de viruléncia da estirpe, nomeadamente do nivel de endotoxina libertado
e do satus do sistema imunitario do doente. A forma menos grave da doenca

ocorre quando a infecgdo se confina as meninges, tecido para o qual os meningococos
tém um particular tropismo. A forma mais grave, a sépsis fulminante, ocorre poucas
horas apds o inicio dos sintomas, frequentemente sem sinais meningeos.

Apesar dos avangos conseguidos no seu controlo, a doenga meningocdcica é, nos paises
industrializados, a principal causa de infeccdao infantil e, no mundo inteiro, esta ainda
associada a uma elevada mortalidade e morbilidade. A letalidade associada a DM
depende em parte das caracteristicas de viruléncia bacteriana e do sistema imunitdrio
do doente, mas a instituicdo precoce de antibioterapia adequada é determinante no
prognostico. As medidas de controlo da DM incluem um diagndstico correcto aos
primeiros sinais da infec¢do, a utilizacdo de antibidticos aos quais a bactéria tenha uma
boa sensibilidade, a identificacdo correcta dos contactos para administracdo de
anbibioterapia profilatica e a utilizagao de vacinas.

Os doentes que sobrevivem (cerca de 90%), adquirem um nivel de anticorpos circulantes
bactericidas que os protegem de futuras infeccdes meningocécicas.

Na maior parte dos paises Europeus verificou-se um aumento da incidéncia da DM a
meio da década de 1990, principalmente devido ao aumento do numero de casos por
serogrupo C. A maior parte destas estirpes foram caracterizadas como ST-8 e ST-11/ET-
37, incluindo este ultimo complexo o clone ET-15, ao qual estad associada uma elevada
letalidade e uma propor¢do elevada de sequelas graves.

Em Portugal, durante toda a década de 1990 a incidéncia da doenga foi alta. Entre 1998
até 2002 notou-se uma tendéncia crescente no nimero de casos, atingindo-se neste
ultimo ano uma taxa de incidéncia de 3.81 casos/100 mil. No ano epidemioldgico 2002-
2003 as estirpes do serogrupo C representaram 49% (127/257) dos casos notificados
com confirmacdo laboratorial. Na sequéncia do alarme publico causado pelo numero
crescente de casos de DM que se vinha registando, pediatras e pais promoveram a
vacinagdao em massa de criangas e adolescentes no Inverno de 2002. O niumero de casos
de DM por serogrupo C diminuiu a partir dai abruptamente. Em Janeiro de 2006, a
vacina conjugada anti meningocécica para o serogrupo C foi introduzida no Plano
Nacional de Vacinacdo e, nesse mesmo ano, foi realizada vacinacdo complementar em
regime de campanha a criangas com idade compreendida entre dois e nove anos. Em
2007 a campanha estendeu-se a jovens com idade até 18 anos (DGS 2005b). Esta vacina
foi primeiramente introduzida no mercado inglés em 1999, apds estudos de eficacia
comprovada na aquisicao de imunidade para as estirpes C de meningococos, mas sem se
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conhecer o impacto da vacinacdo em massa na ecologia da populacdo bacteriana
comensal e hiper virulenta.
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2. Descricao do problema

A doenca meningocdcica (DM) constitui um problema de saude publica no mundo
inteiro, com um numero estimado de 500 000 casos e mais do que 50 000 mortes
registadas anualmente (Andnimo, OMS 1998).

A DM é endémica em muitos paises industrializados, com uma incidéncia baixa no
conjunto da populagdo (1 a 2 por 100 mil). Contudo, a DM representa um grave
problema de saude publica devido a elevada taxa de incidéncia em criangas com idade
inferior a quatro anos (20 a 50 por 100 mil), a elevada letalidade (8 a 10%), ao numero
de sequelas graves (cerca de 20%) e ao facto de ser potencialmente epidémica.

A incidéncia e epidemiologia da DM sdo influenciadas por factores de viruléncia
bacterianos e pela susceptibilidade do hospedeiro. A colonizacdo da nasofaringe com
Neisseria meningitidis e a infeccdo invasiva depende dos seguintes factores:

taxa de portadores assintomaticos na comunidade;

- factores ambientais;

- factores comportamentais que promovam contactos préximos;
- infecgdes do tracto respiratério;

- maturidade e integridade do sistema imunitario do hospedeiro;

- caracteristicas de viruléncia e de transmissibilidade das estirpes bacterianas;

medidas de controlo e de profilaxia.

Cada um destes factores sofre, por sua vez, influéncia de alguns outros, sem contudo se
conhecer a sua exacta medida. Conhece-se, por exemplo, o efeito do fumo de tabaco
sobre a taxa de portadores e sobre a predisposi¢gdao para infecgdes do tracto respiratdrio.
Os contactos proximos, que tanto podem ter origem na vivéncia em espagos fechados
ou sobrelotados como no relacionamento romantico, promovem a transmissao de
meningococos entre individuos e, consequentemente, fazem aumentar a taxa de
portadores. O paradigma cldssico da influéncia dos factores ambientais observa-se nos
paises que integram o Cinturdo Africano da Meningite. Aqui, na época seca, quando as
poeiras irritam e fragilizam as mucosas do trato respiratério e as temperaturas
nocturnas sdao muito baixas e potenciam infecgdes respiratdrias, regista-se uma
incidéncia muito alta de DM com ondas epidémicas devastadoras (Sultan et al., 2005).
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Os meningococos tém a capacidade de rapidamente sofrerem alteragdes genéticas,
particularmente sob pressdo selectiva devida a imunidade natural ou induzida pela
vacina. O principal mecanismo através do qual sofrem alteracGes genéticas é o de
transferéncia horizontal de genes, podendo incorporar longas sequéncias de DNA
presente no meio, presumivelmente durante a fase de colonizagao da nasofaringe com,
pelo menos, duas estirpes diferentes (Linz et al., 2000). As altera¢des capsulares com
alteragao do serogrupo das estirpes sao um exemplo de transferéncia horizontal de
genes. Tem havido evidéncias da implicacdo das alteracoes capsulares nos surtos de DM.
Cré-se que a estirpe epidémica W135, responsavel pela epidemia em Meca durante o
Hajj de 2000 e que posteriormente se dispersou globalmente, tenha resultado de
alteragao capsular de uma estirpe C (Aguilera et al., 2002; Harrison et al., 2009; Mayer et
al., 2002). Nesta espécie bacteriana pode também ocorrer conversdo genética,
essencialmente uma recombinagdo intra gene que ndo requer DNA de outro
microrganismo, dai resultando variacdo antigénica face a pressdo imunoldgica. O
microrganismo é ainda capaz de variagao de fase e variagdao da expressao genética das
quais resultam alteragdes fenotipicas.

Esta grande variabilidade genética dos meningococos justifica alguma apreensdo quando
se promovem campanhas de vacinagdo em massa com novas vacinas que nao protegem
para todos os serogrupos, receando repetir-se o cendrio de alteracdo de serdtipos
observado em Streptococcus pneumoniae, depois da introdu¢dao da vacina
pneumocdcica conjugada (Hicks et al., 2004; Hsu et al., 2009). A semelhan¢a do que
acontece com o0s meningococos, o principal reservatério de pneumococos é a
nasofaringe humana de portadores assintomaticos, havendo contudo uma dindmica de
colonizagdao diferente uma vez que é em criangas com menos de seis anos que se
observa a mais alta taxa de colonizagdo assintomatica (Gray et al., 1980).

Cinco anos ap6s a introdugdo da vacina pneumocdcica conjugada heptavalente (VPC-7)
(Prevenar 7*) nos Estados Unidos (em 2000), verificou-se um decréscimo de cerca de
40% na incidéncia de doenga pneumocécica invasiva (de 25,1 por 100 mil habitantes em
1999 para 12,6 por 100 mil em 2004). Apesar do sucesso da vacina, verificou-se em
individuos vacinados um aumento da taxa de portadores e do niumero de casos de otite
média causada por serétipos nao vacinais, bem como um aumento na incidéncia da
doenca pneumocodcica invasiva causada por serdtipos nao incluidos na VPC-7. Parece
assim que a reducdo da taxa de portadores de alguns serdtipos proporciona o
aparecimento de um nicho ecoldgico que pode ser preenchido por serdtipos nao
incluidos na vacina (Hicks et al., 2004). Se estes subtipos tiverem um elevado potencial
de invasdo e infecgdo (elevada viruléncia), o fendmeno de substitui¢do de subtipos pode
reduzir os beneficios da vacinagao.

*Serotipos da vacina Prevnar 7: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, e 23F
9
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O risco de substituicao de subtipos em individuos que receberam a vacina pneumocdcica
conjugada tem vindo a ser avaliado em vdérios estudos com o objectivo de monitorizar os
subtipos circulantes, o potencial decréscimo da eficacia da vacina conjugada e o
desenho de novas vacinas. Estudos realizados na década de 1990 revelaram que, na
Gambia, a taxa de portadores de serdtipos nao vacinais foi de 79% em criangas que
receberam trés doses de vacina conjugada e foi de 42,5% no grupo controlo e que na
Africa do Sul a taxa de portadores de serétipos ndo vacinais foi de 21% em criangas n3o
vacinadas e de 39% em criancas vacinadas (Lipsitch, 1999).

Num estudo realizado em oito comunidades de Massachusetts durante o Inverno de
2006-07, incidindo em criancas entre trés meses e sete anos, verificou-se nas estirpes de
pneumococos de colonizagdo uma quase completa substituicdo dos serotipos incluidos
na Prevenar 7 por serdtipos ndo vacinais, sete anos apds a introducdo da vacina
conjugada nos Estados Unidos. Importante foi também o significativo aumento na
prevaléncia dos serdtipos nado vacinais 19A, 35B, 23A e 7F (Huang et al., 2009).

O estudo de criangas vacinadas menores de cinco anos, realizado em Inglaterra no
Inverno de 2008-09, registou também a substituicdo, na populacdo pneumocdcica de
colonizacdo, de serdtipos vacinais por serdtipos ndo vacinais. Destes os mais frequentes
foram os 33F, 7F, 10A, 34, 15B, 31, 21, 3, 19A, 15C, e 23A. N3do tendo aumentado a
incidéncia da doenga invasiva na populagdo em geral, pode concluir-se da fraca
viruléncia dos serétipos predominantes em portadores (Flasche et al., 2011).

A VPC-7 foi introduzida no mercado portugués em 2001 (Queiroz et al., 2004) e, apesar
de ndo ter sido incluida no PNV, a cobertura vacinal na regido Norte do pais tem sido
crescente, sendo que em 2005 aproximava-se de 50% das criancas com menos de um
ano (Queiroz et al., 2008). Por falta de estudos de portadores realizados em Portugal
antes da introducdo da vacina, ndo pode falar-se de substituicdo de serdtipos, contudo,
um estudo de portadores realizado em 2007, incidindo em criangas vacinadas e ndo
vacinadas da regido de Coimbra, com idades compreendidas entre seis meses e seis
anos, revela que a prevaléncia de tipos vacinais e ndo vacinais é equivalente em criangas
vacinadas e os tipos ndo vacinais sao largamente predominantes em criangas vacinadas
(Rodrigues et al., 2009).

A constatacdo do fendmeno de substituicdo de serétipos de pneumococos e o aumento
de incidéncia de doenga invasiva por serdtipos nao vacinais, ainda que nao
acompanhado por um aumento absoluto de incidéncia de doenga invasiva, motivou a
introdugao de novos serétipos na vacina conjugada. Os seis serdtipos adicionados na
vacina Prevenar- 13 (1, 3, 5, 6A, 7F, e 19A) sdo os responsaveis pela grande maioria dos

10
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casos de doenca invasiva mas sdo raramente encontrados em portadores (Flasche et al.,
2011).

Provadamente a utilizagdo da vacina conjugada no controlo de infecgGes pneumocécicas
resultou na substituicdo de serétipos e em alteracbes na epidemiologia da infeccdo.
Como resultado da pressao resultante da vacinagao dirigida aos serotipos capsulares de
Streptococcus pneumoniae, o nicho deixado pelas estirpes vacinais foi sendo ocupado
por novos serotipos de uma espécie bacteriana que, tal como os meningococos, tem
uma elevada capacidade de transformacdo genética por transferéncia horizontal de
genes (Vestrheim et al., 2011).

Depois da comercializagdo da vacina Hib e da vacinagdo em massa de criangas a partir de
1990, surgiu 0 mesmo receio de possivel perca de eficacia da vacina a longo prazo e da
substituicdo do tipo b por outros dos seis tipos (designados de a-f, Pittman et al., 1931)
de Haemophilus influenzae (Blanchard-Rohner et al., 2008; Tsang, 2007). A reduc¢do do
numero de portadores assintomaticos de H. influenzae na nasofaringe, depois da
introdugao da vacina conjugada Hib, alertou para a possibilidade tedrica de outros tipos
ocuparem o lugar das estirpes tipo b e de virem a causar doenca invasiva.

Um estudo que incidiu sobre doenca invasiva por H. influenzae registada em 13 paises
europeus no periodo de 1996 a 2006, revela uma marcada reducdo na incidéncia de
doenga causada por estirpes do tipo b apds a introdugdo da vacina conjugada nos planos
de vacinagao de cada pais. Contudo, a incidéncia de doenga invasiva por estirpes nao
capsuladas é agora mais alta do que por estirpes tipo b, as quais eram responsaveis por
80% dos casos de doenca invasiva, maioritariamente em criancas menores de cinco
anos, antes da vacinacdo por rotina de criangas. As infeccbes causadas por estirpes
capsuladas ndo tipo b revelaram-se extremamente raras e maioritariamente causadas
por Hif e Hie (Ladhani et al., 2010).

Conhecidos os cenarios pds vacinacdo em massa de criangas com as vacinas conjugadas
Hib e pneumocécica, podera recear-se que apos a introducdo da vacina conjugada para
meningococos do serogrupo C estirpes de outros serogrupos venham a ocupar o nicho
deixado por estirpes C.

11
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3. Questao para investigacao

A doenca meningocdcica tem uma clinica e epidemiologia complexas, onde muitas
varidveis interagem entre si num sistema dinamico. Os estudos de analise de variancia e
correlagdo estatistica, largamente utilizados em epidemiologia, assumem linearidade e
independéncia mutua entre todas as varidveis independentes, o que tende a ser
falacioso no contexto de um sistema complexo com interacgdes indirectas e mutuas
entre variaveis. Relacoes diferidas no tempo tornam os estudos ainda mais complexos. A
metodologia mais ajustada a este tipo de estudo é a de Dindmica de Sistemas que utiliza
relagdes mutuas de causa-efeito entre variaveis. Esta metodologia tem sido usada em
areas médicas, permitindo planear e fundamentar decisdes em politica de saude,
particularmente em epidemiologia e politicas de vacinagdo (Ritchie-Dunham e Galvan,
1999; Alvarez et al., 1998).

Tendo em conta a experiéncia de paises europeus com politicas de vacinagdao ja
implementadas, é previsivel conhecer o impacto imediato da vacina MenC na incidéncia
da DM por estirpes C em Portugal. Mas, num horizonte temporal mais vasto, ird a
introducdo desta nova variavel no sistema dindmico da DM traduzir-se em alteragcdes na
epidemiologia da doenga? Por pressuposto, a introdugao no mercado portugués da
vacina conjugada anti meningococos do serogrupo C afectou também a transmissao e
taxa de portadores de estirpes C sendo, consequentemente, a dindmica da infecgdo por
meningococos deste serogrupo diferente da dindmica das infeccbes causadas por
estirpes de serogrupos nao C.

E questdo fundamental desta tese saber se, depois da introducdo em Portugal da vacina
conjugada para meningococos do serogrupo C, ira o nicho deixado por estas estirpes ser
ocupado por outros serogrupos e se, consequentemente, ird a incidéncia da DM,
causada por serogrupos nao incluidos na vacina, aumentar.

Para responder a estas questdes ha que compreender em que condicbes e em que
contexto, endémico e/ou epidémico, podem estirpes de serogrupos ndo C ocupar o
nicho deixado pelas estirpes do serogrupo C, depois da introducdo da vacina conjugada
para meningococos do serogrupo C. O desenvolvimento de um modelo que traduza a
interrelacdo entre as variaveis que afectam este sistema dindmico permite conhecer a
importancia relativa das varidveis que afectam a epidemiologia da DM e simular
cenarios de evolugdo da doenga.

12
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3.1. Metodologia

O processo investigagao compreende as seguintes etapas:
1. Definigcao do problema em linguagem corrente
Esta etapa foi ja cumprida no ponto 2 do presente capitulo

¢ |dentificagdo do problema;
e Definicdo das varidveis e dos conceitos chave;

2. Formulagdo da hipdtese dindmica

Esta etapa sera descrita no capitulo Il.

e Definicdo da fronteira do modelo de simulacdo;
e Descricdo, em linguagem corrente, dos processos e sua representacao em
diagramas de ciclo causal;

A representacdo da inter-relacdo entre variaveis, segundo a metodologia de Dinamica de
Sistemas, constitui o diagrama de ciclo causal (DCC). Nestes DCC as varidveis sdo ligadas
entre si por setas entre causa e efeito, assinaladas com sinal positivo ou negativo, para
indicar o tipo (ou sentido) da influéncia entre as duas varidveis. Uma relacdo causal
entre duas varidveis A e B com um sinal “+” significa mudanca na MESMA direccdo
(influéncia directa), isto é, se tudo o resto for igual, quando A aumenta, B tende a
aumentar, ou quando A diminui, B tende a diminuir.

T

A B

De modo analogo, uma relagdo com um sinal “-“ significa mudanga na direccdo OPOSTA
(influéncia inversa), isto é, sendo tudo o resto igual, quando A aumenta, B tende a

diminuir ou quando A diminui, B tende a aumentar.

TN

A B

Estas duas relagdes permitem construir diagramas causais tdo complexos quanto se
queira. E normal representar A afectando B. Contudo, tal representacdo é incompleta,
pois o resultado de B constitui uma nova condi¢gdo no sistema que por sua vez pode
influenciar A. Neste contexto é de particular importancia referir o ciclo de realimentagao
(feedback loop) que pode surgir na estrutura dum sistema, e que pode ser positivo ou
negativo. Num ciclo positivo (ou ciclo de reforco) ndo ha influéncias
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negativas ou ha um numero par de relagdes causais com sinal “-“. Num ciclo negativo

“u u

(ou ciclo de equilibrio) hd um nimero impar de relagGes causais com sinais

Podemos fazer a representacdo grafica do processo de contagio a partir do qual se
estabelece o estado de portador assintomatico ou, muito esporadicamente, se adoece,
com recurso a um diagrama de ciclo causal (Figura 2).

Portadores
assintomaticos

Figura 2 — DCC representativo das interrelacdes entre portadores assintomaticos,
contagiados e doentes, ignorando quaisquer outras variaveis que afectam a dinamica da
DM. Nos ciclos de refor¢co que se estabelecem, o nimero de contagiados sera tanto maior
guanto maior for o nimero de portadores assintomaticos e o nimero de doentes sera tanto
maior quanto maior for o nimero de portadores assintomaticos e de contagiados.

Os processos de reforco funcionam como motores de crescimento ou de declinio.
Qualquer movimento produz mais movimento na mesma direccdo, o que é sugerido
pela sua representacdo grafica %

Os processos de balango funcionam na orientagao de um objectivo para a sua meta. Um
sistema em balanco tende a ser estavel, com uma representagdo grafica sugestiva (-ﬂfﬂ-).
Estes processos sdo predominantes nos sistemas bioldgicos que procuram estabilidade e
condigdes para sobreviverem num ambiente em mudanga.

14
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e Representacdo dos processos.

Por si s6, um diagrama causal ndo permite verificar a dinamica que emerge do
comportamento dos sistemas. Tal s6 é possivel com recurso ao simulador, que é
construido a partir do diagrama causal utilizando os conceitos da Dindmica de Sistemas
para representacdo de feedback e interdependéncias entre variaveis.

3. Formulagdo de um modelo de simulagdo
Esta etapa sera descrita nos capitulos IV e V

e Definigcdo das condigdes iniciais e das inter-relagdes entre as variaveis;

Considerando o caracter sazonal da DM em Portugal, as variaveis foram definidas para
cada ano epidemiolégico, definido este como o periodo que decorre entre o dia um de
Julho e 30 de Junho do ano seguinte. Deste modo foi possivel obter uma configuragao
Gaussiana dos casos de infecgdo meningocdcica, com o mais alto nimero de casos
registados durante os meses de Inverno.

e Quantificagao das variaveis

Para a quantificacdo de algumas das varidveis utilizadas no desenvolvimento do
modelo foram estudadas experimentalmente as caracteristicas da DM ocorrida em
Portugal nos oito anos epidemioldgicos que decorreram entre 2002-2003 e 2009-
2010, particularmente a epidemiologia molecular da doenga.

4. Validagdo do modelo
Esta etapa sera descrita no capitulo V

A validagdo vai permitir assegurar que o modelo representa fielmente a realidade. A
validagdo consiste em comparar estatisticamente as curvas produzidas pelo modelo com
as produzidas a partir dos dados.
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1. Patogénese da doen¢a meningocdcica

Neisseria meningitidis € um comensal da nasofaringe humana. A transmissdo entre
individuos faz-se por contacto directo ou pela inalacdo, a uma distancia inferior a um
metro, de particulas de saliva contaminadas (Nelson et al., 1996). Apenas uma minoria
de portadores assintomaticos adoece (Figura 3).

Imunizacao

Contagiados

Contagio Invasdo

i,

Contagiados + >5 anos

fifidhsd

Imunizados
‘Ril f Invasao
Imunizac3a i, ﬁ*i Colonizagao
temporaria
Portadores
assintomaticos

Doentes

Imunizacao

Figura 3 — Esquema de transmissdo de meningococos. A dindmica de colonizagdo/invasdo é
diferente nas criancgas e na restante populacado

A taxa de portadores resulta da combinagdo das caracteristicas de viruléncia e facilidade
de transmissao das bactérias e do tempo de colonizagdao do hospedeiro. Nao havendo
uma proporg¢ao directa entre portadores e doentes, é certo que quanto maior for o
numero de portadores maior é o nimero de doentes.

Na Europa, a taxa de portadores é muito baixa nos primeiros anos de vida, aumenta
abruptamente durante a adolescéncia atingindo taxas maximas entre os 20 e 24 anos.

19



Capitulo IT - A Doenca Meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

Na populacdo mais velha a taxa de portadores é inferior a 10% (Cartwright et al., 1987;
Blackwell et al., 1990; Caugant et al., 1994; Claus et al., 2005; Christensen et al., 2010).

O estado de portador pode ser transitorio (30 a 40%), pode manter-se apenas durante
alguns dias ou breves semanas (~33%) ou manter-se durante vdrios meses apds o
contagio (25%) (Stephens, 1999). Depois do contacto da bactéria com o hospedeiro, trés
situacdes podem acontecer:

1 - A bactéria pode manter-se como parte da flora comensal da nasofaringe. A
evidéncia de niveis aumentados de IgA na saliva de portadores assintomaticos
confirma que a imunizacdo natural ocorre durante a fase de colonizacdo da
nasofaringe (Robinson et al., 2002; Horton et al., 2005). Embora ndo suficiente para
impedir posterior colonizagao, a imunidade ao nivel da mucosa parece ter um papel
importante na prevengao da invasdo das células epiteliais (Griffiss, 1995). Além da
resposta local, hd também uma resposta humoral com o aumento do nivel de
anticorpos com actividade bactericida especifica, mas com alguma reactividade
cruzada com estirpes heterdlogas (Jones et al., 1998; Kriz et al., 1999; Jordens et al.,
2004). Compreende-se assim que a colonizagdo da nasofaringe é desejavel, uma vez
gue representa a possibilidade de imunizacdo do hospedeiro e diminui o risco de DM
(Goldscheider et al., 1969b);

2 - A bactéria é rapidamente eliminada da mucosa do tracto respiratorio superior;

3 - A bactéria invade a corrente sanguinea. A infec¢ao ocorre quando 0os mecanismos
naturais de defesa sdo ineficazes para controlar a multiplicagdo bacteriana na
corrente sanguinea. Surge entdo meningococcémia e, quando a bactéria atravessa a
barreira hemato-encefédlica e atinge o liquido cefalorraquidiano (LCR), causa
meningite meningocdcica. Na sequéncia da bacteriémia, podem também ser
observadas outras manifestagdes clinicas como artrite ou pericardite.

Os mecanismos moleculares da relacdo entre meningococos e as células do sistema
nervoso central sdo mal conhecidos, mas esta bactéria mostra uma preferéncia
particular para se ligar as membranas meningeas humanas e para se multiplicar no
espaco subaracnoideu, onde o nivel de componentes do complemento e de
imunoglobulinas é naturalmente baixo, devido a barreira hematoencefalica (Tofte et al.,
1979) (Figura 4). Os meningococos multiplicam-se ai de forma descontrolada, e iniciam
uma resposta inflamatéria aguda (com libertagdo de citocinas), confinada ao espago
subaracnoideu, normalmente sem envolvimento cerebral. A inflamacdo resulta num
exsudado acinzentado rodeando o cérebro, constituido predominantemente por
leucécitos polimorfonucleares ou, numa fase tardia da infeccdo, por macrofagos e
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linfocitos. Os polimorfonucleares infiltram-se na parede dos vasos no espago
subaracnoideu e trombos podem ocluir o lumen vascular, vindo a causar danos

neuroldgicos. A inflamacdo também progride para o ouvido interno e, associada a
trombose dos vasos sanguineos locais, € muitas vezes causa de perca de capacidades
auditivas (em cerca de 10% dos doentes).

Dura mater

Aracnoideia

Traves da Aracnoideia
Espaco subaracnoideu

Pia mater

Cortex cerebral

Vaso sanguineo

Figura 4 - Estrutura das meninges: trés finas membranas sobrepostas que revestem e protegem o
Sistema Nervoso Central. Fonte: http://www.icb.ufmg.br/, data de acesso 02-08-2009

O contagio e o estado de portador sdo potenciados por comportamentos sociais tais
como a frequéncia de bares, discotecas e o beijo intimo. As lesdes do trato respiratorio
superior sdo facilitadoras da passagem de meningococos comensais para a corrente
sanguinea e, consequentemente, sao factores de risco de DM. Incluem-se nas causas
destas lesGes a permanéncia em ambientes muito secos que provocam a secura da
mucosa, trauma induzido pela inalacdo de poeiras em zonas geograficas secas e
ventosas, infeccdes do tracto respiratério superior e os habitos tabagicos (Stephens,
2007; Maclennan et al., 2006; Coen et al., 2006). O tabaco mostrou comprometer a
actividade dos mondcitos e macrofagos, aumentar a aderéncia das bactérias ao epitélio
do tracto respiratorio superior cujas células perdem a sua actividade ciliar e diminuir a
producdo de anticorpos circulantes (Cope et al., 1992; Dye e Adler, 1994). In vitro, o
fumo de tabaco inibe a migracdo dos neutrdfilos, a fagocitose e a produgdo de
imunoglobulinas (Cope et al., 1992, Fischer et al.,, 1997). Assim, quer pelo efeito
mecanico que exerce sobre a mucosa quer pela diminuicdo da resposta imune, o fumo
de tabaco pode fomentar o contagio ou a doenga invasiva por Neisseria meningitidis.
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A gripe (e outras infecgOes respiratorias de origem viral e bacteriana) faz aumentar o
nlimero de casos de DM, quer directamente pelas lesdes que provoca nas mucosas que
ficam assim mais vulneraveis a infeccdo bacteriana quer porque a tosse e os espirros
gue a acompanham facilitam a transmissdo de meningococos entre individuos,
aumentando assim o numero de portadores (Figura 5) (Hament et al., 1999).

Infeccoes
respiratorias

Fumo de Contagiados

tabaco
%&
+

Portadores
assintomaticos

=

Figura 5 — DCC representativo de algumas das variaveis que contribuem para o sistema dinamico de
DM (a actividade social, os habitos tabagicos ou exposi¢cdo passiva ao fumo de tabaco e infecgdo
respiratéria), nimero de portadores assintomaticos, de contagiados e de doentes.

Actividade
social

A infecgdo invasiva, depois da colonizagdo nasofaringea, é dependente de factores de
viruléncia bacterianos e da susceptibilidade do hospedeiro.

A susceptibilidade individual a doenga invasiva depende fundamentalmente do nivel de
anticorpos circulantes (Goldschneider et al., 1969). Considerando que a maturidade do
sistema imunitario, e consequentemente a producdo de anticorpos, depende da idade, a
DM é principalmente uma doenca da infancia. Deficiéncias no sistema imunitario
aumentam o risco ou severidade da DM. Defeitos do sistema do complemento estdo
associados a DM recorrente ou fatal. A doenga meningocdcica esta também associada a
doencas debilitantes ou imunossupressoras como o sindroma nefrdtico,
hipogamaglobulinémia, esplenectomia e infecgao por HIV (Figura 6).
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Figura 6 — DCC que adiciona a representacdo grafica das inte-relagdes das variaveis ja referidas
anteriormente o efeito positivo das doengas debilitantes e negativo da idade da populagdo

1.1 Base genética da viruléncia de meningococos

Algumas estirpes de meningococos, associadas ou ndo a altas taxas de transmissao,
raramente causam doenca e sdo isoladas normalmente de portadores assintomaticos.
Outras estirpes, particularmente quando recém-introduzidas na populagdao, embora
podendo ser pouco transmissiveis estao associadas a altas taxas de infecgdo apds o
contacto com a nasofaringe, (Jones et al., 1998). As metodologias moleculares aplicadas
ao estudo dos meningococos abriram perspectivas para uma melhor compreensao da
patogénese da doenca meningocdcica.

O sistema de classificacdo de meningococos com base em multilocus sequencing typing
(MLST), fundamentado na comparacdo de sequéncias de DNA de genes housekeeping,
evidencia que a grande maioria dos casos de DM sdo causados por um numero limitado
de estirpes geneticamente relacionadas, designadas por hiper virulentas (HV) (Maiden et
al., 1998). A razdo para esta maior viruléncia de algumas estirpes comecou
recentemente a ser melhor compreendida com os estudos de Tinsley Nassif e
colaboradores, a partir da sequenciacdo do genoma completo de estirpes patogénicas
de Neisseria meningitidis (Tinsley et al.,, 2001). As estruturas celulares que foram
referidas anteriormente e se demonstraram necessdarias para ocorrer doenga invasiva,
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como a existéncia de cdpsula ou de pili do tipo IV, ou sistemas de aquisicdo do ferro,
existem dispersas na populagao bacteriana, independentemente da sua capacidade de

causar doenca. Haverd entdo caracteristicas ainda ndo completamente compreendidas
gue contribuem para a capacidade de alguns meningococos causarem doenga.

Estudos baseados na comparacao dos genomas de estirpes com diferentes potenciais de
patogenicidade permitiram identificar genes particularmente associados a estirpes
invasivas. Foi assim identificado um novo profago da familia de bacteriéfagos
filamentosos (bacteriofago M13-like) integrado no cromossoma bacteriano e
especificamente presente em estirpes hiper virulentas (Bille et al., 2005). A essa ilha de
patogenicidade com 8-kb chamaram MDA (Meningococcal Disease-Associated) e
verificaram ser prevalente em estirpes isoladas de doentes com idade superior a dois
anos (88% em isolados de criancas de 2-12 anos ou com mais de 28 anos e 93% em
isolados de individuos de 13 a 28 anos) (Bille et al., 2008).

Posteriores estudos moleculares demonstraram que o DNA fagico pode desintegrar-se
do cromossoma, existir no citoplasma como DNA circular de cadeia dupla e sair da célula
na forma de cadeia simples (cadeia +) por um mecanismo secretdrio mediado pelos pili.
Existem multiplos sitios de inser¢cdo no cromossoma e multiplas copias do fago no
genoma (Moxon et al., 2005).

Apesar de ter sido estabelecida esta relacdo DNA fagico-estirpe hiper virulenta, e de o
profago ser, aparentemente, um factor de patogenicidade de Neisseria meningitidis, o
papel do profago, nomeadamente a sua relagdo com a célula hospedeira, continua por
ser compreendida (Tinsley et al 2006).

1.2 Factores de viruléncia bacterianos

O facto mais marcante da viruléncia dos meningococos é a sua capacidade de modelar a
expressao dos seus antigénios de superficie, que podem sofrer variacdo de fase,
podendo uma célula dar origem a um grande nimero de variantes que expressam
proteinas com caracteristicas estruturais e funcionais diferentes (variacdo antigénica).
Assim pode a bactéria evadir-se do sistema imunitdrio do hospedeiro e modelar a
adesdo e invasao de diferentes células. Este fendmeno de variagdao de fase ocorre com
uma frequéncia entre um e dez por 10 000 células e por geracdo (Taha e Deghmane,
2002).

1.2.1 Pili do tipo IV

Sao os pili do tipo IV que promovem a adesao de meningococos as células do
hospedeiro. A adesdo de Neisseria meningitidis as células epiteliais e endoteliais € um
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passo determinante na infecgdo meningocdcica (Chen et al., 2011; Merz et al., 2000) e
foi reconhecida como um sinal para a transcricdo de genes bacterianos (Cornelis, 1997).

A variagdo de fase e a variagao antigénica da pilina tem implicagdes na viruléncia dos
meningococos, e as alteracdes na estrutura primaria alteram quer a imunoractividade da
proteina quer o processo de adesdo (Taha et al., 2002).

A expressao de pilis do tipo IV e da proteina PilC1 é essencial no processo de adesao
inicial (localizada) das estirpes capsuladas de Neisseria meningitidis as células alvo
humanas (os pili sdo as Unicas estruturas celulares capazes de atravessar a capsula).
Nesta fase, a bactéria encontra-se a superficie da célula epitelial rodeada por
microvilosidades desta célula hospedeira (7).

Figura 7 — Observagdo, em microscopia electronica, de células epiteliais infectadas com Neisseria
meningitidis. (A) Numerosas bactérias estdo em contacto com a célula a esquerda. (B) A amplificacdo da
imagem revela microvilosidades da célula epitelial a envolver a célula bacteriana. Fonte: Deghmane et al.,
2000.
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Estabelecida a adesdo inicial segue-se o processo de adesdo intima, durante a qual a
bactéria é envolvida pela membrana celular da célula infectada e passa através do
epitélio por um processo de endocitose (Nassif et al., 1995). Nesta fase, verifica-se um
efeito negativo na expressao de pilC1l e dos restantes genes que codificam as outras
pilinas e a bactéria perde os pili. O gene crgA (contact-regulated gene A), cuja expressao
é regulada pelo contacto com a célula do hospedeiro, parece ter esse papel regulador.

O gene crgA liga-se, durante a fase de adesdo intima, aos promotores dos genes sia
(polysialyltransferase genes), envolvidos na biossintese do acido sidlico capsular
(serogrupos B, C, Y E W135), reprimindo assim directamente a sintese da capsula.

1.2.2 Proteinas de membrana externa

Estdo identificadas cinco classes de proteinas de membrana externa (classe 1 a 5) em
Neisseria meningitidis (Tsai et al., 1981). A identificacdo, nas células humanas, de
receptores para as proteinas de classe 5, Opa e Opc, veio demonstrar a importancia
destas proteinas na fase de adesdo intima e na interac¢do da bactéria com a célula do
hospedeiro.

Existem trés a quatro cdpias do gene opa em loci independentes e cada um estd sujeito
a variacdo de fase, devido a alteracbes no numero de tandem repeat (CTCTT)n,
resultando assim uma populagdao bacteriana heterogénea, expressando uma ou varias
proteinas Opa, ou mesmo nenhuma (Taha et al.,, 2002). Este mecanismo permite a
bactéria evadir-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro e torna esta proteina num
mau alvo para o desenvolvimento de vacinas.

Todos os meningococos expressam proteinas de membrana externa de classe 1 (PorA) e
de classe 2 ou classe 3 (PorB). Estas sdo proteinas das porinas que se sabe estarem
envolvidas na interaccdo com as células humanas e serem alvo dos anticorpos
bactericidas (Tzeng e Stephans, 2000). Também a expressdo da proteina PorA estd
sujeita a variagdo de fase.

Constituem também importantes factores de viruléncia as proteases IgAl, que sdo
proteinas de membrana externa capazes de clivar a imunoglobulina IgA1 na regido de
charneira, separando o fragmento de ligacdo ao antigénio (fab) e a zona constante (Fc)
(Plaut et al., 1975). A actividade desta exoenzima compromete a func¢do de aglutinagdo
dos anticorpos e os mecanismos de remog¢do promovidos pelas células da mucosa do
hospedeiro.

Verificou-se existir uma maior actividade da protease IgAl nas estirpes invasivas de
Neisseria meningitidis do que nas estirpes isoladas de portadores assintomaticos,
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independentemente do gene iga estar presente na quase totalidade das estirpes
(Vitovski et al., 1999).

A aptiddo das bactérias na obtencdo de ferro a partir dos organismos hospedeiros é um
factor determinante para a sua capacidade de colonizar, multiplicar e infectar (Gorringe
et al., 2002). Também para os meningococos a aquisi¢do de ferro é chave para a sua
patogénese, bem patente pelos multiplos sistemas de aquisicdao de ferro e multiplos
receptores proteicos para o ferro. Estas bactérias possuem receptores na membrana
externa para a transferrina, lactoferrina, hemoglubina e um receptor (FetA) para o
siderdforo enterobactin. Ndao sendo competentes para produzir os seus proéprios
siderdforos, os meningococos sao capazes de reter os sideréforos produzidos por outras
bactérias, incluindo os de E. coli.

Durante a fase de colonizagdao da nasofaringe as principais fontes de ferro sdao a
lactoferrina e transferrina. Possivelmente os siderdforos produzidos por outras espécies
comensais da nasofaringe induzem a expressao de FetA, o que constitui uma vantagem
para os meningococos. Esta espécie estd bem adaptada a aquisicio de ferro em
circulagao, pelos seus receptores para a transferrina e hemoglobina.

No soro de portadores assintomaticos foram detectados anticorpos circulantes para
muitos dos receptores bacterianos que, reconhecidamente, sdo susceptiveis de sofrer
variagdo de fase. Uma vantagem adicional dos multiplos mecanismos de captura de
ferro é a possibilidade de, com maior sucesso, a bactéria evadir-se do sistema imunitario
(Gorringe et al., 2002).

1.2.3 Capsula polissacaridica

Os polissacaridos capsulares e a sua diversidade bioquimica sdo a base da serogrupagem
de meningococos. Conhecem-se 13 serogrupos mas apenas cinco, os serogrupos A, B, C,
W135 e Y, sdo responsaveis pela grande maioria de doenca invasiva (Billker et al., 2002).
O serogrupo X esta frequentemente implicado em doenga invasiva em algumas regides
africanas mas muito raramente é identificado noutras areas geograficas (Harrison et al.,
2009).

A capsula polissacaridica € um dos principais factores de viruléncia presente na
totalidade das estirpes invasivas. Protege a célula bacteriana da fagocitose, opsonizacao
e da actividade bactericida mediada pelo complemento. A presenca de capsula faz
diminuir a adesao as células epiteliais mediada pelas proteinas de membrana externa
Opa e Opc (Billker et al., 2002).
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1.2.4 Lipooligossacaridos e endotoxina

Os lipopolissacaridos membranares de Neisseria meningitidis sao mais curtos do que os
de muitas espécies bacterianas e perderam cadeias repetitivas de antigénio O. S3o por
isso designadas lipooligossacaridos (LOS) (Figura 8).

.‘ Estes componentes da membrana externa estao
‘. envolvidos na adesdo bacteriana a mucosa e,
ﬂ Antigénio O consequentemente, potenciam a colonizagdo. Os

“ LOS apresentam uma elevada heterogeneidade
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glicosiltransferase que participa na sua

@@ @ biossintese, o que se reflecte em diferengas
s Core

® imunoquimicas que sdo a base da classificacdo
.'. . dos imunotipos de meningococos (Zollinger et
!’ '. Lipido A al., 1997, Billker et al., 202).

Wt

Figura 8 - Representacdo esquematica de oligissacaridos de N. meningitidis

Adaptado de http://www.biomin.net/pt/solucoes/gerenciamento-de-riscos-causados-por-endotoxinas/

Consultado em Novembro 2011

As endotoxinas sdo importantes factores de viruléncia, libertados durante a
multiplicacdo e lise dos meningococos sob a forma de vesiculas de membrana externa,
nas quais mais de 50% sdo LOS (Devoe et al., 1973) (Figura 9).

Durante a infeccdo invasiva, estas estruturas, que s3ao as maiores responsaveis pela
inducdo da sintese de citocinas, podem ser visualizadas no plasma ou no LCR com
recurso a microscopia electronica (Brandtzaeg et al., 1992). Os LOS sao os mediadores
chave na patogénese da sépsis fulminante e da meningite uma vez que a sua
concentracdao no soro ou no LCR dos doentes esta directamente relacionada com a
gravidade e a evolucdo clinica da doenca (Virji et al., 1995; Kahler e Stephans, 1998).
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Figura 9 — Neisseria meningitidis em sobrenadante de cultura. (1) As setas mais densas apontam as
invaginagOes da parede celular que constituem as vesiculas de endotoxina. As setas mais finas apontam as
vesiculas de endotoxina libertada no meio (X 95 000). (2,3 e 4) As setas indicam vesiculas de exotoxina
ligadas e libertadas no meio (X 45 000). Fonte: Devoe et al. 1973.

1.3 Susceptibilidade do hospedeiro

1.3.1 Interacc¢ao da bactéria com as células do hospedeiro

Nos portadores assintomaticos, a colonizacdo mantém-se restrita a superficie da mucosa
nasofaringea devido ao papel protector da resposta humoral do sistema imunitdrio. O
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estado de portador pode manter-se durante varios meses mas é normalmente
transitorio (Billker et al., 2002). A fagocitose promovida pelos macréfagos que acorrem
ao local, provoca a libertagdo de citoquinas proinflamatdrias, responsaveis por uma
faringite ligeira associada a colonizagdo. A evolugdo deste processo inflamatdrio
localizado pode representar o fim da colonizacdo ou favorecer a doenca invasiva, por
destruir a integridade da “barreira” epitelial.

As secrecOes nasofaringeas contém niveis altos de imunoglobulinas, umas produzidas
localmente (IgA) e outras com origem sistémica (IgM e 1gG), que controlam a
colonizagao e a penetragdao nas células do epitélio, presumivelmente impedindo a
adesdo e invasdao. Estes anticorpos especificos promovem uma protecgdao eficaz,
contudo, porque a sua produg¢ao nao é conseguida em menos de uma semana apds
colonizacgdo, a defesa inicial € dependente da resposta inata (Billker et al.,2002).

1.3.2 Barreira fisica

Durante a fase de colonizacdo da nasofaringe, a secre¢do de muco e a actividade das
células ciliadas constituem uma barreira fisica a infecgdo invasiva. A colonizacdo ou
infeccao do tracto respiratdrio superior por bactérias que inibem a actividade ciliar das
células ciliadas do tracto respiratério (infec¢do por Bordetella pertussis, Mycoplasma
pneumoniae, Haemophilus influenzae e outros), constituem um importante factor de
viruléncia (Stephens et al., 1986) e pode contribuir para o primeiro passo na colonizagdo
na mucosa da nasofaringe com Neisseria meningitidis.

Factores que afectam a integridade da mucosa, como o fumo de cigarro e infecgoes
virais, aumentam o risco de contagio e de infec¢do invasiva (Cartwright et al., 1991).

As imunoglobulinas IgA1, produzidas abundantemente pelas células da mucosa, ligam-se
a superficie das bactérias, promovem a sua aglutinacdo e ligacdo a mucina, contribuindo
assim para sua clearence. A clivagem das imunoglobulinas, ja referida anteriormente
(1.2.2 Proteinas de membrana externa), da origem a fragmentos Fab ainda com alguma
capacidade de se ligar a receptores bacterianos e ainda promover alguma protec¢ao
(Vidarsson et al., 2005).

1.3.3 Imunidade inata

A activacdo do complemento (Figura 10) é um passo determinante na evolucdo da
infeccdo meningococica. A via alternativa de activacdo do complemento, que se inicia
pela ligacdo directa do componente C3 a superficie da célula bacteriana, ndo requer a
presenga de anticorpos especificos, pelo que é mais rapidamente eficiente do que os
mecanismos de defesa com origem na produgdo de anticorpos especificos bactericidas
(Billker et al., 2002).
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A protec¢do promovida pelos anticorpos bactericidas inicia-se com a activacdo da via
cldssica do complemento. A ligagdo de Clq a Fc das imunoglobulinas (fragmento de
ligacdo especifica ao complemento de IgM, 1gG1, IgG2 e IgG3) inicia a activag¢do da via
classica do complemento. A activacdao subsequente dos componentes do complemento
até aos componentes terminais C5-C9, conduz a lise da membrana bacteriana.
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Figura 10 — Via classica e via alternativa de activag¢do do sistema do complemento (adaptado de

http://en.wikipedia.org/wiki/Alternative_complement pathway, data de acesso: Dez. 2009)

Deficiéncias congénitas ou adquiridas do complemento, como deficiéncias de C3 ou dos
componentes terminais (C5 a C9) estdo associadas a infeccdes meningocdcicas
recorrentes. Em adultos, 10 a 20% das infecgdes meningocdcicas invasivas estdo
associadas a deficiéncias no complemento (Hoare et al., 2002).

1.3.4 Resposta inflamatodria e producao de citocinas

A sobrevivéncia e multiplicagdo dos meningococos na corrente sanguinea depende de
factores de viruléncia bacterianos, como ja anteriormente foi referido, mas também da
fragilidade dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Na fase de infeccdo invasiva, os
meningococos interagem com componentes do sistema imunitario do hospedeiro. Em
particular a endotoxina libertada pelos meningococos é um potente indutor da resposta
inflamatdria e os neutréfilos, mondcitos, macréfagos e as células endoteliais sdo os
principais produtores de citocinas. A producdo de citocinas, em particular IL-6 e TNF-q,
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capazes de induzir a produgdo de proteinas de fase aguda, a leucocitose e a activa¢do do
complemento, é um elemento chave neste processo e na evolugdo clinica da infecgdo
meningocdcica (Billker et al., 2002).

1.3.5 Imunidade humoral

A incidéncia da DM estd inversamente relacionada com o titulo de anticorpos
especificos bactericidas em circulagdo. A mais alta taxa de incidéncia é verificada em
criancas de seis a 24 meses de idade, nas quais os anticorpos maternos ja
desapareceram e a maturacdo do seu sistema imunitdrio ainda ndo estd completa
(Goldschneider et al., 1969). Durante a vida, a produg¢do de anticorpos especificos é
induzida pela colonizagdo repetida e intermitente com diferentes estirpes de
meningococos e até com Neisseria lactamica. A producdo de anticorpos também é
induzida durante a doencga invasiva.

Nas criancas, a presenca de meningococos no trato respiratério superior é rara. Pelo
contrario, a bactéria Neisseria lactamica é um comensal frequente neste grupo etario.
Pelo facto de se desenvolver imunidade natural aos meningococos durante a infancia,
presume-se que a presencga de N. lactamica deva ter um papel importante processo de
imunizagao natural (Bennett et al., 2008). Algumas bactérias, como Escherichia coli K1 e
Bacillus pumilus, tém cdpsula estrutural e imunogénicamente idéntica aos polissacaridos
capsulares de meningococos. Tal facto sugere que a presenca destas bactérias entéricas
possa contribuir para a defesa contra infeccdo meningocdcica invasiva, devido a
producdo de anticorpos com reactividade cruzada (Kasper et al., 1973, Vann et al.,
1976).

A mobilidade da populagao humana, nomeadamente pelos fendmenos de imigragdo ou
do turismo, promove a dispersdo geografica de estirpes de meningococos e a introdugao
de novos gendtipos no pais. Os grandes eventos como os festivais de musica ou
acontecimentos desportivos, que fazem mover muitos participantes que sdo na sua
grande maioria jovens (o grupo etdrio onde a taxa de portadores é mais elevada),
constituem uma oportunidade para aumentar essa dispersao. Os novos portadores
transmitem novas estirpes a uma populagao nao naturalmente imunizada para essas
novas estirpes, que fica por isso mais vulneravel a infeccdo. Dependendo das
caracteristicas de viruléncia das estirpes e da sua capacidade de
colonizacdo/transmissdo, as consequéncias dos movimentos populacionais sdo, a curto
prazo, dificeis de estimar, mas tém sido causa de surtos e epidemias no mundo inteiro
(Figura 11).
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Figura 11 - DCC representativo das interrelacdes de algumas das varidveis que afectam a
epidemiologia DM, com enfoque na mobilidade de populac¢des, frequentemente aumentada devido a
realizacdo de grandes eventos que sao eles préprios justificacdo para o aumento da actividade social
e aproximagdo entre pessoas

A prevencdo da doenca, quando possivel, faz-se por inducdo de imunidade que resulta
da vacinacao, especifica para o grupo capsular para o qual a vacina se dirige.

Constata-se que a ocorréncia de surtos ou de casos relacionados de DM gera a atencdo
dos meios de comunicagao social e da opinido publica, o que constitui frequentemente
um mecanismo de pressao para a implementagdao mais alargada de medidas de
controlo, nas quais se incluem a profilaxia antibidtica oferecida aos contactos dos casos
indice e a vacina¢do da populacdo susceptivel, com o fim de interromper a transmissao
em cadeia da estirpe envolvida (Figura 12). Uma profilaxia adequada (ndo
necessariamente alargada a um elevado numero de individuos) implica a utilizagdo
precoce de antibiéticos com penetracdo na mucosa do tracto respiratdrio e aos quais os
meningococos sejam sensiveis.
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Figura 12 — DCC representativo das interrelagdes das varidveis que afectam a epidemiologia da
DM. O aumento do numero de casos frequentemente causa alarme publico que
constitui um mecanismo de pressao para vacinagdao em massa.

1.4 Sequelas e letalidade

Depois de atravessar a mucosa e atingir a corrente sanguinea, os meningococos podem
dar origem a varios tipos de infeccoes que evoluem de forma diferente. Raramente
causam uma meningococcémia benigna e transitoria. A forma mais frequente da
infeccao localizada é a de meningite. Sem tratamento antibidtico a infec¢ao é fatal.
Embora a taxa de mortalidade dependa, entre outros factores, da precocidade com que
se inicia a terapéutica antibidtica, a mortalidade de meningite meningocécica é de cerca
de 2%.

A mais alta taxa de mortalidade verifica-se nos quadros de sepsis fulminante (40 a 50%)
e de septicémia (cerca de 20%), na sequéncia de shock. Petéquias e rash sdo os sinais
caracteristicos de sepsis meningocdcica sendo a sua extensao um indicador da gravidade
da doenga.

A maioria dos doentes apresentam manifestacdes clinicas de meningite e sepsis, com
petéquias e hemoculturas positivas. A mortalidade neste grupo de doentes situa-se
entre a de meningite e a de sepsis.

As infecgdes com localizagao diferente da anteriormente referida sao principalmente
pneumonia, artrite e pericardite. A mortalidade destas infec¢es localizadas é baixa.
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As sequelas graves ocorrem em 8 a 10% dos sobreviventes e sdao mais frequentes em
infeccbes por meningococos do serogrupo C. Entre as sequelas mais frequentes de
meningite contam-se a surdez (6,4%), atraso psicomotor (2,1%) e zumbidos (1,4%), mas
estas sdo pouco frequentes quando comparadas com sequelas de outras causas de
meningite bacteriana. As sequelas de sepsis meningocdcica sdo graves. Resultam de
trombose vascular e deficit na circulacdo periférica que ddao origem a necrose da pele e
isquémia periférica. Dos sobreviventes de sepsis, 3-4% fazem amputa¢cdo de membros e
esta proporcdo aumenta para 14 a 39% nos casos de shock séptico (Riordan et al., 2001).

Se é certo que a hiperviruléncia das estirpes esta associada a uma mais elevada
capacidade de invasao da corrente sanguinea e evasao dos mecanismos naturais de
defesa do hospedeiro, ndao existe uma relacdo directa entre mortalidade e
hiperviruléncia. A mais elevada taxa de letalidade é observa-se em individuos com mais
de 65 anos, grupo etdrio no qual é esperado registar-se maior numero de
comorbilidades.

A ocorréncia de casos fatais de DM é frequentemente noticia na comunicacdo social
pelo que constitui uma forma de pressao da sociedade sobre os decisores de politicas de
saude e promove frequentemente o reforco das medidas profilaticas, quer pela
vacinagdo (quando aplicavel) quer com antibioterapia (Figura 13).
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Figura 13 - DCC representativo das interrelagdes entre as varidveis que afectam a epidemiologia da DM,
com enfoque nas varidveis que afectam o numero de mortos e na influéncia que a mortalidade
(particularmente em criangas e adolescentes) tem no refor¢go de medidas profilaticas
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O aparecimento de resisténcias aos antibidticos, particularmente a Penicilina, constitui
um risco para o controlo da infecgao e justifica a monitorizagdo das concentragdes
inibitorias minimas que tem sido implementada nos paises da comunidade europeia.
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2.Profilaxia e tratamento da doenca meningococica

A dindmica da DM, bem como a evolugdo clinica dos casos, € marcadamente
influenciada pela eficacia das medidas de controlo adoptadas. Em boa parte, a
emergéncia de surtos ou de epidemias resulta da capacidade de transmissdo e de
invasdao da estirpe bacteriana responsavel pelo caso index, mas a ndo adopc¢do de
medidas de contencdo contribui para a dispersao geografica e temporal da estirpe
invasiva.

Constituem medidas basicas de controlo a vacinacdo dos individuos susceptiveis e a
profilaxia antibidtica administrada a individuos que contactaram de perto com doentes.

2.1 Vacinas

A infecgao invasiva por meningococos ocorre na auséncia de anticorpos bactericidas
especificos. A vacinac¢do é a forma mais eficaz de prevenir a doenca.

O aumento do numero de casos de DM por serogrupo C, registados na década de 1990
por toda a Europa, implicou a implementacdo de politicas de vacinacdo em alguns
paises. A vacina até entdo disponivel, e largamente utilizada na contencdo de surtos e
epidemias, era a de polissacdaridos purificados especificos de serogrupos. Esta vacina nao
tem eficacia em criangas com menos de dois anos nem confere memdria imunoldgica
em adultos (Gotschlich et al., 1969). A produgdo de vacinas conjugadas, primeiramente
para Haemophilus influenzae tipo b, o reconhecimento da sua eficacia em criancas com
idade inferior a dois anos e a estimulacdo dos linfécitos T com inducdo de meméoria
imunoldgica, encorajou os investigadores a utilizar o mesmo conceito no
desenvolvimento de vacinas para meningococos (Trotter et al., 2007).

2.1.1 Vacinas para meningococos do serogrupo C

As primeiras vacinas conjugadas para meningococos do serogrupo C (MenC) foram
desenvolvidas e introduzinas no mercado do Reino Unido em 1999. Poucos anos depois
foram licenciadas vacinas conjugadas quadrivalentes, conferindo protec¢ao para os
serogrupos A, C, W135eY.

Em Portugal a vacina MenC foi comercializada em 2001 e introduzida no PNV em Janeiro
de 2006. Estdo comercializadas trés marcas de vacinas conjugadas com a toxina mutante
diftérica ou com o toxoide tetanico (DGS 2005a, DGS 2005b). Sdo recomendadas trés
doses, nas idades 3, 5 e 15 meses. Se a data de inicio da vacinagdo se situar entre os 10 e
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11 meses, sdo recomendadas apenas 2 doses, sendo a segunda dada apods os 12 meses.
Para individuos que iniciam a vacinagdo apds os 12 meses, recomenda-se a
administragdao de apenas uma dose. Simultaneamente, em 2006 foi efectuada vacinagao
complementar em regime de campanha a criangas nascidas entre Janeiro de 1997 e
Setembro de 2004 (2 a 9 anos) que tivessem recebido uma ou nenhuma dose antes dos
12 meses de idade. Em 2007, a campanha estendeu-se até aos 18 anos de idade (DGS
2005b).

A vacina conjugada para o serogrupo C tem uma eficacia que se estima ser superior a
90% (Alonso 2001, Ramsay et al., 2001). Estudos de vigilancia e monitorizacdo dos
efeitos da vacina vieram revelar que, para além da proteccdo directa resultante da
imunizacdo, a vacina contribui indirectamente para o controlo da infecgdo
meningocdcica por se observar uma redugao na incidéncia da infecgao na populagao nao
vacinada (Ramsay et al., 2003). Num estudo levado a cabo no Reino Unido, entre Julho
de 2001 e Junho de 2002, Ramsay observou uma redugao de 67% na taxa de ataque na
populacdo ndo vacinada, consistente com a reducdo da taxa de portadores de estirpes
do serogrupo C. Este fendmeno é designado como protec¢do de grupo (Ramsay et al.,
2003).

2.1.2 Vacina para meningococos do serogrupo B

O desenvolvimento de vacinas para meningococos do serogrupo B (MenB) tem
constituido um desafio, uma vez que os polissacaridos capsulares B sdao fracamente
imunogénicos e a sua utilizagdo em vacinas representaria um risco para doenga auto-
imune, devido a semelhanca entre o acido poli-sidlico capsular e os residuos glicosil de
proteinas de adesdo das células neuronais humanas (Finne et al., 1983; Feavers et al.,
20009).

Até ao presente, as vacinas preparadas com base nas vesiculas de membrana externa de
estirpes selvagens sdo as Unicas que tém demonstrado eficacia contra meningococos do
serogrupo B que, desde o final da década de 1980, tém causado epidemias devido a um
subtipo predominante, que persistem durante décadas em Cuba, Noruega, Chile, Brasil e
Nova Zelandia (Tabela 1), (Sierra et al., 1991; Vermont et al., 2003; Findlow et al 2006;
Boutriau et al., 2007; Holst et al., 2009).
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Tabela 1 - Paises onde tém sido utilizadas vacinas com base em vesiculas de membrana externa de
meningococos e fendtipo das estirpes utilizadas na sua preparagao

Paises onde a vacina foi ensaiada Vacina
Chile B:15:P1.3
Cuba, Brasil, Chile B:4:P1,19,15 (Monovalente VA-MENGOC-BC)
Cuba B:4:P1.19,15 + B:4:P1.7-2,4 (Bivalente)
B:5-2,10 + B:12-1,13 + B:7-2,4 + B:19,15-1 + B:7,16 + B:5-1,2-2
Noruega
(Hexavalente)
Noruega B:4:P1.7,16 (Monovalente MenBvac®)
Noruega, Nova Zelandia B:4:P1.7-2,4 (Monovalente MenZB®)
Noruega B:15:P1.7,16 (Monovalente)

Dos constituintes das vesiculas de membrana externa, representados de forma
esquematica na figura 14, a proteina PorA é a mais imunogénica, pelo que a resposta de
anticorpos é quase exclusivamente dirigida aos epitopos desta proteina, particularmente
em criancas (Holst et al, 2009).

PorA
(Classe 1)
OpcA
(Classe 5C)\ _
%‘m— RmpM
‘L (Classe 4)
PorB

(Classe 2 ou 3)

Figura 14 - Representacdo esquematica de uma vesicula de membrana externa
e dos principais constituintes da vacina anti meningococos do serogrupo B
(adaptado de Holst et al, 2009)

Nestas porinas, que existem apenas na espécie meningitidis, existe uma grande
variabilidade nas sequéncias aminoacidicas das zonas varidveis 1 e 2, localizadas
respectivamente nas ansas | e IV da molécula proteica em folha B. Os anticorpos anti-
ansas de superficie | e IV sdo bactericidas e promovem protecc¢do pela activacdo da via
do complemento (Derrick et al 1999). A grande variabilidade genética entre a populacao
bacteriana inviabiliza o uso alargado destas vacinas.

39



Capitulo IT - A Doenca Meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

2.1.3 Novas vacinas em desenvolvimento

Idealmente, uma vacina MenB deverd ser segura e imunogénica na populacdo
pedidtrica, promover protecgao contra uma grande variedade de estirpes e ser facil de
preparar em larga escala.

A investigacdo em curso sobre esta matéria demonstrou haver a possibilidade de
reactividade cruzada induzida por antigénios de meningococos B. Sendo ja possivel
identificar, a partir do genoma completo, as sequéncias aminoacidicas de antigénios
(vacinologia reversa), o desafio é agora reconhecer a combinacdo correcta de antigénios
de modo a desenvolver uma vacina universal anti meningococos do serogrupo B
(Poolman et al., 2002).

Foram ja identificadas e produzidas em E. coli novas proteinas de membrana externa
(proteinas e lipoproteinas conservadas de superficie, adesinas e toxinas putativas), que
sdo alvos promissores para novas vacinas. Presentemente, encontra-se em fase lll de
ensaios clinicos a vacina Multicomponent Meningococcal Serogroup B Vaccine (4CMenB,
Novartis) dirigida a meningococos do serogrupo B, que contem trés proteinas
recombinantes seleccionados com base na sua capacidade de induzir anticorpos
bactericidas promotores de uma protecgao alargada: NHBA (Neisseria Heparin Binding
Antigene), NadA (Neisserial adesin A) e fHbp (factor H binding protein), construidas a
partir de externa proteinas de membrana de uma estirpe com o subtipo P1.7-2,4, nas
guais a proteina PorA é imunodominante. Prevé-se que a sua producdo com adjuvante
apropriado proporcione uma eficacia superior a 95% (Welsch et al., 2003, Giuliani et al.,
2006, http://www.novartis.com/newsroom/media-releases/en/2010/1443940.shtml,
consultado em Dezembro 2010).

Actualmente, as vacinas baseadas em N. lactamica (comensal em criangas e capaz de
promover imunidade natural aos meningococos) e nas suas proteinas de membrana
externa ou vesiculas de membrana externa, sdo também alvo de investigacdo (Oliver et
al., 2002; Li et al., 2006). Porque ndo possuem polissacarido capsular nem proteina
PorA, esta bactéria comensal pode ser utilizada em vacinas anti-meningocdcicas,
independentes do serotipo e subtipo da estirpe alvo (Bennett et al., 2008).

2.2 Tratamento

Embora a introdugdo da terapéutica antibidtica tenha melhorado enormemente o
prognodstico dos doentes, a morbilidade e mortalidade associada a doenga
meningocdocica mantém-se alta. A prioridade no tratamento destes doentes implica o
rapido diagndstico e inicio de terapéutica antibidtica adequada, para prevenir a
progressdo da infeccdo para choque séptico. Esta é a principal causa de morte em
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infeccdo invasiva por Neisseria meningitidis. Mais raramente a morte ocorre por
aumento da pressao intracraniana.

Numa fase precoce da doenca, e na auséncia de sinais e sintomas especificos (rigidez da
nuca ou presenca de petéquias), os pais e outros responsaveis podem negligenciar a
procura de cuidados médicos. Nas unidades de saude, o diagndstico, se realizado por
clinicos pouco experientes, pode ser confundido com o de doencas febris sem
gravidade, frequentes na infancia (Sorensen et al., 1992).

Embora muitos antibidticos tenham actividade in vitro contra os meningococos, apenas
os que tém suficiente penetracdo no liquido cefalorraquidiano devem ser utilizados. As
drogas de eleicdo sdo a Penicilina a Ampicilina e o Ceftriaxone. O uso do Ceftriaxone é
recomendado pela OMS desde 1997 para o tratamento empirico de meningite
bacteriana devido ao seu largo espectro e a sua longa semi vida (8 horas no soro, 14
horas do LCR), pelo que é de cdmoda administracdo com toma Unica didria durante um
periodo de apenas um a dois dias (OMS, 2007). Em paises de fracos recursos a primeira
escolha é frequentemente o cloranfenicol, privilegiando o seu baixo custo em desfavor
da sua toxicidade. O trimethoprim-sulfametoxazole ndo deve ser utilizado no
tratamento empirico dado o niumero cada vez mais elevado de estirpes resistentes. Nos
paises industrializados os antibiéticos de primeira escolha sdo [ lactamicos. Em Portugal
nao existem recomendagdes para o tratamento da DM, mas os esquemas terapéuticos
adoptados nos diferentes servicos hospitalares ndo divergem significativamente das
propostas pela OMS (Tabala 2) (Anénimo, OMS 1998).

Tabela 2 - Antibidticos utilizados no tratamento empirico de meningite bacteriana

Dl Dose Via de .
Antibidtico .. o Duragao
Criancas Adultos administragdo
Penicilina G 400000 U/Kg | 3-4 MU*/4a6h | Intravenosa >4 dias
Ampicilina ou Amoxicilina 250mg/Kg 2-3g /6horas Intra venosa >4 dias
Ceftriaxone 50-80mg/Kg 1-2g/12a24h Intra venosa >4 dias
Cefotaxima 250 mg/kg 2gqg.6h Intra venosa >4 dias

*Mega Unidades

Dados da literatura de referéncia indicam que existe um numero cada vez maior de
estirpes de meningococos com susceptibilidade diminuida a penicilina G. Essas estirpes,
que foram inicialmente identificadas em Espanha em 1985, s3o designadas como Pen',
resultam de modificacdes das PBP 2 que traduzem alteracdes no gene penA. Definem-se
como tendo uma CMI entre 0,094 mg/L e 2 mg/L (Taha M-K et al., 2006). As estirpes
produtoras de B lactamases s3o muito raras e foram isoladas em Espanha, Africa do Sul
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e Canada. A CMI a Penicilina destas estirpes nunca é inferior a 2 mg/L, podendo mesmo
ultrapassar valores de 256 mg/L. Uma CMI superior a 1mg/L conduz a faléncia
terapéutica uma vez que este limiar corresponde a concentragao do antibidtico no LCR
durante a terapéutica com Penicilina G (Taha M-K et al., 2006).

Em Franca, 33% das estirpes de meningococos sdo ja Pen' e em Espanha essa
percentagem é ainda maior (37%) (Antignac et al., 2003; Taha et al., 2006). A diminuicdo
da sensibilidade de meningococos ao Ceftriaxone nao estd documentada.

2.3 Quimioprofilaxia

A severidade da doengca meningocécica e a facil transmissdo do agente infeccioso entre
os contactos de um caso indice, exigem estratégias eficazes de controlo da infecgdo. A
qguimioprofilaxia esta indicada nos contactos proximos de cada doente para erradicagao
de Neisseria meningitidis da nasofaringe de portadores e, consequentemente, para
interromper a sua transmissdo. SO é eficaz se forem administrados antibidticos que
atingem niveis séricos apropriados e a aplicacdo topica (faringea) de antibidticos nado
produz efeito. Administra-se preferencialmente nas primeiras 24 horas que se seguem a
hospitalizagdao do doente, ndo sendo recomendada apds o décimo dia de aparecimento
do caso inicial. A droga de eleicdo é a Rifampicina, embora esteja contra-indicada nos
casos de hipersensibilidade a droga, antecedentes de hepatopatia grave, porfiria e
alcoolismo. Como farmacos alternativos recomendam-se a Ciprofloxacina nos adultos e
o Ceftriaxone nas gravidas (DGS, 1999).

Na auséncia de recomendacdes de sociedades cientificas, cada pais tem adoptado
esquemas de profilaxia préprios. Em Portugal o esquema profilatico a observar é o
seguinte (Tabela 3) (DGS, 1999) :

Tabela 3 - Antibidticos usados em profilaxia da doenga meningocdcica (DGS, 1999)

© Dose Via de .
Antibidtico - o Duragao
<1 més >1 més >18 anos administracdo
Rifampicina 5 mg/Kg /12h 10 mg/Kg/12h 600 mg/12h Oral 2 dias
Ciprofloxacina - - 500 mg/24h Oral dose Unica
Ceftriaxone* 125 mg 125 mg 250mg/24h Intramuscular  dose Unica

*Droga de elei¢do na gravida
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A Rifampicina deve também ser administrada aos doentes antes da alta hospitalar
sempre que o tratamento da doenca invasiva tiver sido feito com antibidticos que nao
evitem o estado de portador (Penicilina e Cloranfenicol) (DGS, 1999).

Relativamente a estes antibidticos utilizados na profilaxia dos contactos, ndo esta
documentada resisténcia dos meningococos a Ciprofloxacina e, embora raras, a
literatura refere estirpes resistentes a Rifampicina isoladas de doentes e de portadores
sujeitos a quimioprofilaxia com este antibidtico (Stefanelli et al. 2001).
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1 Biologia da populacao de Neisseria meningitidis

Conhecer a populagdo de Neisseria meningitidis implica conhecer as variagdes,
qualitativas e quantitativas, que ocorrem na populagdo natural. As metodologias
moleculares hoje disponiveis sao um instrumento essencial no estudo da biologia de
populacdes, pois permitem detectar diferencas genéticas nas estirpes bacterianas.
Constitui um desafio saber a contribuicdo relativa dos processos que geram essas
variagdes, principalmente mutag¢les pontuais e recombinagdo, e das forgas que
subsequentemente determinam a evolugdo, nomeadamente seleccdo e evolugao
genética (Feil et al., 2001).

Neisseria meningitidis tem uma competéncia natural para alteragdes genéticas. O
processo de transformacdo, mais do que os de conjugacdo ou de transducdo, é o que
mais contribui para a variabilidade genética observada nesta espécie e da origem a
alteracdes bem localizadas (Feil et al., 2001).

A troca de material genético implica a presenca simultanea de diferentes estirpes no
mesmo nicho. Os meningococos, como comensais frequentes da nasofaringe humana,
tém oportunidade de “receber” material genético de outros meningococos de
colonizagao e até mesmo de outras espécies comensais de Neisseria que co-existem no
mesmo nicho.

Apesar da elevada taxa de recombinagdo genética e, consequentemente, da grande
diversidade genética da populagdo de meningococos, reconhece-se o caracter clonal
raro das estirpes invasivas. Maynard Smith sugere que a populacdo de meningococos
estd dividida em duas partes: 1) uma populacdo natural livremente recombinante,
constituida por um grande numero de gendtipos pouco frequentes; 2) clones (e
complexos clonais) bacterianos recentemente emergidos, ecologicamente bem
sucedidos (Smith et al., 1993). Esse sucesso revela-se nos estudos de caracterizacdo de
estirpes invasivas e isoladas de portadores assintomaticos, quando se observa que esses
clones sdo os mais frequentes em portadores e os mais transmitidos, independente da
sua capacidade de causar doenga invasiva (Smith et al., 1993). Embora se desconhegam
as razdes da facilidade de transmissao desses clones, é possivel que a resposta imune do
hospedeiro exerca alguma influéncia. O sucesso das estirpes mais virulentas resulta do
facto de estas serem as mais frequentemente isoladas no laboratério clinico,
independentemente de elas poderem ser raras no total da populacgao.

A vigilancia epidemioldgica e as decisbes em saude publica requerem métodos de
caracterizacdo fidveis, que permitam observar a dispersdo bacteriana entre individuos,
guer sejam estes portadores assintomaticos quer sejam doentes.
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Os primeiros métodos de caracterizacdo de meningococos foram os imunoldgicos, que
detectavam variacbes na capsula, nas proteinas de membrana externa e nos lipo-
oligossacaridos (Frasch et al., 1985). As caracteristicas antigénicas dos polissacaridos
capsulares sao a base da classificagdo de serogrupos de meningococos. A diversidade
antigénica das proteinas de membrana externa de classe 1 permite a classificagao do
subtipo e as de classe 2 e 3, a definicdo do tipo. Os lipo-oligossacarigos podem
distinguir-se pelas suas caracteristicas antigénicas nas quais se baseia a classificacdo do
imunotipo.

A caracterizacdo bacteriana com base nas caracteristicas fenotipicas das estirpes
comporta numerosas limitages, nas quais se incluem um limitado painel de anticorpos
monoclonais disponivel, sempre insuficiente quando se trata de uma bactéria com uma
tdo alta taxa de recombinagao genética. Além da diversidade genética, os meningococos
exibem frequentemente variagdo de fase o que torna inadequados os métodos
fenotipicos de caracterizacdo. Estes métodos tém uma fraca reprodutibilidade intra e
inter laboratdrios, os resultados dificilmente podem ser comparados entre laboratdrios
e nao possibilitam a “quantificagao” das relagdes genéticas entre estirpes bacterianas.

Os métodos moleculares de tipagem devem ser fortemente discriminativos, de modo a
ser possivel evidenciar que estirpes com um recente ancestral comum tém um mesmo,
ou muito semelhante, tipo molecular. Este alto poder de discriminagdo pode conseguir-
se pela identificagdo de regiGes gendminas altamente varidveis (ribotipia, electroforese
em campo pulsado, etc.) ou pela identificacdo de variagdes lentamente acumuladas no
genoma, sem consequéncias na viabilidade bacteriana (multilocus enzyme
electrophoresis e multilocus sequence typing) (Maiden et al., 1998). Este ultimo tipo de
técnicas é essencial para manter uma vigilancia epidemioldgica a longo prazo.

1.1. Caracterizagdo de estirpes

Os constituintes antigénicos relevantes, Uteis para a caracterizacdo de Neisseria
meningitidis, localizam-se na parede celular: na capsula polissacaridica e na membrana
externa da parede bacteriana (Figura 15).
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Figura 15 — Estrutura da parede celular de meningococos. (Adaptado de:
http://www.chori.org/Principal Investigators/Moe Gregory R/moe research.ht
ml; data de acesso Margo de 2011)

1.1.1. Caracterizac¢ao do grupo

Sdo conhecidos 13 serogrupos, cinco dos quais estdo associados a estirpes invasivas
(serogrupos A, B, C, Y e W135) (Branham, 1953). As estirpes dos serogrupos A, B e C
causam aproximadamente 90% de todas as infecgdes no mundo. As restantes sdo
causadas por estirpes W135 e Y (Schwartz et al., 1989). Muito raros e restritos apenas a
algumas zonas geograficas, sdo os serogrupos X, Z e 29E.

Os genes que codificam as enzimas necessarias a biossintese dos polissacaridos
capsulares de N. meningitidis fazem parte de um complexo génico dentro do gene cps
(Edwards et al., 1994). Neste complexo génico existem cinco regides funcionais
designadas de A a D. A regido A contem genes especificos de grupo com variantes do
gene siaD que codifica para a sintese da polisialiltransferase necessaria a sintese do
acido sialico capsular dos grupos B, C, W135 e Y (Claus et al., 1997). O polissacarido do
serogrupo A nao contem acido sialico. A biossintese da capsula A é controlada por uma
cassette de genes contendo quatro open reading frames, designadas sacA a sacD,
provavelmente responsaveis pela polimerizacdo do N-acetil-o-manosamina fosfato, que
nao foram encontrados no genoma de meningococos de outros serogrupos (Molling et
al., 2002).

1.1.2. Caracterizac¢io de proteinas de membrana externa

O antigénio alvo da sero-subtipagem é a proteina de classe 1 da membrana externa
PorA, uma das porinas inseridas na parede celular (Hitchcock, 1989). A andlise de
sequéncias nucleotidicas do gene porA de estirpes de referéncia de N. meningitidis
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demonstrou que a diversidade antigénica do subtipo residia em zonas com sequéncias
peptidicas varidveis da proteina PorA. Estas regiGes variaveis correspondem a ansas
expostas para o exterior, na estrutura da proteina (Figura 16 e Figura 17) (Maiden et al.,
1991).

Figura 16 - Modelo molecular da porina PorA. As 8 ansas projectam-se na
superficie da membrana celular (Fonte: Derrick et al., 1999).

Existem na molécula proteica duas regides variaveis, designadas por VR1 e VR2, e uma
regido semi variavel, designada por VR3, correspondendo respectivamente as ansas |, IV
e V. Estas zonas varidveis explicam a grande diversidade de sero-subtipos que os
meningococos apresentam.

LOOP 1 LOOP 2 LooP 3

DVSLYGEIKAG| VEGRNYQLQL TEAQAANGGASGQVKVTKVTKAKSRIRTKI | SDFGSF 1GFKGSEDLGDGLKAVWQLEQD | VSVAGGGATQWGNR | ESF IGLAGEFGTLRAGRVANQFDD | ASQAIDPWOSNND
DVSLYGE IKAG | VEGRNIQAQL TEQPQVTNGVQGNQ--VKVTKAKSR IRTKI | SDFGSF 1GFKGSEDLGEGLKAVWQLEQD | VSVAGGGASQWGNR | ESF IGLAGEFGTLRAGRVANQFDD | ASQAINPWOSNND
DVSLYGE IKAG | VEGRNFQLQLTEPPSKSQPQ-----~ VKVTKAKSRIRTKI | SDFGSF 1GFKGSEDLGEGLKAVWQLEQD | VSVAGGGATQWGNR | ESFVGLAGEFGTLRAGRVANQFDD fASQATDPWDSNND
DVSLYGEIKAG | VEGRNIQLQLTEPLQ--~~~=~ NIQQPQVTKAKSRIRTKI | SOFGSF IGFKGSEDLGEGLKAVWQLEQD | VSVAGGGTRQWGNR | ESFVGLAGEFGTLRAGRVANQFDD | ASKAIDPWDSNNV
DVTLYGTIKAG|V-=--=====--| EVSRVKDAGTYKAQGGKSKTA---~~ TQI | ADFGSKIGFKGQEDLGNGMKAIWQLEQK | ASTAGTNSG-WGNR [ QSF IGLKGGFGTVRAGNLNTVLKD | SGDNVNAWESGSN
DVTLYGAIKAG|V-==--~-==-- QTYRSVEHT-~DGKVSKVETG---~~ SEI|ADFGSKIGFKGQEDLGNGLKAVWQLEQG | ASVAGTNTG-WGNK | QSFGGLKGGFGTIRAGSLNSPLKN | TDANVNAWESGKF
DVTLYGAIKAG|V~========- QTYRSVEHT--DGKVSKVETG----~- SEI | ADFGSKIGFKGQEDLGNGLKAVWQLEQG | ASVAGTNTG-WGNK | QSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKN | TDDNVNAWESGKF
DVTLYGAIKAG|V-=-------~ QTYRSVEHT--DGKVSKVETG-~-~~ SEI | ADFGSKIGFKGQEDLGNGLKAVWQLEQG | ASVAGTNTG-WGNK | QSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKN | TGANVNAWESGKF
DVTLYGTIKAG|V--==-===-~ ETSRSVAHH-~GAQADRVKTA---~~ TEI ADLGSKIGFKGQEDLGNGLKAWQI.EQK AYVSETDTG-&IEER QEEIEI;KEGEEKVEVERLNSVLKD TGG-FNPEEGKSY
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LOOP 4 LOOP 5

VASQLGI--FKRHDD|MPVSVRYDSPEF SGFSGSVQFV | PIQNSKSAYTPAYYTKDT-NNNLTLVPAVVGKPGS | DVYNAGLNYKNGGFAGNYAFKYA | RHANVGRNAFELFL1GSG-SDQAKGTDPLKNH | QVH
VASQLGI--FKRHDD |MPVSVRYDSPEFSGFSGSVQFV | PAQNSKSAYKPAYYTKDT-NNNLTLVPAVVGKPGS | DVYYAGLNYKNGGFAGNYAFKYA | RHANVGRNAFEL FL IGSATSDEAKGTOPLKNH [QVH
VASQLGI--FKRHDD|MPVSVRYDSPDF SGF SGSVQFV | PIQNSKSAYTPAHYTRQN-NTDV-FVPAVVGKPGS | DVYYAGLNYKNGGFAGSYAFKYA | RHANVGRDAFELFLLGS-TSDEAKGTDPLKNH | QVH
VASQLGI--FKRHDD|MPVSVRYDSPEFSGFSGSVQFY | PAQNSKSAY TPAHFVQQTPQSQI TLVPAVVGKPGS | DVYYAGLNYKNGGFAGNYAFKYA | KHANVGRDAFELFLLGSG-SDEAKGTDPLKNH | QVH

TEDVLGLGTIGRVES [REISVRYDSPVFAGF SGSVQYV | PRDNAN-~-DVDKYKHTSSSR-===~=mwmemn=x ESYHAGLKYENAGFFGQYAGSFA [KYAOLNTD--~~-- -AE-RVAVNTANAHPVKDY | QVH
TGNVLE ISGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYA | PKDNSG SNG ESYHVGLNYQNSGFFAQYAGLFQ|RYGEGTKK------TEYEHQVYSIPSLFVEKL | QUK
TGNVLEISGMAKREH|RYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYA | PKDNSG SNG: ESYHVGLNYQNSGFFAQYAGLFQ QVH
TGNVLEISGMAQREH|RYLSVRYDSPEFAGF SGSVQYA | PKDNSG: SNG ESYHVGLNYQNSGFFAQYAGLFQ QVH
---YLGLSNIAOPEE RHVSVRYDSPEFAGFRA-! VQYV PNDNSG---K NHS ESYHAGFNYKNSGFFVQYAGFYK|R-=-=-=-===-=ccmcme- HSYTT--=--| EKH|QVK
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Figura 17— Parte da sequéncia de aminodacidos da proteina PorA com identificacdo das ansas notdveis pela
sua variabilidade entre estirpes. (Fonte: Van der Ley et tal., 1991)

A diversidade antigénica da proteina levanta problemas respeitantes a sua
caracterizacdo por métodos imunoldgicos. De facto, existem mais de 135 sequéncia
nucleotidicas de VR1, agrupadas em 10 familias e 375 sequéncias nucleotidicas de VR2,
agrupadas em 18 familias. Esta tdo grande diversidade que permanentemente vai
ocorrendo, inviabiliza a producdo de anticorpos monoclonais. Verifica-se que, com o
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painel de anticorpos monoclonais disponivel, cada vez ha um maior nimero de estirpes
ndo subtipaveis (NST) e um grande nimero de reacgdes cruzadas. N3o é possivel, com o
uso de anticorpos, diferenciar a maioria das variantes dentro da mesma familia. Por esta
razdo, adoptou-se a técnica de sequenciagao dos dois alelos do gene porA que codificam
para VR1 e VR2, para caracterizagdo do subtipo de Neisseria meningitidis. A
nomenclatura é a proposta por Russell (Russell et al, 2004):
e A designagdo do subtipo é precedida por P1 (proteina de classe 1);
e A sequéncia de cada zona variavel (VR1 ou VR2) é identificada por um nimero
qgue designa a familia e um outro que designa a variante dentro da mesma familia;
e Os numeros que designam a familia e a variante sdao separados por um hifen;
e A designacdo das duas zonas variaveis é ordenada (VR1 precede VR2) e separada
por uma virgula (exemplo P1.5-2,10-1).

A outra porina localizada na membrana externa de meningococos é designada por PorB
e é o alvo da caracterizagdo do tipo. Esta porina compreende duas classes de proteina de
membrana externa, classe 2 e 3, designadas assim com base no seu tamanho
identificado em SDS-PAGE.

Nesta proteina, as variagdes nucleotidicas ocorrem dispersas em seis ansas expostas
para o exterior da molécula. Dada a diversidade antigénica, o painel de anticorpos
disponivel tornou-se também insuficiente para caracterizagao imunolégica do tipo de
meningococos e o numero de estirpes ndo tipdveis (NT) foi sendo cada vez maior. A
caracterizacao por sequenciacao seria tdao dispendiosa, uma vez que todo o gene porB
teria que ser sequenciado, e a informacdo adicional seria tdo pouco relevante, que esta
caracterizacdo deixou de ser feita a partir de 2007, por recomendac¢dao do EMGM.

Para uma mais completa tipagem das estirpes, é recomendada a caracterizagdao da
proteina FetA, uma proteina de membrana externa receptora do ferro.

1.1.3. Caracterizacao do tipo electroforético e do tipo de sequéncia

Considerando que os genes housekeeping (Figura 18) estdo sujeitos a uma pressao
selectiva estavel, estes podem ser utilizados como marcadores genéticos, alvo de
tipagem molecular.
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Figura 18 - Localizagdo de genes housekeepin no mapa do genoma de Neisseria
meningitidis (adaptado de Maiden, 1998)

A primeira técnica capaz de reconhecer variagdes alélicas e identificar linhagens que tém
uma mais alta capacidade de causar doenca foi a de multilocus enzyme electrophoresis
(MLEE).

Esta técnica detecta variacdes nucleotidicas que se traduzem em diferencas nas
sequéncias de aminoacidos de enzimas, reveladas pelas diferencas nas suas mobilidades
electroforéticas em gel de amido. O perfil electroforético das 20 enzimas analisadas
constitui uma medida indirecta de alteragdes genéticas. Contudo, muitas alteragdes na
estrutura primaria ndao tém tradugao na mobilidade electroforética da proteina, o que é
uma limitacdo da técnica para estudo da diversidade genética. Esta técnica de dificil
execucdo tem ainda como desvantagem a dificuldade na comparacdo inter laboratorial
de resultados. (Selandes et al., 1986).

Estudos realizados a partir dos dados obtidos da tipagem de meningococos por MLEE
identificaram as linhagens mais frequentemente associadas a infeccdo invasiva grave,
agrupadas em clusters (complexos clonais) de tipos electroforéticos muito préoximos nos
dendrogramas que resultaram dos perfis electroforéticos (Caugant et al., 1986 a).
Maiden definiu como “hiper-invasivas” as estirpes que tém uma maior capacidade de
causar doencas e, de entre essas, as estirpes “hiper-virulentas”estdo habitualmente
associadas a doenca particularmente severa (Maiden, 2002 a). As linhagens hiper
virulentas emergem esporadicamente da populacdo bacteriana e lentamente
diversificam-se a medida que alteragdes dispersas no genoma se vao acumulando. Estas
alteragdes, como foi ja referido, resultam muito mais frequentemente de recombinacao
genética do que de mutagdes.
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Com o advento das técnicas de sequenciacdo automatica, foi desenvolvida a técnica de
multilocus sequence typing (MLST), com a intencdo de que as duas técnicas, MLEE e
MLST, originassem resultados concordantes (Maiden et al., 1998). A sequenciacdo de
multiplos genes essenciais possuindo, contudo, algum nivel de diferenciagdo, deve
identificar cada uma das linhagens hiper virulentas tal como na técnica de MLEE,
distingui-las entre si e da grande maioria das estirpes de meningococos.

A técnica de MLST baseia-se na identificagdo/classificagdo de alelos presentes em cada
um dos loci de sete genes essenciais. De cada locus é feita a sequenciacdo de um
fragmento interno de cerca de 500 pb e cada sequéncia diferente é designada como um
alelo diferente, identificado com um numero. Os alelos presentes em cada um dos sete
loci ddo origem a um perfil alélico que define um tipo de sequenciacdo ou ST (sequence
type) de cada estirpe. Com base no perfil alélico obtido por MLST é possivel conhecer a
proximidade genética entre estirpes, uma vez que estirpes que partilham pelo menos
guatro alelos, sdo elementos do mesmo complexo clonal e podem ser consideradas
como tendo um ancestral comum (Maiden et al., 1998). Em muitos casos € possivel
identificar um ST central que normalmente tem o perfil alélico predominante.

A técnica de MLST permite avaliar o peso relativo dos fendmenos de recombinacdo e de
mutagao ocorridos ao longo do processo de diversificagdao clonal. Permite identificar
clones hiper virulentos (HV) existentes ou emergentes e a sua dispersao global.

As técnicas de MLEE e de MLST vieram demonstrar que existe uma muito maior
diversidade genética em estirpes isoladas de portadores do que nas estirpes isoladas de
doenca invasiva (estirpes hiper virulentas) e que a maioria das estirpes invasivas de
Neisseria meningitidis se agrupa num numero limitado de complexos clonais: ST-8, ST-
11, ST-32, ST-41/44 e ST-269 (Yazdankhah et al., 2004). Presumivelmente, um complexo
clonal emerge da diversificagdo de um clone bem adaptado, de baixa viruléncia e
facilmente transmissivel entre hospedeiros.

A caracterizagdo por MLST de estirpes do cc ST-11/ET-37 evidenciou que o clone ET-15 é
uma variante de um gendtipo ja conhecido deste complexo, com uma mutagao pontual
na posicao 640 do gene fumC (gene housekeeping). As estirpes do clone ET-15 tém-se
revelado mais virulentas do que as dos restantes elementos do mesmo complexo clonal,
estando associadas a uma taxa de letalidade mais alta e a uma maior proporc¢ao de
sequelas graves (Krizova et al., 1995). Por ser esta uma potencial causa de letalidade
aumentada, a diferenciagdo de estirpes ET-15 é importante e foi realizada nas estirpes
incluidas neste estudo.

Aos complexos clonais estdao associadas caracteristicas de viruléncia e de
transmissibilidade que justificam as quatro formas que, sob o ponto de vista
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epidemioldgico, a doenga meningocdcica pode apresentar — endémica, hiper-endémica,
surtos localizados e epidémica (Tzanakaki et al., 2001).

1.1.4. Genétipos e nomenclatura

Presentemente a tipagem de estirpes de meningococos € inteiramente realizada por
métodos moleculares. O fendtipo é agora geneticamente definido e as suas
caracteristicas s6 ndo serdao conhecidas na auséncia do gene. Devera entdo alterar-se a
designacdo para genatipo.

De acordo com as recomendages do EMGM publicadas em 2007 (Jolley et al., 2007) a
designacdo do gendtipo deve referir o grupo: as duas VR de PorA: o tipo de FetA: o ST
(coplexo clonal). A notificacdo A representa a auséncia de gene e o hifem (-) significa um
ST ndo incluido em nenhum complexo clonal (Jolley et al., 2007). Exemplo — B:P1.5-
2,A:F1-8:ST-16(-). Esta nomenclatura é a adoptada para designar as estirpes de
meningococos caracterizadas no dmbito deste trabalho ou referidas na literatura de
referéncia.

Sob o ponto de vista evolucionista, os clones s3ao entidades efémeras, quando
comparados com estirpes clonais de Escherichia coli, nas quais se reconhece uma baixa
taxa de recombinac¢do. Cada clone emerge de um Unico gendtipo bem adaptado, cuja
frequéncia aumenta sob pressdo selectiva, até alcancar uma frequéncia observavel na
populacdo bacteriana (comensal e invasiva). Tipicamente os clones existem durante
décadas. Durante esse tempo diversificam-se por acumulagao de DNA recombinante ou
por mutacdes pontuais, dando origem a complexos clonais. As altas taxas de
recombinacdo genética, caracteristicas nesta espécie, tornam os clones instaveis. Apds o
aparecimento e dispersao rapidos (duracdo variavel), as estirpes clonais desaparecem.

Presume-se entdo que as estirpes de complexos clonais hiper-virulentos (Tabela 4) e ndo
hiper-virulentos, que tém sido isoladas de portadores assintomaticos e de doentes,
venham a desaparecer e venham a ser “substituidas” por outras. O impacto das novas
estirpes emergentes na populacdo depende de vdrios factores, nomeadamente da
velocidade de dispersdao, dos factores de viruléncia que acumulem e do grau de
adaptacdo a pressdo da resposta imunoldgica humana.

A tabela 4 indica as oito linhagens hiper-virulentas mais frequentemente responsaveis
por doenca invasiva no mundo inteiro.
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Tabela 4 - Linhagens hiper-invasivas de Neisseria meningitidis (adaptado de Maiden, 2002 a)

Designacgao Designacgao Caracteristica Associagao ao
(MLEE) (MLST) epidemioldgica serogrupo

Subgrupos do
serogrupo A:

Subgrupo /Il Complexo ST-1  Pandémico A

Subgrupo Il Complexo ST-5  Pandémico/epidémico A

Subgrupo IV Complexo ST-4  Epidémico A
Cluster A4 Complexo ST-8  Epidémico, esporadico BeC

Principalmente C.

Complexo ET-37 Complexo ST-11  Epidémico, esporadico Também B, Y e W123

Principalmente B mas

Complexo ET-5 Complexo ST-32  Hiper-endémico também C
Linhagem 3 Complexo ST-41 Hlper-?ﬁdemlco, Prmupalmente B mas
esporadico também C
Epidémico(?), Principalmente B mas
Complexo ST-269 esporadico (?) também W135

Sob o ponto de vista evolucionista, os clones sdo entidades efémeras, quando
comparados com estirpes clonais de Escherichia coli, nas quais se reconhece uma baixa
taxa de recombinacdo. Cada clone emerge de um Unico genétipo bem adaptado, cuja
frequéncia aumenta sob pressdo selectiva, até alcangar uma frequéncia observavel na
populacdo bacteriana (comensal e invasiva). Tipicamente os clones existem durante
décadas. Durante esse tempo diversificam-se por acumulacdo de DNA recombinante ou
por mutacbes pontuais, dando origem a complexos clonais. As altas taxas de
recombinacdo genética, caracteristicas nesta espécie, tornam os clones instaveis. Apds o
aparecimento e dispersdo rdpidos (duracdo varidvel), as estirpes clonais desaparecem.

Presume-se entdo que as estirpes de complexos clonais hiper-virulentos e nao hiper-
virulentos, que tém sido isoladas de portadores assintomaticos e de doentes, venham a
desaparecer e venham a ser “substituidas” por outras. O impacto das novas estirpes
emergentes na populacdo depende de varios factores, nomeadamente da velocidade
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de dispersdo, dos factores de viruléncia que acumulem e do grau de adaptacdo a
pressdo da resposta imunoldgica humana.

1.2. O fenomeno com alteragdo capsular

Sendo a vacinacdo a forma mais eficaz de controlo da doenca, as consequéncias do seu
emprego regular, ou de campanhas de vacinagdo em massa, devem ser monitorizadas,
ja que a vacina pode induzir alteragdes capsulares indesejaveis. As estirpes de
meningococos podem alterar o fendtipo capsular por recombinacdo apods aquisicdo de
alelos que codificam para a biossintese da cépsula. Este fendmeno de alteracdo da
capsula (capsular switching) é um exemplo de mecanismo genético que proporciona a
bactéria alteragBes subitas, particularmente quando sujeita a pressdao selectiva,
resultante da imunidade natural ou induzida por vacinagao. A transferéncia horizontal
de genes ocorre presumivelmente durante a fase de co-coloniza¢do da nasofaringe com
pelo menos duas estirpes diferentes (Linz et al. 2000; Swartley et al. 1997). A deteccdo
destas estirpes recombinantes ja foi relatada quer em paises sem politica de vacinacao
implementada (Stefanelli et al.2003; Kriz et al. 1999) quer em paises onde se registaram
campanhas de imunizacdo em massa (Alcald et al.2002). Esta capacidade de alterarem
as caracteristicas da capsula, confere aos meningococos vantagens selectivas uma vez
gue assim se evadem da acg¢do bactericida, da opsonizacdo ou acg¢ao neutralizante de
anticorpos anticapsulares previamente existentes, resultantes da imunidade natural ou
induzida pela vacina (Swartley et al.1997). Em Portugal, se bem que a vacina conjugada
anti-meningococos do serogrupo C sé tenha sido introduzida no PNV em Janeiro de
2006, no Inverno de 2002 registou-se uma vacinagao em massa por iniciativa dos pais ou
dos médicos pediatras, devido ao aumento do numero de casos de DM e consequente
alarme publico. O fendmeno de alteragdo capsular deve por isso ser monitorizado, com
a intencdo de se detectar o aumento do numero total de casos de doenca devido a uma
hipotética faléncia vacinal. A verificar-se, a faléncia vacinal modifica a dinamica esperada
da DM e é por isso uma variavel a ser considerada no desenvolvimento do modelo.
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2 Dispersdo geografica de estirpes hiper virulentas

A primeira descricdo de surto do que parecia ser meningite meningocadcica foi feita por
Vieusseux. Em 1805 este médico suico observou em Genebra uma doenca que persistiu
durante trés meses, afectou sobretudo criancgas e jovens e causou 33 mortes.

A mobilidade das populagdes, quer por motivos de turismo quer de procura de trabalho
em paises distantes, facilita a dispersdao geografica das estirpes de meningococos e a
introducdo de novos gendtipos em novos territérios. Os novos portadores transmitem
novas estirpes a uma populagdo ndao naturalmente imunizada para essas novas estirpes,
ficando por isso mais vulneravel a infec¢do. Dependendo das caracteristicas de
viruléncia e de colonizagdo/transmissdo das estirpes, as consequéncias dos movimentos
populacionais sdo, a curto prazo, dificeis de estimar, mas tém sido no mundo inteiro,
causa de surtos e epidemias.

Reconhece-se o caracter regional da incidéncia da DM e da distribuicdo dos serogrupos,
bem como a significativa flutuacdo ciclica na ocorréncia de surtos e epidemias.

A caracterizagdo antigénica e genotipica de Neisseria meningitidis (serogrupo, subtipo e
ST) tém sido fundamentais para compreender a histéria natural e a evolugdo da
bactéria, bem como a dispersdo das estirpes bacterianas e da doenga meningocdcica.
Estudos de caracterizacdo molecular de estirpes isoladas de portadores assintomaticos e
de doentes revelaram que:
e Apesar da sua reputagdo, os meningococos sdao normalmente comensais
inocentes da nasofaringe de adolescentes e adultos.
e A populagdo de meningococos caracteriza-se por uma grande diversidade
genética
® Apenas uma minoria de gendtipos (estirpes hiper virulentas) sdo responsaveis
pela maioria dos casos de infecgdo invasiva
e As diferentes linhagens hiper virulentas tendem a estar associadas a
caracteristicas epidemioldgicas particulares
® Algumas linhagens hiper virulentas estdo particularmente associadas a doenca
severa (Brehony et al., 2007)

A incidéncia anual da DM varia nas diferentes regides geograficas entre 1 por 100 000 e
1000 por 100 000 habitantes. Em Portugal, os maiores surtos de meningite
meningocdcica de que ha registo ocorreram em 1943 (1516 casos). Nas ultimas décadas
a DM tem tido um caracter endémico, com taxas de incidéncia que se mantiveram altas,
variando entre 1.82 e 3.23 casos por 100 mil habitantes. A partir de 2003 a taxa de
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incidéncia diminuiu, situando-se no intervalo de 1.25 a 1.99 casos/100 mil, citado como
esperado para a maioria dos paises industrializados em situacdo ndo epidémica, durante
o mesmo periodo (DGS 2007) e para valores inferiores a 0,3 casos /100 mil a partir de
2006 (dados ndo publicados do INSA e DGS).

A Africa subsaariana tem um padrio epidemiolégico muito particular, que se caracteriza
por um padrdo ciclico de epidemias, causadas principalmente por Neisseria meningitidis
do grupo A. Aqui, a incidéncia aumenta no fim da época seca e declina rapidamente
apos o inicio das chuvas. Durante os picos epidémicos a incidéncia da DM pode atingir 1
000 por 100 000 habitantes (Deuren, 2000). A regido designada como “Cinturdo Africano
da Meningite” foi primeiramente descrito por Lapeyssonnie em 1963 e compreendia 10
paises — Burkina Faso, Gana, Togo, Benin, Niger, Nigéria, Chad, CamarGes, Republica
Centro-Africana e Suddo (Lapeyssonnie L, 1963). Mais tarde, a Etidpia, Mali, Guiné,
Senegal e Gambia foram incluidos no que passou a designar-se Cinturdao Alargado da
Meningite (Figura 19).
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Figura 19 — Distribuicdo do risco de doenc¢a meningocdcica nos paises africanos com evidéncia da zona
designada por Cinturdo Africano da Meningite.

Fonte: http://www.travmed.com/health guide/images/Chapter10/Meningitis,%20Central%20Africa.gif, data de
acesso:04-12-2010)
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2.1 Subgrupos genémicos do serogrupo A

Estirpes do serogrupo A podem causar grandes epidemias, com taxas de incidéncia

superior a 500 por 100 000 habitantes, envolvendo por vezes varios paises ou

continentes num curto periodo de tempo.

A caracterizacdo genotipica das estirpes epidémicas do serogrupo A indica que as

grandes epidemias causadas por estirpes deste serogrupo se devem a dispersao global

de apenas alguns clones bacterianos (Harrison et al., 2009). Dos oito subgrupos

genéticos, apenas o | e o lll sofreram essa dispersdao pandémica. Os restantes, embora

associados a graves epidemias, tém mostrado uma distribuicdo geografica mais contida:

O subgrupo IV-1 foi causa de doenca endémica e epidemias na Africa Ocidental,
entre o inicio dos anos 1960 e 1980.

Durante as duas Guerras Mundiais o subgrupo IV-2 esteve na origem de
epidemias nos Estados Unidos e Reino Unido.

Os subgrupos V, Vil e VIII tém sido isolados na China
O subgrupo VI tem sido identificado apenas na Russia e Europa Oriental

O subgrupo | foi isolado pela primeira vez no Reino Unido em 1941. No inicio
dos anos 1960 foi identificado no Norte de Africa e em paises do Cinturdo
Africano da Meningite. No inicio da década de 70 causou epidemias no Brasil,
Estados Unidos e Canada. No final da mesma década foi responsavel por
epidemias na Nigéria e no Ruanda. Tem sido isolado na Africa do Sul desde
1968, onde causou uma epidemia entre refugiados mocambicanos em 1991. Na
Nova Zelandia e Australia causou epidemias nas décadas de 80 e 90.

O subgrupo Ill causou duas pandemias com origem na China. A primeira, com
inicio na década de 60, dispersou-se até a Russia, Roménia, peninsula da
Escandinavia e Brasil. No inicio da década de 80 teve inicio a segunda pandemia
que se dispersou inicialmente para o Nepal e India. Depois do Hajj de 1987, o
clone dispersou-se da Arabia Saudita para todos os continentes, transmitida
pelos peregrinos de regresso aos seus paises de origem. Foram registados casos
de DM nos Estados Unidos, Reino Unido e Franca entre os viajantes e seus
contactos contudo, as medidas de controlo implementadas anularam a
transmissao e ndo se registaram epidemias. No continente Africano, onde o
subgrupo lll ndo fora previamente identificado, o clone dispersou-se causando
graves epidemias, ciclicamente desde 1988 até agora. Inicialmente a Etidpia,
Sudao, Chad e Quénia e, a partir de 1990, outros paises africanos dentro e fora
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da tradicional regido epidémica sofreram epidemias. Em 1996 uma nova
epidemia causada pelo subgrupo Il devastou a regido subsaariana de Africa,
tendo-se registado mais de 150 000 casos de DM e 16 000 mortes. Em 1999 o
Sudado registou a terceira epidemia em 10 anos e o Senegal foi atingido pela
primeira vez por uma epidemia por subgrupo Ill (Caugant, 2001).

2.2 0 complexo ST-32/complexo ET-5

As estirpes do complexo ST-32/complexo ET-5 sdo maioritariamente epidémicas e do
serogrupo B. Caracteristicamente, as estirpes epidémicas estdo associadas a uma
elevada taxa de letalidade, consequéncia da elevada propor¢ao de casos que decorrem
com septicemia. E também caracteristico o pico de incidéncia em adolescentes e a sua
lenta transmissibilidade, da qual resultam ondas epidémicas prolongadas, com um
aumento gradual do nimero de casos até ao pico epidémico e um declinio bastante
lento (Caugant, 1998).

Um estudo retrospectivo revelou que a primeira estirpe do complexo ST-32/complexo
ET-5 foi isolada de um doente da Noruega, em 1969. Cinco anos mais tarde tinha inicio
uma epidemia na Noruega e, desde entdo, epidemias tém sido registadas em vastas
regioes geograficas:

® A epidemia na Noruega, em 1975, foi a primeira de que ha registo. Em uma
década alastrou da regido norte a todo o pais. A caracterizagdao antigénica das
estirpes epidémicas evidenciou que o fenédtipo B:15:P1.7,16 era predominante
(Lystad et al., 1991)

* Simultaneamente, Espanha registava o aumento de DM por serogrupo B e surtos
em varias regides. As estirpes epidémicas revelaram-se do complexo ET-5,
predominando o fendtipo B:4:P1.19,15 (Caugant et al., 1986 b)

e A partir de estes dois focos, nos anos seguintes o complexo ST32/complexo ET-5
dispersou-se pela Europa ocidental, onde se registou um aumento de incidéncia
de DM e a ocorréncia de surtos localizados

e Em 1980, registaram-se graves epidemias em Cuba causadas por estirpes com o
mesmo fendtipo das estirpes epidémicas espanholas. Estas alcangaram a

Florida e, em 1981-1982, registaram-se surtos nas comunidades cubana e
hispanica de Miami (Caugant et al., 1986 b)
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e Em 1985 registou-se uma grave epidemia na cidade chilena de Iquique que se
dispersou por todo o pais. As estirpes apresentavam novos epitopos expressando
o fendtipo B:15:P1.3 (Caugant et al., 1986 b; Cruz et al., 1990)

* No final da década de 80 registou-se no Estado de Sdo Paulo um grave aumento
da incidéncia de DM, que se verificou relacionar-se com estirpes ET-5 recém
introduzidas no Brasil. As estirpes eram antigenicamente semelhantes as estirpes
epidémicas de Cuba (Sacchi et al., 1992)

®  Noinicio dos anos 1990 o complexo ET-5 foi identificado na Argentina

® Em meados da década de 90, apds um periodo de incidéncia baixa de doenca no
Norte da Europa, registaram-se graves surtos na Islandia e Finlandia

e Em Marrocos, entre 1992 e 1994 um terco das estirpes invasivas isoladas eram
B:4:P1.19,15 do complexo ET-5

® Em 1994 registou-se um aumento de incidéncia de DM por serogrupo B nos
Estados americanos de Washington e Oregon, associada a estirpes do complexo
ET-5, com as caracteristicas antigénicas das estirpes epidémicas da Noruega
(Reeves et al., 1995)

e No periodo entre 1998 e 2003 a estirpe norueguesa (B:15:P1.7,16) foi prevalente
no Brasil (Baethgen et al.,2008 )

® Entre 2003 e 2005 registaram-se surtos na regido de Dieppe (Seine-Maritime,
Norte de Franga) associados a uma taxa de letalidade particularmente elevada
(16%) (Rouaud et al., 2006).

2.3 0 complexo clonal ST-11/complexo ET-37

O complexo ST-11/complexo ET-37 compreende um conjunto de clones que tém estrado
associados a doenga epidémica. Compreende estirpes dos quatro serogrupos que
contém 4acido N-acetil neuraminico (B, C, W135 e Y), todas expressam uma proteina de
membrana externa de classe 2, normalmente 2.2a, e frequentemente o subtipo P1.5,2
ou P1.5,2b (Wang et al., 1993). A primeira estirpe identificada do complexo ET-37 era do
serogrupo B e foi isolada nos Estados Unidos da América em 1917.

e A primeira epidemia documentada ocorreu nos anos 60, em recrutas do exército
americano (Wang et al., 1993)
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® No inicio da década de 70 o Brasil registou surtos de DM por estirpes C do
complexo ET-37, que antecederam a epidemia por subgrupo lll;

e No final da mesma década a Africa do Sul conheceu epidemias por estirpes do
serogrupo B;

e Durante toda a década de 1980, estirpes do serogrupo C deste complexo clonal
foram responsaveis por casos esporadicos e surtos localizados nos Estados
Unidos, Canada, Europa e Africa (serogrupo C, W135 ou Y) (Wang et al., 1993).
Na maioria das estirpes epidémicas do Canada verificou-se existir uma mutacdo
no lucus da fumarase, caracteristica de um novo ET designado ET-15;

* No conjunto de paises europeus notificadores para o projecto EU-IBIS ou ECDC
em apenas alguns (Espanha, Bélgica, Holanda, Irlanda, Islandia, Portugal e Reino
Unido) observou-se um aumento de casos por serogrupo C, devido a dispersdo
do complexo clonal ST-11, entre o final dos anos 1990 e o inicio de 2000
(Harrison et al., 2009).

2.4 0 complexo clonal ST-8/cluster A4

Este complexo contem estirpes dos serogrupos B e C que estdo associadas a ondas
epidémicas e hiper endémicas. Caracteristicamente expressam uma proteina de
membrana externa de classe 2, normalmente 2.2b.

A primeira estirpe do cluster A4 foi identificada na Holanda em 1961.

2.5 0O complexo clonal ST-41-44/Linhagem III

Estirpes de um complexo clonal designado linhagem Il foram identificadas pela primeira
vez na Holanda, em 1980. Durante toda a década de 1990 este cc tornou-se o mais
prevalente no pais, representando cerca de 20% das estirpes invasivas. Embora ndo
esteja associado a grandes epidemias, notou-se na Holanda um aumento de estirpes do
serogrupo B (B:4:P1.4) concomitante com uma maior frequéncia de estirpes do cc ST-41-
44/linhagem lIl. Posteriormente estirpes idénticas foram identificadas noutros paises
europeus, na Nova Zelandia e no Chile, evidéncia de que este complexo clnal dispersou-
se ja por varios continentes (Caugant, 1998).
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2.6 O complexo clonal ST-269

O cc ST-269 é um complexo de estirpes emergente com grande heterogeneidade
genética, ainda mal conhecido, no qual se incluem estirpes isoladas de portadores
assintomaticos e estirpes invasivas, maioritariamente do serogrupo B. Os primeiros
registos de estirpes do cc ST-269 referem-se a dois casos de doenca invasiva na Holanda,
em 1970 (Law et al., 2006).

Apesar de ndo se conhecerem registos de grandes surtos, estirpes deste complexo
parecem estar a dispersar-se e gradualmente e a tornarem-se endémicas na Europa e no
Norte do continente americano.

2.7 OserogrupoY

Até a década de 1990 as estirpes do serogrupo Y representaram apenas 2% das estirpes
invasivas notificadas no sistema de vigildancia americano (US surveillance for
meningococcal disease). A proporcdo de casos de DM por estirpes deste serogrupo
aumentou para 10,6% em 1992 e 32,6% em 1996 (Rosenstein et al., 1999).

Também no Canada se observou o aumento de incidéncia de doenga invasiva por
serogrupo Y. O aumento da proporgao de casos por serogrupo Y comegou a ser notado
na provincia de Ontario, que registou 17% de DM por serogrupo Y entre 1999 e 2001, e
em 2003 a propor¢do de casos no pais era ja de 21,9% (Public Health Agency of Canada,
2006).

Num estudo realizado em 434 estirpes invasivas de meningococos isolados na Colémbia
entre 1994 e 2006, conclui-se que a proporc¢ao de casos por serogrupo Y aumentou de
0% em 1994 para 50% em 2006 (Agudelo et al., 2008).

2.8 O serogrupo X

Pequenos surtos de DM causados por estirpes do serogrupo X foram observados pela
primeira vez em Africa na década de 1960, no Niger e no Gana e posteriormente na
América do Norte, Australia e Europa. Nalguns casos a doenga invasiva por estirpes do
serogrupo X esta associada a deficit de imunidade, particularmente deficiéncias do
complemento e SIDA (Gagneux et al., 2002).

Até aos anos 2000 a incidéncia de casos por serogrupo X manteve-se baixa em Africa,
com nove casos registados no Gana em 2000 e 134 casos registados no Niger entre 1995
e 2000. Contudo, entre Janeiro e Junho de 2006, registou-se um surto no Niger com 51%
de 1139 casos confirmados de meningite meningocdcica causados por meningococos do

63



Capitulo III - Variabilidade genética de Neisseria meningitidis

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

serogrupo X. No mesmo periodo registaram-se pequenos surtos em localidades
fronteiricas, o que constitui um alerta para a possibilidade de dispersao de estirpes
virulentas do serogrupo X em regides da costa ocidental de Africa (Materu et al., 2007).

As estirpes africanas caracterizam-se por uma mais baixa variabilidade genética
comparativamente as estirpes isoladas na Europa e Estados Unidos. Possivelmente, para
isso contribui o facto de ser baixa a taxa de portadores assintomaticos em Africa, nos
periodos inter-epidémicos, havendo assim uma menor probabilidade de transferéncia
horizontal de material genético durante o periodo de colonizagdo (Gagneux et al., 2002).

A introducdo de vacinas no plano de vacinacdo de alguns paises industrializados tem
demonstrado ter um forte impacto na epidemiologia da doenca meningocdcica.
Assinale-se, por exemplo, a experiéncia no Reino Unido, onde o nimero de casos de DM
causado por estirpes do serogrupo C mais do que duplicou entre os anos
epidemioldgicos 1994-95 e 1995-96 e a tendéncia crescente na incidéncia da doenca se
manteve até 1999, a proporc¢do de casos por serogrupo C (principalmente do fendtipo
C:2a:P1.5:ST-11) decresceu de 34,4% em 1999 para 4,2% em 23003-04, depois da
introducdo da vacina MenC no plano nacional de vacinag¢do (Kaczmarski et al., 2006).
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1 Introducao

O sistema da Doenga Meningocdcica é descrito utilizando varidveis que sao definidas
com base em dados demograficos e epidemioldgicos da DM bem como em dados
laboratoriais que resultam da caracterizacdo de estirpes de meningococos.

Em Portugal, a partir de Setembro de 2002, a notificagdo da DM incluiu, para além da
notificacdo clinica ja obrigatdria a partir de 1939, a notificacdo laboratorial, por
imposicdo do Programa de Vigilancia Integrada da Doen¢a Meningocdcica, criado em
Setembro de 2002 por circular normativa da Direccdo Geral da Saude (DGS, 2002)
(anexo I).

A partir de entao, a DGS estabeleceu uma parceria com o Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge (INSA) para conduzirem esta vigilancia que obriga ndo s6 a confirmagdo
laboratorial de todos os casos clinicamente suspeitos, por métodos culturais ou nao
culturais, mas também a caracterizacdo de estirpes.

Competiu ao INSA desenvolver e implementar as metodologias laboratoriais necessarias
para o diagnodstico e caracterizacdo de estirpes invasivas de Neisseria meningitidis e
estabelecer uma rede laboratorial de modo a reunir estirpes e informacdo. Em Outubro
de 2002, o INSA criou a rede de vigilancia VigLab-Doenga Meningocédcica, que inclui
todos os laboratérios da rede hospitalar nacional publica e privada e o Laboratério
Nacional de Referéncia de N. meningitidis do actual Departamento de Doengas
Infecciosas (DDI) do INSA. Este laboratorio recebe dos laboratérios hospitalares todas as
estirpes de N. meningitidis isoladas em cultura e, de casos clinicamente suspeitos com
cultura negativa, recebe amostras clinicas (soro e/ou liquor) para pesquisa de ADN por
PCR em tempo real (Anexo ).

A componente experimental desta tese tem por objectivo obter dados que permitam
quantificar as varidveis que afectam o sistema dindmico da DM e que serao
consideradas no desenvolvimento do modelo. O trabalho laboratorial foi realizado no
Laboratério Nacional de Referéncia de Neisseria meningitidis do Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge, incidiu sobre amostras clinicas e estirpes de meningococos
recebidas neste laboratério no ambito do Sistema de Vigilancia Epidemioldgica
Integrada da Doenga Meningocdcica, entre 1 de Outubro de 2002 e 30 de Junho de 2010
e compreende as seguintes tarefas:

- Pesquisa de DNA de Neisseria meningitidis em amostras clinicas com cultura
negativa para confirmag¢ao de doenga invasiva. A introdugdo desta pesquisa na
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rotina laboratorial permitiu conhecer com mais rigor o niUmero de casos de doenca
e, consequentemente, melhorar a qualidade dos dados relativos a incidéncias;

- Caracterizacao do grupo;
- Pesquisa de alteracOes capsulares;

- Caracterizagao molecular de estirpes cultivaveis e ndo cultivaveis. O conhecimento
dos gendtipos que circulam em Portugal ao longo do tempo permite conhecer a
dindmica da sua introducdo e dispersdo no pais, o que constitui um dado
fundamental para o desenvolvimento do modelo da DM;

- Testes de susceptibilidade aos antibidticos utilizados em terapéutica e na profilaxia
dos contactos. Os resultados decorrentes deste estudo contribuem para avaliar a
qualidade das medidas de controlo da doenga invasiva.

Além da vacinagdo, a instituicdo precoce de antibioterapia adequada e a
quimioprofilaxia dos contactos sao factores determinantes no controlo da DM.

Com o objectivo de quantificar a influéncia das medidas de controlo na dindmica da DM
estudou-se a susceptibilidade a Penicilina por ser este um dos dois antibidticos beta
lactamicos utilizado na terapéutica da DM. Nao se estudou a susceptibilidade ao
Ceftriaxone por ndo ser conhecida a diminui¢cdo de susceptibilidade a este antibidtico.
Estudou-se também a susceptibilidade aos antibidticos utilizados na profilaxia dos
contactos, a Ciprofloxacina e a Rifampicina.

Seria desejavel que o método de difusdao em disco de Kirby e Bauer fosse adequado a
determinagdo do padrao de sensibilidade de Neisseria meningitidis aos antibioticos. Isso
possibilitaria a realizagao do teste nos laboratérios hospitalares e a confirmagao, em
tempo util, da eficacia dos antibidticos usados empiricamente em terapéutica e em
profilaxia. Contudo, apesar dos varios estudos que tém sido feitos com o objectivo de
optimizar o teste de difusdo em disco, principalmente para detectar a susceptibilidade a
Penicilina, muitos argumentos contra a sua utilizagdo tém sido considerados validos,
nomeadamente pela EMGM (Nicolas et al., 1998, Block et al., 1998, Campos et al., 1987
e 1992). A determinagdo da concentragdo minima inibitéria é entdo o método de
escolha e, ndo estando ao alcance da maior parte dos laboratdrios de rotina, € uma
competéncia dos laboratdrios de referéncia.
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2 Material e metodologia laboratorial

2.1 Estudo de incidéncias, da apresentagdo e evolugdo clinica
da doenca meningocdcica

Sendo a doenga meningocdcica uma doenca sazonal, com um pico de incidéncia que em
zonas temperadas se regista no inverno (Andrew et al., 2002), considerou-se que a
analise dos dados de incidéncias, bem como de todos os outros que contribuem para um
melhor conhecimento da doenga e da sua epidemiologia, deve ser feita por ano
epidemioldgico e ndo por ano civil. Este critério diverge do que tem sido utilizado pela
Direccdo Geral da Saude na elaboracdo dos seus relatdrios (em co-autoria com o INSA), e
pela European Invasive Bacterial Infections Surveillance Network (EU-IBIS). Admitimos
que a discussao dos resultados, sobretudo a interpretacdo de tendéncias, nao ficara
prejudicada quando for sujeita a comparagao com dados europeus, uma vez que se trata
de um periodo de oito anos, com um grande nimero de observacgdes.

Definiu-se ano epidemioldgico como o periodo que decorre entre 1 de Julho de um ano
e 30 de Junho do ano seguinte, obtendo assim uma distribuicdo Gaussiana dos casos de
DM, com o nimero maximo de casos entre Dezembro e Margo.

As infeccOes respiratérias sdo factores predisponentes de colonizacdo e infecgcdo por
meningococos. Considerou-se ser a gripe a representativa de infec¢do respiratéria, com
a vantagem sobre os outros agentes de infecgdo respiratoria pelo facto da sua incidéncia
anual ser monitorizada em Portugal no ambito do Sistema Nacional de vigilancia da
Gripe (INSA e DGS).

Para a analise de incidéncias, das formas de apresentacao clinica e da evolugdo clinica da
DM, usaram-se os dados validados que constituem as bases de dados nacionais,
enviadas anualmente pela Direc¢do Geral da Saude e a rede EU-IBIS (até 2009) e ao
ECDC. Nessas bases incluem-se dados demograficos, clinicos e laboratoriais. O INSA,
através da rede ViglLab- Doenga Meningocdcica e do LNR, contribuiu para assegurar a
fidelidade dos dados, nomeadamente pela confirmacdo de casos e caracterizacdo de
estirpes de Neisseria meningitidis.

A definicdo de caso de DM adoptada neste trabalho é o da Comissdo Europeia de 19 de
Margo de 2002 (Decisdo 2002/253/CE), publicada pelo Jornal Oficial das Comunidades
Europeias em 3 de Abril de 2002. De acordo com os critérios da Comissao Europeia, um
caso confirmado de doenga meningocdcica € compativel com a clinica e tem
confirmagado laboratorial; um caso provdvel é compativel com a clinica sem confirmagao
laboratorial.
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Neste documento da Comissdo Europeia, a definicdo do quadro clinico refere “Quadro
clinico compativel com doengca meningocdcica, por exemplo meningite e/ou
meningococémia que pode degenerar rapidamente em purpura fulminante, choque e
morte. S3o possiveis outras manifestacdes”.

Os critérios laboratoriais para o diagnéstico compreendem:

- Isolamento de Neisseria meningitidis a partir de um local normalmente estéril,
incluindo lesdes purpuricas;

— Deteccdo de acidos nucleicos de Neisseria meningitidis a partir de um local
normalmente estéril, incluindo lesdes purpuricas;

— Deteccdo do antigénio de Neisseria meningitidis no liquido céfalo-raquidiano (LCR);

— Deteccdo de diplococos gram-negativo no LCR.

A definicdo de caso de DM foi posteriormente alterada pela decisdo da Comissdo Europeia de
28 de Abril de 2008, estabelecendo critérios clinicos mais consistentes (sinais meningeos,
exantema petequial, choque séptico, artrite séptica) e acrescentando critérios epidemiolégicos
(relagdo epidemioldgica por contdgio de pessoa a pessoa). Caso possivel - pessoa que preenche
os critérios clinicos; caso provavel - pessoa que preenche os critérios clinicos e apresenta uma
relacdo epidemioldgica; caso confirmado - pessoa que preenche os critérios laboratoriais)
(Anexo III)

A dimensdo da populagdo portuguesa nos oito anos em analise e em cada grupo etario
considerado, foi a publicada pelo do Instituto Nacional de Estatistica, nos dados relativos
as estimativas provisorias da populacdo residente em Portugal, NUTS Il, nos anos de
2002 a 2010.

Para a analise de incidéncias, consideraram-se o0s nove grupos etdrios também
considerados pela rede EU-IBIS. Neles se distinguem os dois grupos mais vulneraveis a
infeccdo devido a imaturidade do sistema imunitario (<1 ano e 1-4 anos), os
adolescentes e adultos jovens que caracteristicamente tém praticas e actividade social
proprias, os adultos e os idosos, estes ultimos também frequentemente com deficits
imunitarios e co-morbilidades que sdo determinantes na incidéncia e evolugdo clinica da
doenca meningocdcica.

O denominador utilizado para o calculo de incidéncias corresponde ao numero de
individuos em cada grupo etdrio, no primeiro ano que define o ano epidemioldgico.

2.2 Técnicas laboratoriais

O isolamento de N. meningitidis em cultura foi realizado em placas de Columbia agar
adicionado de 5% de sangue de cavalo, incubadas durante 18 a 24 horas a 352C + 22C
em atmosfera com 5 a 10% de CO,. A pesquisa de DNA de N. meningitidis a partir de
amostras clinicas foi feita por PCR em tempo real com sondas FRET (Anexo V).
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O DNA utilizado em todas as técnicas de Biologia Molecular foi extraido, quer de estirpe
guer de amostras clinicas, com coluna de silica Qiamp DNA minikit (Qiagen, Alemanha)
de acordo com as indica¢Ges do fabricante.

Todas as reaccdes de PCR convencional foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA). Todas as reacgdes de PCR em tempo real
foram realizadas em termociclador Light Cycler 2000 (Roche, Alemanha).

Todas as reaccdes de sequenciacdo se processaram segundo a mesma metodologia.
Cada mistura de reaccao foi preparada com 0,6 UM de primer forward ou reverse, 2
da mistura de nucledtidos e terminadores BigDye 1.1 (Applied Biosystem, USA), 3 a 10
ng de DNA e agua para completar um volume de 10 pl. Os produtos foram purificados
em colunas de silica e sequenciados com o equipamento ABIPRISM 3130XL Genetic
Analyzer Applied (California, USA).

O programa do termociclador manteve-se inalterado em todas as reaccbes de
sequenciacdo ciclica (Figura 20).

Pré 25 ciclos Extensao
962eC | 962°C
05:00| 00:10 602eC

50°C / 04:00

00:05

Figura 20 - Programa do termociclador para reac¢do de sequenciacao

2.2.1 Caracterizagdo do serogrupo

A caracterizagdo do grupo foi feita por uma técnica de PCR utilizando DNA extraido de
estirpe isolada ou, nos casos clinicamente suspeitos com cultura negativa, DNA extraido
directamente da amostra clinica. No primeiro caso utilizou-se uma técnica de PCR
convencional com visualizacdo dos produtos de PCR em gel de agarose a 2%, utilizando
primers descritos por Taha (Taha et al., 2000), no segundo caso foi feito PCR em tempo
real, utilizando os primers descritos por Molling (Molling et al., 2002), (Anexo IV).

Os primers utilizados sdo dirigidos ao gene siaD (que codifica para polisialiltransferases)
dos grupos B, C, W135 e Y e ao gene sacC do grupo A.

Na técnica de PCR convencional, cada mistura de reac¢do foi prepara com 0,5 UM de
cada primer, uma mistura de nucledtidos na concentra¢do de 0,2 mM, tampdo 10X
(tampdo da Tag com 15 mM de MgCl,), e 1U de Taq plimerase (Tag-DNA-polimerase

71



Capitulo IV - A doenca meningococica em Portugal

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

Applied Biosystems, USA). Se realizado PCR multiplex, a mistura foi adicionada de 3 mM
de MgCl,.

A amplificacdo realizada em termociclador convencional iniciou-se com uma fase de
desnaturacdo prévia a 952C durante 3 minutos, 45 ciclos com desnaturagdo a 922C
durante um 40 segundos, anneling a 602C durante 30 segundos e extensao a 729C
durante 20 segundos. A fase de extensado final fez-se a 722C durante 10 minutos.

A mistura de reacg¢dao para PCR em tempo real foi preparada com Sybre Green. A
concentragdo de MgCl, variou para cada par de primers (Anexo IV).

2.2.2 Caracterizagdo do tipo

A caracterizacdo do tipo foi realizada sistematicamente até 2005 por uma técnica ELISA,
de acordo com o procedimento publicado Abdillahi em 1987. Os alvéolos das placas
foram revestidos pelas células integras das estirpes de meningococos que se pretendiam
caracterizar e os anticorpos monoclonais utilizados, dirigidos a proteinas de membrana
externa de classe 2 e 3 (PorB), foram preparados pelo National Institute for Biologic
Standards and Control (UK).

A técnica revelou-se inutil, dado o muito elevado nimero de estirpes nao tipaveis face
ao painel de anticorpos monoclonais disponivel, pelo que foi abandonada.

2.2.3 Caracterizagdo do subtipo

Foi feita a caracterizacdo do subtipo por amplificacdo e sequenciacdo das duas regides
variaveis do gene porA, designadas VR1 e VR2 que, pelo seu grau de polimorfismo, sdo a
base da subtipagem de meningococos (McGuinness et al, 1993).

Os primers, descritos por Paula Molling, sdao utilizados indistintamente na amplificagao
por PCR convencional ou em tempo real e na sequenciagdo (Anexo V).

Cada mistura de reacgdo para PCR convencional foi prepara com 0,5 UM de cada um dos
primers, tampdo da Taq 10X com 15 mM de MgCl, uma mistura de nucledtidos na
concentracdo de 0,2 mM e 1U de Taq plimerase (Tag-DNA-polimerase Applied
Biosystems, USA).

A amplificagao realizada em termociclador convencional iniciou-se com uma fase de
desnaturacao prévia a 952C durante 7 minutos, 45 ciclos com desnaturacdo a 952C
durante um minuto, anneling a 602C durante 30 segundos e extensao a 722C durante 30
segundos. A fase de extensdo final fez-se a 722C durante 10 minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose a 1,5%, utilizando um
marcador de peso molecular para confirma¢do do tamanho do fragmento amplificado
(VR1 tem 144 pb e VR2 tem 327 pb).

A mistura de reacgdo para PCR em tempo real foi preparada com 0,7 uM de cada um dos
primers, 2,5 mM de MgCl, e 2 ul de master mix com Sybre Green.

Os produtos de amplificagdo foram purificados pelo sistema de colunas Jetquick PCR
Product Purification Spin kit (Genomed, Germany) ou com ExoSap, seguindo as
indicacGes do fabricante e quantificados em gel de agarose a 2%.

As sequéncias nucleotidicas foram analisadas com recurso ao programa informatico
BioEdit Sequence Alignment Editor (Isis Pharmaceuticals Inc). A sua identificacdo foi feita
por comparacdo com as sequéncias alélicas contidas na base de dados Neisseria MLST
em www.pubmlst.org/neisseria.

2.2.4 Caracterizagdo genotipica por MLST

A técnica de multilocus sequence typing (MLST) para caracterizagdo de Neisseria
meningitidis inclui a amplificacdo de sete alelos de sete genes housekeeping, e a sua
sequenciacao, empregando primers internos de sequenciacdo (Anexo IV). Com o uso
destes primers internos os produtos inespecificos ndo sdo sequenciados, mesmo quando
a amplificacdo se da em condigdes de menor estringéncia, permitindo aumentar a
sensibilidade.

Os sete alelos de genes housekeeping amplificados sdao dos seguintes:
abcZ — codifica para um transportador ABC, uma proteina de ligagao ao ATP
adk — codifica para uma adenilato cinase

aroE — codifica para uma xiquimato desidrogenase

fumC — codifica para uma fumarase

gdh — codifica para uma glucose -6-fosfato-desidrogenase

pdhC — codifica para uma subunidade de uma piruvato desidrogenase

pgm — codifica para uma fosfoglutamase

A técnica realizada foi adaptada da técnica descrita por Maiden em 1998. Cada mistura
de PCR foi prepara com 0,5 UM de cada primer para amplificacdo de cada um dos sete
alelos referidos, uma mistura de nucledtidos na concentragdao de 0,2 mM, tampao S 10X
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(tampdo da Tag com 15 mM de MgCl,), e 1U de proof reading Taq plimerase (peqGold
hot Tag-DNA-polimerase).

A amplificagdo foi realizada com uma fase de desnaturagdo prévia a 952C durante 8
minutos, 40 ciclos com desnaturacdo a 952C durante um minuto, anneling a 602C
durante 30 segundos e extensdo a 722C durante 50 segundos. A fase de extensdo final
fez-se a 722C durante 10 minutos.

Os produtos de amplificagcdo foram visualizados em gel de agarose a 2%, empregando
um marcador de peso molecular para confirmagdo do tamanho do fragmento
amplificado. Os produtos de amplificagao foram purificados pelo sistema de colunas
Jetquick PCR Product Purification Spin kit (Genomed, Germany) seguindo as indicagGes
do fabricante e quantificados em gel de agarose a 2%.

As sequéncias nucleotidicas foram analisadas com recurso ao programa informatico
BioEdit Sequence Alignment Editor (Isis Pharmaceuticals Inc). A sua identificacdo foi feita
por comparacdo com as sequéncias alélicas contidas na base de dados Neisseria MLST
em www.pubmlst.org/neisseria, na opcdo “Allele Sequence queries — Single locus

query”.

Nesta aplicagdao informatica, cada sequéncia submetida é alinhada com as sequéncias
pré existentes e é identificada com um numero, que sera igual a de outro alelo se ja
existente na base de dados, ou com um nimero novo, se for uma sequéncia nova.

O perfil alélico que resulta da identificacdao dos sete alelos, na ordem alfabética porque
foram enumerados, foi de seguida submetido a mesma base de MLST em
www.pubmlst.org/neisseria, na opcao “Allelic profile/sequence type queries — Allelic

profile query”, para identificacdo do ST e do complexo clonal, tendo em conta que
estirpes que partilham pelo menos quatro alelos iguais pertencem ao mesmo complexo
clonal.

2.2.5 Fenomeno de alteragdo capsular

A dindmica da DM por estirpes do serogrupo C é fundamentalmente determinada pela
utilizacdo da vacina. A possibilidade de alteracdo capsular como consequéncia da
vacinacdo em massa implica a sua monitorizacdo permanente no sentido de se
detectarem faléncias vacinais. A confirmar-se este fendmeno, ele é uma varidvel a
considerar no desenvolvimento do modelo. Os serotipos 2a e 2b sdo os mais frequentes
entre estirpes do serogrupo C. Em oito anos de vigilancia epidemioldgica de base
laboratorial realizada em Portugal, os fendtipos C:2b:P1.5,2 e C:2a:P1.5-1,10-8 foram os
mais frequentes entre as estirpes C, representando 62% e 14% respectivamente do total
das estirpes deste serogrupo. Estes serotipos sdo muito pouco frequentes entre
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meningococos do serogrupo B, mas foram, ocasionalmente, isolados em Portugal,
noutros paises europeus, Canadd e Estados Unidos (Alcala et al., 2002; Stefanelli et al.,
2003; Kirz et al., 1999 e Kertesz et al., 1998).

Foram incluidas neste estudo todas as estirpes invasivas do serogrupo B, caracterizadas
como 2a ou 2b isoladas no periodo em andlise (12 estirpes) e 56 estirpes C,
seleccionadas aleatoriamente de entre o total de meningococos do serogrupo C com o
mesmo tipo. Para reconhecer as relagdes genéticas possiveis entre as estirpes B e C que
expressam o subtipo 2a e 2b, bem como para detectar fendmenos de alteracdo capsular
gue possam ter ocorrido em Portugal, usou-se a técnica de electroforese em campo
pulsado (PFGE) e, a partir de 2006, a de MLST implementada no laboratério nesse ano.

A técnica de PFGE foi inicialmente descrita por Schwartz e Cantor para andlise do
genoma completo de fungos (Schwartz et al., 1984). A técnica baseia-se na mobilidade
electroforética dos fragmentos de DNA que resultam da digestao do DNA cromossdmico
por enzimas de restricdo (endonucleases que reconhecem zonas especificas de quatro a
seis pares de bases repetidas no genoma). O resultado dessa digestdo é um conjunto de
fragmentos cujo numero e tamanho depende da localizacdo e frequéncia de corte da
enzima. Para Neisseria meningitidis, uma espécie com um contelido médio de GC de
52%, a enzima a utilizar deve reconhecer uma sequéncia rica em adeninas e timinas para
qgue a restricgdo dé origem a um numero de fragmentos reduzido e a um perfil
interpretavel.

A técnica de PFGE utiliza uma electroforese com sucessivos campos eléctricos
alternados, que forcam os fragmentos de DNA a mudar continuamente de direccdo
durante a migracdo, sendo possivel separar fragmentos que tenham entre 30 kb e 5Mb
(Schwartz et al, 1984; Achtman et al., 2001). Os fragmentos sdo visualizados apds
coloragdo do DNA e o perfil electroforético é analisado com recurso a programas
informaticos que permitem também a construgdo de dendrogramas.

A enzima de restricao utilizada foi Bgl Il, que tem a sua origem na bactéria Bacillus
gobigii. Reconhece sequéncias ricas em timinas e adeninas e tem o local de corte na
sequéncia: 5..AYVGATCT...3’

3'..TCTAG4A..5’
Da restricdo do genoma de Neisseria meningitidis com Bgl |l resultam perfis com 10 a 15

fragmentos. O sistema de electroforese em campo pulsado utilizado foi o da BIO-RAD
(Chef Mapper XA).

Os padrdes de restricdo foram fotografados com uma camara Gel Doc 2000 (BIO-RAD,
California, USA) e analisadas empregando o software BioNumerics v 3.5 (Applied Maths).
Os diferentes padrdes de restricdo foram designados com o prefixo Bg numa numeragao
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sequencial e gerado um dendrograma empregando o método Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean (UPGMA), com 5% de tolerancia.

A interpretacdo dos perfis electroforéticos teve por base os critérios de Tenover, que se
fundamentam no nimero e peso das bandas originadas pela restricdo enzimatica, tendo
em conta que as variagdes genéticas observadas entre estirpes resultam de fendmenos
de insercao, delec¢ao ou de mutagao pontual. Pela analise dos perfis de restrigdao
inferiu-se se as estirpes comparadas eram idénticas, préximas, possivelmente
relacionadas ou diferentes (Tenover et al., 1995) (Tabela 5).

Tabela 5 - Interpretacdo dos perfis de restricdo de acordo com os critérios de Tenover

N2 de diferengas genéticas N2 de bandas diferentes
relativamente a estirpe tomada relativamente ao perfil da estirpe Relagdo entre estirpes
como referéncia tomada como referéncia
0 0 Estirpes idénticas
1 2a3 Estirpes préximas
Estirpes possivelmente
2 426 pes pe
relacionadas
3 ou mais 7 ou mais Estirpes diferentes

2.2.6 Estudo de susceptibilidade aos antibiéticos

Seguindo as recomendac¢Ges do EMGM, foi utilizado o método de diluicdo em agar para
determinagdo da concentragao minima inibitoria, de acordo com o protocolo M7-A7 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Anexo V).

Numa primeira fase do estudo foi apenas feita a diferenciacdo entre estirpes
susceptiveis ndao susceptiveis, incorporando no agar a respectiva concentragdao do
antibidtico para que, de acordo com os critérios do CLSI, a estirpe seja considerada
susceptivel (Tabela 6).

Na segunda fase do estudo foram estudadas as estirpes que apresentaram CMI
superiores ao limite de susceptibilidade. Dado que apenas em relagdo a penicilina se
encontraram estirpes com susceptibilidade diminuida, apenas deste antibidtico se
prepararam solucdes com sucessivas concentracdes duplas (Tabela 7).
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Tabela 6 — Interpretacdo da CMI de Neisseria meningitidis (critério do CLSI)

Antibidtico

CMI de estirpes

CMI de estirpes

CMI de estirpes

susceptiveis intermédias resistentes
Penicilina <0,06 mg/L 0,12-0,25 mg/L >0,5 mg/L
Ciprofloxacina <0,03 mg/L 0,06 mg/L >0,12 mg/L
Rifampicina <0,5 mg/L 1 mg/L >2 mg/L

Tabela 7 - ConcentragGes de Penicilina utilizada para a determinagdo de CMI

Antibidtico Concentracdo de antibiotico (mg/L)

Penicilina 0,06 0,12 0,24 0,48 0,9

A partir da substdncia pura prepararam-se solucdes primarias de Penicilina,
Ciprofloxacina e Rifampicina e dilui¢des necessarias para obter a concentragao desejada.
A Penicilina utilizada foi na forma de sulfato de penicilina 1200 Unidades. Uma unidade
de penicilina corresponde a 0,000625 mg da substdncia pura, de acordo com a

Farmacopeia Portuguesa.

Prepararam-se placas com 3 mm de profundidade com agar de Mueller Hinton
(BioMérieux) com de 5% de sangue de carneiro desfibrinado, adicionadas de solu¢ées de
Penicilina, Ciprofloxacina e Rifampicina, de modo a obter as concentra¢ées consideradas
no limite de susceptibilidade, referidas na tabela 6.

Inoculou-se 1 pl de suspensao bacteriana com uma turvagao aferida no Densimat a um
valor de 0,5 McFarland em cada uma das placas de agar com antibidtico. Como controlo
de crescimento inoculou-se 1 ul das mesmas suspensdes numa placa de agar de Mueller
Hinton com 5% de sangue sem antibidtico.

Apds 18 horas de incubacdo a 35 + 22C em estufa com 5 a10% de CO, as culturas foram
observadas e registada a presenca ou auséncia de crescimento ou, na segunda fase do
estudo, a concentracdo de Penicilina a partir da qual foi inibido completamente o
crescimento bacteriano.

As solucbes de antibidtico foram controladas empregando estirpes de referéncia de
Americam Type Culture Collection (ATCC) — Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 29212 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, de acordo com o
procedimento M100-517 do CLSI (Anexo IV).
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3 Resultados

Entre 1 de Julho de 2002 e 30 de Junho de 2010 (periodo correspondente a oito anos
epidemioldgicos) registaram-se em Portugal 1139 casos de doenca meningocécica, dos
guais 905 (79%) tiveram confirmacdo laboratorial e 234 (21%) foram classificados como

casos provaveis (Tabela 8).

Tabela 8 — Numero de casos de doenga meningocdcica ocorrida em Portugal nos anos
epidemioldgicos de 2002-03 a 2009-10. Diferenciagdo entre casos classificados como
confirmados e provaveis (percentagem relativamente ao total de casos)

Ano Total Total casos .
epidemiolégico casos confirmados Casos provavels

2002-2003 254 183 (72%) 71 (28%)
2003-2004 209 150 (72%) 59 (28%)
2004-2005 179 145 (81%) 34 (19%)
2005-2006 139 125 (90%) 14 (10%)
2006-2007 119 90 (76%) 29 (24%)
2007-2008 85 74 (87%) 11 (13%)
2008-2009 79 67 (85%) 12 (15%)
2009-2010 75 71 (95%) 4 (5%)

TOTAL 1139 905 (79%) 234 (21%)

A confirmacdo laboratorial da DM foi, na maioria dos casos, feita nos laboratérios
hospitalares por isolamento de Neisseria meningitidis em cultura (88%). Numa
percentagem reduzida e variavel ao longo do periodo em andlise, a confirmacao foi feita
no LNR por identificagdo de DNA de Neisseria meningitidis, por uma técnica de PCR em
tempo real (12%) (tabela 9).

A distribuicdo dos casos de DM ao longo do ano confirmou a sazonalidade esperada,
com o pico de incidéncia nos meses de inverno (Figura 21). Esta sazonalidade observada
é coincidente com a sazonalidade da gripe de acordo com os dados dos relatérios anuais
do Sistema Nacional de Vigilancia da Gripe (INSA em colaboragdo com a DGS) (Figura
22).
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Tabela 9 — Numero de casos confirmados por cultura e por PCR (percentagem relativamente

ao total de casos confirmados)

Ano Casos confirmados | Casos confirmados | Total de casos
epidemioldgico por cultura por PCR confirmados
2002-2003 154 (84%) 29 (16%) 183
2003-2004 132 (88%) 18 (12%) 150
2004-2005 123 (85%) 22 (15%) 145
2005-2006 111 (89%) 14 (11%) 125
2006-2007 84 (93%) 6 (7%) 90
2007-2008 67 (91%) 7 (9%) 74
2008-2009 64 (96%) 3 (4%) 67
2009-2010 64 (90%) 7 (10%) 71
Total 799 (88%) 106 (12%) 905

N@ de casos de DM
35 - H2002-03
30 - H 2003-04
25 - 11 2004-05
20 - M 2005-06
15 +
H 2006-07
10
5 | M 2007-08
o - i 2008-09
H 2009-10

Figura 21 — Distribuicdo dos casos de doenga meningocécica ao longo do ano epidemioldgico
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1 4 71013161922252831343740434649525558

NUmero da semana

Figura 22 — Distribuicdo do nimero médio de casos semanais de DM e de gripe, entre Julho
de 2002 (semana 1) e Junho de 2007 (semana 60)
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3.1 Incidéncia por grupo etdrio

A incidéncia da DM variou entre 2,34 e 0,7 por 100 mil habitantes (Figura 23). Foi
maxima no primeiro ano de vida, variando entre 10,7 e 50,5 casos por 100 mil criancas.
Registou-se uma diminuig¢do progressiva da incidéncia a partir do ano de idade (tabela
10).

Incidéncia da
DM

3,0

2,5

2,0 \
1,5 \
1,0 \

0,5
0,0
2002-03 | 2003-04 | 2004-05 | 2005-06 | 2006-07 | 2007-08 | 2008-09 | 2009-10
e |ncidéncia 2,4 2,0 17 13 11 0,8 0,7 0,7

Figura 23 — Incidéncia da DM em Portugal ao longo dos oito anos epidemioldgicos em
analise (2002 a 2010)

Tabela 10 — Incidéncia da DM por grupo etario, entre Julho de 2002 e Junho de 2010

A <1lano 1-4 anos 5-9 anos 10-14 anos | 15-19 anos | 20-24 anos | 25-44 anos | 45-64 anos > 65 anos
no

epidemioldgico c:‘:os Inc. ca":)s Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc. c:'sgos Inc.
2002-2003* | 48 |42,9 11021229 34 |64 | 10 |1,8]| 12 |19]| 4 |o5]| 12 |0,3]| 11 |0,4| 4 |o0,2
2003-2004** | 55 |50,6 | 87 119,6 | 24 |45 o |1,6| 7 |12] 3 Jo4a| 8 |0,2| 4 |0,2] 8 |04
2004-2005 50 45,9 53 [11,9] 31 |57 | 16 (29| 8 |14)| 4 |o6| 8 |02]| 4 |o2]| 5 |03
2005-2006 43 140942 |95 | 13 |24) 7 |1,3| 8 |14]| 5 |0,7]| 8 |0,2] 10 |o,4]| 3 |O,2
2006-2007 33 1323 48 110,81 11 12,0 10 [19] 2 |03| 1 |o0,2]| 4 |o1| 6 |0,2]| 4 0,2
2007-2008 22 121,233 17,6 | 11 |120| 3 [06]| 2 |03| 2 lo0,2| 5 |o1| 3 |o1]| 4 |o,2
2008-2009 22 1219|3271 | 8 |14 o0 | O | 5 |09 1 |o2]| 4 Jo1]| 6 |02| 1 |01
2009-2010 11 |10,7| 26 | 6,0 | 13 {23 1 |02 5 109 1 |o0,2| 5 |o01| 5 |0,2] 7 |04

Inc. = incidéncia
*|dade desconhecida de 18 doentes
**|dade desconhecida em 4 doentes
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3.2 Incidéncia por serogrupos

Das 897 estirpes invasivas de Neisseria meningitidis responsaveis por casos confirmados
de DM em Portugal durante os oito anos em analise, foi caracterizado o serogrupo de
824 (91,6%) no LNR.

Com excepgdo do primeiro ano deste periodo, o serogrupo B foi o mais frequente em
todos os anos, com uma tendéncia crescente até 2004-2005. O serogrupo C evidenciou
uma marcada diminuicdo a partir de 2003-2004. Em 2006 verificou-se uma nova
diminuicdo do numero de casos por serogrupo C (Tabela 11). Assinale-se que se registou
uma vacinagdao em massa, por iniciativa dos pais e pediatras no inverno de 2002-2003, e
gue a vacina foi introduzida no PNV em Outubro de 2006. Os restantes serogrupos
foram residuais, contudo, notou-se uma tendéncia decrescente no nimero de casos por
W135.

Tabela 11 — NUmero de casos de DM (confirmados e estimados) por serogrupo, registados entre Julho de
2002 e Junho de 2010

epideﬁ?glégico B C W135 Y A NG Desconhecido
2002-2003 62 67 8 1 2 6 108
2003-2004 104 27 2 3 2 2 69
2004-2005 108 18 4 2 1 2 44
2005-2006 97 18 1 5 0 0 18
2006-2007 75 5 2 3 0 1 33
2007-2008 68 0 2 2 1 1 11
2008-2009 63 1 1 3 2 0 9
2009-2010 46 4 0 1 0 1 23
Total 623 140 20 20 8 13 315

A proporcdo dos serogrupos em cada grupo etario revelou uma acentuada diferenca
entre o inicio e o fim do periodo em analise, naturalmente devido a diminuigdo do
numero de estirpes C. No conjunto da populagdo portuguesa, a incidéncia de DM por
estirpes do grupo C reduziu drasticamente, de forma mais marcada em criancas até
nove anos (Figura 24 e Figura 25).
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Figura 24 — Proporgdo das incidéncias dos serogrupos por grupo etdrio nos anos epidemiolégicos 2002-
2003 (a) e 2006-2007 (b)
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Figura 25 — Taxas de incidéncia de DM por serogrupo C, por grupo etario, ocorrida em Portugal no periodo

2002-03 a 2009-10

Observou-se uma tendéncia decrescente na incidéncia da DM por serogrupos ndao C em

criancas até quatro anos. Nos restantes grupos etarios a incidéncia manteve-se

constante (Figura 26).
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Figura 26 —Taxas de incidéncia de DM por serogrupos nao C, por grupo etdrio, ocorrida no periodo
2002-03 a 2009-10

3.3 Caracterizagdo genotipica

3.3.1 Identificacao do sequence type (ST) e de complexos clonais
hiper virulentos e nao hiper virulentos

Das 905 estirpes de Neisseria meningitidis responsaveis por doenca invasiva confirmada,
ocorrida em Portugal entre Julho de 2002 e Junho de 2010, foram recebidas 487 no LNR
(54%). Destas, 262 foram caracterizadas por MLST (29% do total das estirpes invasivas)
(Tabela 12). Foi caracterizado o ST de 82 estirpes C e de 180 estirpes ndo C,
representando todos os serogrupos isolados em todos os grupos etarios considerados
(Tabela 13 e Tabela 14).
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Tabela 12 — NUmero de estirpes invasivas e nimero de estirpes caracterizadas por MLST, com referéncia
ao ano do seu isolamento (periodo entre 2002 e 2010)

Ano . Ne t?tal d.e estirpes Ne total de estirpes % de e.stirpes caracterizadas

epidemiologico |.nvaS|.v'as (isoladas ou caracterizadas por MLST (relat.lvamc.ante a.t? total de
identificads por PCR) estirpes identificadas)

2002-2003 183 42 23,0%
2003-2004 150 26 17,3 %
2004-2005 145 72 49,7 %
2005-2006 125 25 22,1%
2006-2007 90 18 20,0 %
2007-2008 74 6 8,1%
2008-2009 67 26 38,8%
2009-2010 71 47 67,1%
Total 905 262

Tabela 13 — Numero de estirpes de cada serogrupo caractereizadas por MLST, com
referéncia ao ano do seu isolamento (percentagem relativamente ao total de estirpes do
mesmo serogrupo, isoladas ou identificadas por PCR no mesmo ano)

Ano Estirpes Estirpes Estirpes Estirpes
epidemiolégico serogrupo B serogrupo C se::li;uspo serogrupo Y
2002-2003 11 (17,7%) 29 (43,3%) 1(16,7%) 0(-)
2003-2004 6 (5,8%) 19 (70,4%) 1 (50%) 0(-)
2004-2005 55 (51,9%) 15 (83,3%) 2 (100 %) 0(-)
2005-2006 9 (10,1%) 14 (72,2%) 1 (100%) 1 (20%)
2006-2007 18 (24%) 1 (20%) 0(-) 0(-)
2007-2008 6 (8,2%) 0(-) 0(-) 0(-)
2008-2009 26 (41,3%) 0() 0(-) 0(-)
2009-2010 41 (89%) 4 (100%) 0(-) 1 (100%)
Total* 172 (27,6%) 82 (59,1%) 5 (25%) 2 (10%)

* + 1 estirpe ndo grupavel

caracterizada por MLST
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Tabela 14 — Distribuicdo por grupo etdrio das estirpes invasivas de meningococos
responsaveis por DM confirmada, ocorrida entre Julho de 2002 e Junho de 2010, e
numero de estirpes caracterizadas por MLST no mesmo periodo

Total de estirpes Total de estirpes | % de estirpes caracterizadas
Grupo etario* | identificadas (cultura | caracterizadas (relativamente ao total de
ou PCR) por MLST estirpes identificadas)

<1ano 232 61 26,3

1-4 anos 328 81 24,7

5-9 anos 110 43 39,1

10-14 anos 44 16 36,4

15-19 anos 37 15 40,5

20-24 anos 16 10 62,5

25-44 anos 47 19 40,4

45-64 anos 43 8 18,6

>65 anos 26 9 34,6

Total 883* 182 20,1%

* |dade desconhecida em 22 doentes

Os resultados de caracterizacdo indicam que a proporcdo de estirpes invasivas de
complexos clonais hiper virulentos em cada grupo etdrio é diferente no conjunto de
estirpes C e ndo C. As estirpes do serogrupo C sdao maioritariamente HV e distribuem-se
uniformemente através dos grupos etdrios. Contrariamente, a distribuicdo das estirpes
invasivas de meningococos de outros serogrupos caracterizou-se por uma percentagem
baixa de estirpes HV nas idades extremas da vida (Tabela 15, Tabela 16 e Figura 27).

Tabela 15 — Numero total de estirpes do serogrupo C caracterizadas. Numero de estirpes
de cc hiper virulentos e ndo hiper virulentos e respectiva proporg¢ao por grupo etario

Meningococos do serogrupo C
Estirpes ndo
Grll-lF?O Ne total Estirpes hiper virulentas hiper
etario estirpes virulentas
caracterizadas Ne % |sT8 slTl_ , 5;44 sT-269 | Ne %
<1lano 11 9 82% | 6 3 0 0 2 18%
1-4 anos 23 22 | 96% | 16 4 2 0 1 4%
5-9 anos 15 14 | 93% | 11 2 0 1 1 7%
10-14 anos 9 9 |100%| 6 3 0 0 0 0%
15-19 anos 8 7 88% 3 4 0 0 1 12%
20-24 anos 6 6 |100% | 4 2 0 0 0 0%
25-44 anos 5 4 80% | 2 2 0 0 1 20%
45-64 anos 3 3 |100% | 2 1 0 0 0 0%
>65 anos 2 1 50% 0 1 0 0 1 50%
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Tabela 16— Numero total de estirpes de serogrupos ndo C caracterizadas. Numero de estirpes de cc

hiper virulentos e ndo hiper virulentos e respectiva proporg¢do por grupo etario

Meningococos de serogrupos nao C
(:::52 Ne .total Estirpes hiper virulentas Estir\zt:jlziiaa:iper
estirpes ST T
caracterizadas Ne % | ST-8 | ST-11 41/44| 269 ST-32 | Ne¢ %
<lano 50 19 38% 3* 2 10 3 1 31 62%
1-4 anos 58 36 62% 1* 2% 17 5 11 24 38%
5-9 anos 28 14 50% 0 0 4 5 5 14 50%
10-14 anos 7 5 71% 0 0 2 1 2 2 29%
15-19 anos 7 5 71% 0 0 2 1 2 2 29%
20-24 anos 4 4 100% 0 0 2 1 1 0 0%
25-44 anos 14 12 86% 0 6* 4 1 1 2 14%
45-64 anos 5 1 20% 0 0 1 0 0 4 80%
>65 anos 7 2 29% 0 0 2 0 0 5 71%

* Estirpes com alteragGes capsulares

Proporgdo de estirpes HV dos serogrupos C e ndo C
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anos

Figura 27 — Proporcao de estirpes hiper virulentas de meningococos de serogrupos C e
nao C por grupo etario

As estirpes de serogrupos ndo C evidenciaram uma maior variabilidade genética. Os
complexos clonais hiper virulentos mais frequentes foram ST-41/44, ST-32 e ST-269
(Figura 28). As estirpes ndo C dos complexos clonais ST-11 e ST-8 evidenciaram terem

tido origem em estirpes do serogrupo C com alteracdes capsulares.
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Figura 28 — Propor¢do de complexos clonais de meningococos de serogrupos ndo C isolados em
Portugal entre Outubro de 2002 e Junho de 2010

As estirpes ST-1157 representam 4% das estirpes invasivas isoladas em Portugal e
apenas 0,1% dos meningococos que causam doenca invasiva no conjunto dos 14 paises
europeus analisados. Curiosamente, esta parece ser uma estirpe caracteristica da regido
do Montijo/Barreiro uma vez que cinco das seis estirpes caracterizadas com este ST
infectaram criancas residentes na zona do Barreiro e Montijo.

3.3.2 Caracterizacao do tipo, subtipo e identificacao do genétipo

Foi caracterizado o subtipo de 82 (82/138) estirpes invasivas do serogrupo C e de 315
(315/684) estirpes ndo C, isoladas entre Outubro de 2002 e Junho de 2010.

As estirpes do serogrupo C revelaram uma baixa variabilidade genética relativamente a
proteina PorA, com predominio de VR1 da familia 5 (90%) e de VR2 da familia 2 (71%).

A caracterizagdo do tipo, por identificagdo antigénica da proteina PorB (método de
ELISA), foi feita em todas as estirpes do serogrupo C. Apenas se identificaram proteinas
do tipo 2 (2a e 2b). Apesar de ser esperado que alteracbes acumuladas no genoma
conduzissem a proteinas de membrana antigenicamente modificadas e,
consequentemente, ndo reconhecidas pelo painel de anticorpos monoclonais disponivel
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no mercado, verificou-se que apenas 9,7% das estirpes deste serogrupo se revelaram
ndo tipaveis.

Observou-se uma prevaléncia de estirpes de cc hiper virulentos entre meningococos do
serogrupo C (91,4%), quase que exclusivamente de dois Unicos complexos clonais, ST-8 e
ST-11 (Tabela 17).

Tabela 17 — Genétipos de meningococos do serogrupo Cisolados entre Outubro de 2002

e Junho de 2010
. Frequéncia
Gendtipo ST (cc) -
NUumero %
C:2b:P1.5,2 cc ST-8/Cluster A4 49 59,7%
C:2a:P1.5-1,10-8 cc ST-11/ET-37 11 13,4%
C:2a:P1.5,2 cc ST-11/ET-37 4 4,8%
C:2b:P1.5,15 cc ST-8/Cluster A4 1 1,2%
C:2b:P1.5,2-1 cc ST-11 (cc ST-11) 1 1,2
[v)
C:INT:P1.5.2 cc ST-11/ET-37 2 2,4%
cc ST-8/Cluster A4 1 1,2%
C:NT:P1.5-1,2-2 ST-6076 (ccST-103) 1 1,2
ST-6080 (cc-) 1 1,2%
- g 1 1,29
C:NT-PL5 ST-2818 (cc ST-254) 2%
cc ST-11/ET-37 1 1,2%
ST-60 (cc-) 1 1,2%
ST-269 (1 estirpe)
Outros com VR1 #de 5 |ST-41/44 (2 estirpes) 8 9,7%
ST-11 (2 estirpes)
Total 82

Os meningococos ndao C evidenciaram uma grande diversidade de subtipos,
principalmente relacionada com a regido varidvel 2. As estirpes predominantes sao das
familias 5, 7 e 22 (VR1) e das familias 4, 9, 14 e 15 (VR2). Os subtipos mais
frequentemente observados foram P1.22,14 e P1.7-2,4 (Figura 29).
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Figura 29 — Subtipos mais frequentes em estirpes de serogrupos nao C, isoladas em Portugal

entre Outubro de 2002 e Julho de 2010

3.4 Estudo de susceptibilidade aos antibioticos

Foram estudadas 326 estirpes de meningococos, isoladas em Portugal entre Outubro de
2002 e Junho de 2010, o que corresponde a 36% das estirpes invasivas isoladas de casos
de DM com confirmacdo laboratorial durante os oito anos epidemioldgicos em analise.

Em nenhuma das estirpes estudadas se observou diminuicdo da susceptibilidade nem a
Ciprofloxacina nem a Rifampicina, com as mais elevadas CMI respectivamente 0,004
mg/L e 0,19 mg/L. Relativamente a Penicilina, embora a percentagem de estirpes com
susceptibilidade diminuida seja baixa (13,5%), observou-se ao longo dos oito anos um

aumento da CMI (Tabela 18).

Tabela 18— Concentragdo minima inibitdria de Penicilina para Neisseria meningitidis responsavel por

doenga invasiva em Portugal, entre Julho de 2002 e Junho de 2010

Ano N2 estirpes CMI (mg/L)
epidemioldgico | estudadas | <0 064 >0,064<0,24 | 20,24<0,5 | 20,5<0,75 20,75
2002-2003 63 98,4% 1,6% - - _
2003-2004 81 92,6% 6,2% 1,2% - -
2004-2005 99 98,0% 2,0% - - ;
2005-2006 17 70,6% 29,4% - - _
2006-2007 21 52,4% 47,6% - - _
2007-2008 - - - - - _
2008-2009 16 43,8% 18,8% 31,3% 6,3% -
2009-2010 29 62,1% 20,7% 13,8% - 3,4%
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3.5 O fenomeno de alteracdo capsular

Noventa estirpes de meningococos isoladas entre Outubro de 2002 a Junho de 2010
foram caracterizadas com o tipo 2a ou 2b, das quais 66 eram do serogrupo C (66/82 do
total de estirpes C caracterizadas) e 24 de serogrupos ndo C (24/180 do total de estirpes
ndo C caracterizadas).

O gendtipo 2b:P1.5,2:ST-8 foi o mais frequente entre as estirpes do serogrupo C e foi
também identificado em seis estirpes B. Das estirpes com o genétipo 2a:P1.5-1,10-8:ST-
11, o segundo mais frequente entre as estirpes C, sete eram do serogrupo B (Tabela 19 e
Tabelas 20).

Tabela 19 — Estirpes invasivas de meningococos isoladas em Portugal entre Outubro
de 2002 e Junho de 2010, caracterizadas com tipo 2a ou 2b

N2 de estirpes por serogrupo

Fendtipo
C B W135
2b:P1.5,2:ccST-8 49 6
2a:P1.5-1,10-8:ccST-11 12 7
2a:P1.5,2:ccSt-11 2 2
2b:P1.5 2
Outros 3 7
Total 66 20 4

O complexo clonal ST-8/cluster A4 ocorreu principalmente como ST-8 e ST-2289 e do
complexo clonal ST-11/ET-37 distinguiram-se apenas dois perfis alélicos diferentes, ST-
11 e ST-5368.

Os perfis de restricdo que resultaram da electroforese em campo pulsado foram
agrupados nos trés grandes grupos: Bg2, Bg3 e Bgl11 (Figura 30). Quatro das seis estirpes
com o fenétipo B:2b:P1.5,2, ST-8 tiveram um perfil electroforético Bg3, tal como a maior
parte das estirpes do serogrupo C com o mesmo gendtipo. Cinco estirpes caracterizadas
como B:2a:P1.5-1,10-8,ST-11 apresentaram ligeiras diferengas no padrdo de pulsedfield
guando comparadas com as correspondentes estirpes C (duas estirpes ndo foram
estudadas por PFGE).
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Tabela 20 — Resultados da analise por PFGE das estirpes de meningococos dos serogrupos C e B

com o tipo 2a e 2b, isolados em Portugal entre Outubro de 2002 e Junho de 2010

L. Frequéncia Frequénc.:ia

ST Complexo ST Genétipo do gendtipo PFGE do perfil
de PFGE

8 ST-8 complex/Cluster A4 B:2b:P1.5,2 4 Bg3 2%
8 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 29 Bg3 7
Bg3.1 2

Bg3.2 2

NR 18

66 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 1 NR 1
760 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 2 NR 2
2711  ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 1 Bg3 1
5712 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 1 Bg2.1 1
5714 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 1 Bg3.1 1
5716 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 2 Bg3 2
2289 ST-8 complex/Cluster A4 C:2b:P1.5,2 8 Bg2 3
Bg2.1 1

NR 4

11 ST-11/ET-37 complex C:2a:P1.5-1,10-8 6 Bg 11 5
NR 1

11 ST-11/ET-37 complex B:2a:P1.5-1,10-8 7 Bg11.1 5*
NR 2

5368 ST-11/ET-37 complex C:2a:P1.5-1,10-8 5 Bg 11 5
32 ST-32/ET-5 complex B:2b:P1.5,2 2 Bg 17 2

NR = N&o Realizado

*PFGE ndo realizada em 2 estirpes

Das 11 estirpes recombinantes encontradas, quatro foram isoladas de criangas com
idade inferior a um ano, duas foram isoladas de criangas com quatro e cinco anos e as
restantes cinco infectaram adultos com idade entre 30 e 41 anos. Nenhum doente era
vacinado com MenC.
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Dice (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)
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Figura 30 - Dendrograma construido com os perfis electroforéticos de 33 estirpes incluidas no estudo de

alteragOes capsulares. O programa utilizado foi o Bionumerics v2.0 (Applied Maths) com o algoritmo single
linkage com um erro associado de 3%.
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4 Discussao

A implementacdo do Sistema de Vigilancia Integrada da Doenca Meningocdcica em
Portugal contribuiu para um melhor conhecimento e controlo da doenga, por ter
aumentado o numero de casos confirmados e de estirpes caracterizadas (Figura 31), o
gue gerou informacdo que permitiu a tomada de decisdes em politicas de salde,
nomeadamente a introducdo da vacina conjugada para meningococos do serogrupo C
no plano nacional de vacinacao.
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Figura 31— Percentagem de casos de DM com e sem confirmacdo laboratorial, registados
entre 2002-2003 e 2009-2010

Os dados obtidos através deste sistema de vigilancia, nomeadamente os de
caracterizacdo de estirpes invasivas, contribuem, mas ndo sao suficientes, para a
guantificacdo das varidveis que afectam a dindmica da doenca meningocdcica, ja
identificadas anteriormente e ja representadas as suas inter-relacdes nos diagramas
de ciclo causal (capitulo Il). Com os resultados do estudo experimental pretende-se
avaliar se a situacdo epidemioldgica em Portugal é semelhante a que se observa na
maioria dos restantes paises europeus para que, na auséncia de dados nacionais, as
variaveis do sistema dinamico da DM possam ser quantificadas a partir dos dados
europeus.
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4.1 Incidéncias

A incidéncia da DM variou entre 2,33 por 100 mil, no ano epidemiolégico 2002-2003
e 0,7 por 100 mil em 2009-2010, valor abaixo da média em 20 paises europeus,
notificadores para a rede EU-IBIS e para o sistema de notificacdo europeu (Tessy)
(Tabela 21) (EU-IBIS, 2007; ECDC, 2010).

Em Portugal, a diminui¢dao da incidéncia da DM deve-se a diminui¢gao do numero de
estirpes invasivas do serogrupo C. A mesma redugdo foi observada em paises
europeus onde a vacina MenC foi introduzida no calenddrio de vacinacdo (Figura 32).

Tabela 21 - Incidéncia da DM em 20 paises Europeus no periodo entre 2002 e 2008

Pais 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Austria 1.06 1.00 1.08 1.30 0.93 0,74 10
Bélgica 2.54 2.20 1.51 1.63 1.32 15 1,04
Republica Checa 1.20 0.98 1.03 0.95 077 073 079
Dinamarca 1.86 1.95 1.85 1.64 1.45 14 12
Esténia 0.73 0.74 0.81 0.96 082 082 045
Filandia 0.94 0.81 0.86 0.77 08 081 0,55
Franca 1.11 1.31 1.13 1.19 113 1,10 1,10
Grécia 2.12 1.19 0.65 0.88 1.02 095 0,70
Islandia 5.22 2.77 3.42 1.69 131 130 063
Irlanda 6.43 5.96 4.92 491 496 3,80 3,50
Italia 0.39 0.48 0.55 0.56 0.30 0,3 0,29

Latvia - 1.03 1.03 0.78 052 066 0,26
Lituania 1.90 1.27 2.67 2.36 226 1,50 2,00
Malta 3.52 4.25 3.33 2.47 8.90 1,50 0,73
Holanda 3.82 2.19 1.75 1.51 1.09 1,20 0,98
Noruega 1.13 1.12 0.74 0.85 0.75 0,64 0,76
Espanha 2.71 2.45 2.11 2.15 1.84 1,40 1,30
Suécia 0.53 0.63 0.65 0.63 057 054 053
Suica 1.56 1.19 1.16 1.02 0.95 - -

Reino Unido 3.38 3.10 2.59 2,78 2.33 2,50 2,10

Fonte: EU-IBIS 2007 e ECDC 2010
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Figura 32— Distribuicdo de estirpes invasivas do serogrupo C por ano, em paises onde a

vacina MenC foi introduzida até 2002. Fonte: EU-IBIS 2007

A vacina conjugada MenC foi licenciada em 1999 no Reino Unido, o primeiro pais que
iniciou a vacinacdo por rotina de criancas (Novembro de 1999). Entre 2000 e 2002
varios paises europeus incluiram a vacina nos seus calendarios de vacinacdo (Bélgica,

Republica Checa, etc.), com esquemas de vacinagao diferentes e campanhas de catch-

up dirigidos a grupos etarios diferentes.

O decréscimo na propor¢ao de casos de DM por estirpes do serogrupo C nos anos

subsequentes a introdugao da vacina MenC, nao observado no mesmo intervalo de

tempo em paises em que a vacinacdo nao foi realizada, permite concluir da eficacia
da vacina no controlo da infecgdo por estirpes deste serogrupo (Figura 33).
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Figura 33 — Proporgdo de serogrupos confirmados e estimados nos anos ante e pos a introdugdo da vacina
MenC em paises que a introduziram regularmente nos esquemas de vacinagdo*

*Paises (ano de introdugdo da vacina): Bélgica (2002), Islandia (2002), Irlanda (2000), Holanda (2002),
Espanha (2000), Reino Unido (1999). Fonte: EU-IBIS network 2007
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Em Portugal, as reducdes mais marcadas no numero de estirpes invasivas do serogrupo
C observaram-se no final do primeiro ano do periodo em andlise e em 2006-2007,
coincidentes com a vacinacdo em massa efectuada em 2002-2003 por iniciativa de pais e
pediatras e com a introducdo da vacina no PNV em Janeiro de 2006 (Figura 34). Esta
tendéncia descendente manteve-se nos anos seguintes. Ndo sendo objectivo deste
trabalho avaliar a eficacia da vacina, ndo pode deixar de ser referido que had uma clara
relacdo entre vacina e reducdo marcada do nimero de casos de DM por serogrupo C em
Portugal.

Ne@ de casos
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\ Paises com vacinagdo
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0
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Figura 34 — Niumero médio de casos de DM por serogrupo C em paises com vacina¢do implementada entre
1999 e 2002 (dados por ano civil) e em Portugal (dados por ano epidemiolégico)

Da analise dos dados europeus observa-se uma clara relagdo entre serogrupo e grupo
etario, concordante também com os dados nacionais. A mais alta proporc¢do de infeccao
por serogrupo B ocorre nas criancas (Figura 35). A proporg¢do de casos por serogrupo C é
mais elevada nos adolescentes e adultos jovens (Figura 36).
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Figura 35 - Proporgao de casos de DM (confirmados e estimados) causados por estirpes B por grupo
etario, registados entre 1999 e 2006. A) em paises europeus*; B) em Portugal

*Austria, Bélgica, Republica Checa, Dinamarca, Esténia, Filindia, Franca, Alemanha, Grécia, Islandia, Irlanda,
Itélia, Malta, Holanda, Noruega, Poldnia, Eslovaquia, Espanha e Reino Unido. Fonte: EU-IBIS network 2007
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Figura 36 - Proporcdo de casos de DM (confirmados e estimados) causados por estirpes C por grupo
etario, registados entre 1999 e 2006. A) Em paises europeus sem vacinagdo. B) Em paises europeus com
vacinacdo. Fonte: EU-IBIS network 2007(cddigo de cores igual ao da figura 37)
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Figura 37 - Proporg¢do de casos de DM em Portugal (confirmados e estimados) causados por
estirpes C por grupo etario, registados entre 2002-2003 e 2006-2007, antes e ap6s a introducdo
da vacina MenC no PNV.

E interessante observar o aumento do nimero de casos verificado em Portugal no
inverno do ano epidemiolégico 2004-2005 (Figura 38). Este foi um ano com intensa
actividade gripal (Dados ndo publicados gentilmente cedidos pela Dr.2 Raquel Guiomar,
responsavel do Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe). Note-se ainda
qgue, entre 12 de Junho e 4 de Julho de 2004, realizou-se em oito cidades do pais um
evento que criou condi¢Oes singulares para a transmissdo de meningococos e aumento
do numero de portadores assintomaticos entre residentes, o Campeonato Europeu de
Futebol.
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Figura 38 - Incidéncia mensal de DM registada em Portugal no periodo em que se registou grande
incidéncia de estirpes C (2002-03 a 2005-06), no periodo pds endémico de estirpes C (apds 2006-07) e em
2004-2005, ano de intensa actividade gripal e em que se realizou no pais o Campeonato Europeu de
Futebol, entre 12 de Junho e 4 de Julho de 2004.

4.2 Gendtipo e estirpes hiper virulentas

Os dados europeus mais consistentes de caracterizacdo de estirpes de Neisseria
meningitidis isoladas na Europa sdo os da base de dados European Meningococcal
Epidemiology in Real Time (EMERT), referentes a 18 paises europeus* que,
voluntariamente e em tempo real, desde 2007 submetem os dados de caracterizacdo de
estirpes invasivas de meningococos, com o objectivo de partilha e comparacao de dados
entre os paises notificadores (http://emgm.eu/emert/). Os valores acumulados nesta

base, indicam que existe uma grande semelhanca entre os subtipos das estirpes
invasivas isoladas em Portugal e na Europa (Figura 39 e Figura 40).

Os dados de caracterizacdo do subtipo de Neisseria meningitidis isoladas em Portugal
contribui ndo s6 para observar a dispersao geografica de gendtipos, mas também para
avaliar o grau de imunizacdo da populacdo portuguesa relativamente a populacdo de
meningococos que circula no pais. Efectivamente, depois da infecgao, os anticorpos
bactericidas anti proteina PorA circulantes imunizam o individuo e protegem-no de novo
contagio e infecgao por estirpes do mesmo subtipo. O mesmo se passa durante a fase de
portador assintomatico. Este facto tem efeito sobre a dimensdo da populagcdo
susceptivel de ser contagiada, efeito que sera considerado no desenvolvimento do
modelo.

* Alemanha, Austria, Bélgica, Bielorrusia, Croacia, Filandia, Franga, Grécia, Irlanda, Italia, Noruega, Poldnia,
Portugal, Holanda, Reino Unido, Republica Checa, Espanha e Suécia
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Figura 39 - Propor¢do de PorA_VR1 de estirpes de Neisseria meningitidis responsaveis por doenca
invasiva em 18 paises europeus e em Portugal, desde Janeiro de 2007 a Junho 2010
(Fonte: http://emgm.eu/emert/, data de acesso 04-12-2010).

M Portugal

M Paises Europeus

Figura 40 - Proporc¢do de PorA_VR2 de estirpes de Neisseria meningitidis responsavel por doenca invasiva

em 18 paises europeus e em Portugal, desde Janeiro de 2007 a Junho 20010 (Fonte:
http://emgm.eu/emert/, data de acesso 04-12-2010).

A caracterizacdo do subtipo de estirpes invasivas contribui também para avaliar a
potencial cobertura de vacinas que tenham como alvo a proteina PorA. Presentemente,
encontra-se em fase lll de ensaios clinicos a vacina Multicomponent Meningococcal
Serogroup B Vaccine (4CMenB, Novartis) dirigida a meningococos do serogrupo B, que
contem trés proteinas recombinantes: NHBA (Neisseria Heparin Binding Antigene), NadA
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(Neisserial adesin A) e fHbp (factor H binding protein), construidas a partir de proteinas
de membrana externa de uma estirpe com o subtipo P1.7-2,4, nas quais a proteina PorA
€ imunodominante. Embora o subtipo P1.7-2,4 seja um dos mais frequentes em Portugal,
a proporgdo de estirpes com este gendtipo nunca foi superior a 13%. Contudo, a
avaliacdo da eficacia desta vacina tem que ter em conta ndo sé a resposta imunoldgica a
cada um dos componentes vacinais como também ao seu potencial sinérgico.

A andlise comparativa de dados europeus referentes ao periodo 2002-2010, registados
na base de dados publicada em http://pubmlst.org/neisseria/, permite observar a

semelhanca que existe entre a proporg¢do de complexos clonais de estirpes invasivas nao
Cisoladas em Portugal e noutros paises europeus neste periodo (Figura 41).

9% Proporgao de complexos clonais de estirpes invasivas de meningococos de
serogrupos nao C

42,0

37,0

32,0

27,0

22,0
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17,0
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12,0
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Figura 41 - Proporgdo de complexos clonais de estirpes de meningococos de serogrupos ndo C isoladas
em Portugal e em 14 paises europeus* entre 2002 e 2010 (Fonte: base de dados no site
http://pubmlst.org/neisseria/, consultada em 30 de Maio de 2011)

za, Poldnia,

Neste universo de estirpes invasivas, a percentagem de estirpes de complexos clonais
HV que foram isoladas ao longo deste periodo de oito anos, foi semelhante em Portugal
e na Europa (analise de 1715 dados publicados no site (http://pubmlst.org/neisseria/)
(Figura 42).
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Figura 42 — Proporgdo de estirpes invasivas de meningococos de serogrupos nao C de complexos clonais
hiper virulentos, isoladas em Portugal e em 14 paises europeus* entre 2002 e 2010 (Fonte:
http://pubmlst.org/neisseria/, data de acesso 10-03-2011).

*Alemanha, Austria, Bélgica, Eslovénia, Espanha, Franca, Grécia, Holanda, Irlanda, Italia, Noruega,
Poldnia, Reino Unido e Suécia.

Neste periodo observou-se, em Portugal e na Europa, uma tendéncia negativa discreta
na proporcdo de estirpes dos complexos clonais ST-41/44 e ST-32 e uma tendéncia

positiva discreta na proporcdo de estirpes do complexo clonal ST-269, (Figura 43 e Figura
44),

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

cc ST-269 (pubmlst.org) 6,6 6,3 7,9 11,9 9,1 12,2 10,4 10,4

e cST-32 (pubmlst.org) 9,6 11,1 15,9 11,0 7,6 12,2 3,6 73

cc ST-41/44 (pubmlst) 293 233 374 28,2 27,3 24,3 31,2 24,0

Figura 43 - Proporg¢do complexos clonais hiper virulentos de estirpes invasivas ndao C isoladas em 14
paises europeus*, entre 2003 e 2010 (Fonte: http://pubmist.org/neisseria/, data de acesso 10-03-2011).

*Alemanha, Austria, Bélgica, Eslovénia, Espanha, Franca, Grécia, Holanda, Irlanda, Italia, Noruega,
Poldnia, Reino Unido e Suécia.
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Figura 44 - Proporgao complexos clonais hiper virulentos de estirpes invasivas ndo C isoladas
em Portugal, entre 2002/03 e 2010

Em Portugal, as estirpes invasivas do serogrupo C revelaram uma franca clonalidade,
pertencendo maioritariamente a dois genétipos hiper virulentos (C:2a:P1.5-1,10-8:ST-
5368(cc11) e C:2b:P1.5,2:ST-2289(cc8)). Esta clonalidade foi também observada entre
2002 e 2010 no conjunto de 14 paises europeus, de acordo com os dados publicados na
base de dados no site http://pubmlst.org/neisseria/ (Tabela 22).

Tabela 22 - Proporcédo de estirpes invasivas do serogrupo C, isoladas em 14 paises europeus* entre
2002 e 2010 (Fonte: pubmlst.org, consultado em 10-03-2011)

Ano Complexos clonais de meningococos do serogrupo C

(total de estirpes N

caracterizadas) ST-8 ST-11 ST-32 | ST-41/44 | sT-269 | ccnaoHV
2003 (69) 31 |44,9% | 31 |449%| 0| 0% | 1 | 14%| 0| 0% | 6 | 88%
2004 (84) 25 | 29,8% | 39 |464%| 0 | 0% | 3 |36%| 0| 0% | 17]20.2%
2005 (99) 25 | 253% | 50 |50,5%| 0 | 0% | 10 |[10,1%| 0 | 0% | 14 |141%
2006 (54) 14 |259%| 34 | 63% | 0| 0% | 2 |37%| 0| 0% 7,4%
2007 (11) 2 | 77% | 5 | 54% | 1| 8 | 0| 0% | 0| 0% | 3 | 27%
2008 (43) 0 | 00% | 22 |51,2%| 1 |23%| 1 [23%]| 0| 0% | 19]44,.2%
2009 (35) 0 | 00% | 17 |486%| 1 | 28% | 1 | 28% | 4 |11,4%| 12 ]34,3%
2010 (16) 0 | 00% | 4 | 25% | 0 |00%| 5 |313%| 1 |63%| 6 |37,5%

Contrariamente ao que foi observado entre meningococos de outros serogrupos, as
estirpes C de cc ndo hiper virulentos isoladas em Portugal representaram apenas 6% do
total das estirpes invasivas deste serogrupo. Presumivelmente, as estirpes do serogrupo
C ndo serdo comensais frequentes pelo facto de estas serem maioritariamente hiper
virulentas.
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No conjunto das estirpes caracterizadas (todos os serogrupos) observou-se um declinio
na proporcao de complexos clonais HV, particularmente ST-8, ST-11 e ST-32, este ultimo
reconhecidamente associado a uma elevada letalidade por sepsis (Caugant, 1998).
Simultaneamente, observou-se em Portugal um declinio na taxa de letalidade (Figura
45).
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Figura 45 - Evolugdo da taxa de estirpes de cc hiper virulentos isolados em Portugal entre Julho de 2002 e
Junho de 2010 e da taxa de letalidade observada no mesmo periodo. Pela observagcdao das linhas de
tendéncia das duas curvas pode inferir-se que, também em Portugal, ha relagdo entre os dois eventos.

A forma de apresentacdo da doencga resume-se na Tabela 23 e Figura 46.

Tabela 23 — Numero de casos de doenga meningocdcica em cada forma de apresentacgao clinica

Ano Meningite Sepsis Menmg.lte Desconhecido
+ sepsis Total /ano
2002-2003 88 74 53 38 254
2003-2004 111 52 45 1 209
2004-2005 80 55 27 17 179
2005-2006 65 41 13 20 139
2006-2007 52 50 11 6 119
2007-2008 35 36 10 4 85
2008-2009 29 27 6 17 79
2009-2010 7 4 1 63 75
TOTAL 468 339 166 166 1139
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Figura 46 - Apresentacdo clinica da doen¢a meningocécica e respectivas percentagens anuais

Dos 79 dbitos (6,9%) registados no periodo em analise, 3,8% registaram-se em doentes
com meningite, 15,6% em doentes com sépsis e 4,8% em doentes com meningite e
sépsis (Figura 47). Sendo as causas de morte obrigatoriamente investigadas e
notificadas, considera-se que o numero elevado de casos dos quais se desconhece a
evolucdo clinica (166/1139) ndo compromete o conhecimento do nimero real de ébitos.

Taxa letalidade
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B Meningite M Sépsis M Meningite + sépsis

Figura 47 - Evolucdo da taxa de letalidade por tipo de apresentagdo clinica da DM

O maior numero de Obitos registou-se durante os primeiros quatro anos de vida mas a
taxa de letalidade aumentou a partir da adolescéncia, tendo sido maxima (25%) em
individuos com idade superior a 65 anos (Tabela 24).
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Tabel 24 - Numero de dbitos por grupo etdrio e respectiva taxa de letalidade registada entre

Julho de 2002 e Junho de 2010

Total de N2 total de | Taxa letalidade

/

J/

~

*|dade desconhecida em 22 casos

Grupo etério

5-9 10-14 15-19 20-24 25-44 45-64 265
anos anos anos anos anos anos anos anos

\dade* casos Sbitos (%) Taxa letalidae
<lano 284 23 8,1 3‘;‘”
1-4 anos 432 25 5,8 25
5-9 anos 145 4 2,8 20
10-14 anos 56 3 5,4 15
15-19 anos 49 2 4,1 10
20-24 anos 21 2 9,5 5 %@;
25-44 anos 54 7 13 0
45-64 anos 24 4 16,6 <lano 1-4
265 anos 36 9 25

A letalidade associada a serogrupos de meningococos variou nos diferentes grupos

etarios. As estirpes do serogrupo C foram responsaveis por uma mais alta taxa de

letalidade em adolescentes e adultos jovens (Figura48).
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desconhecido
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Figura 48 - Taxa de letalidade registada em Portugal entre 2002 e 2010, por grupo etario

e por serogrupo de N. meningitidis

4.3 Alteracaes capsulares

A substituicdo da capsula de Neisseria meningitidis como resultado de recombinacdo

genética foi relatada em Portugal (Sim&es et al., 2009) e tem sido também referida em

varios paises, com e sem histdria prévia de vacinacdo em massa (Alcald et al., 2002,
Stefanelli et al., 2003; Kriz et al., 1999 e Kertesz et al., 1998). A pressao selectiva devido
a imunidade induzida pela vacina pode ser razao para o fendmeno de switching
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capsular, mas ndo a Unica. E de considerar também a possibilidade de transferéncia de
material genético durante o periodo de colonizacdo da nasofaringe de portadores com
estirpes de diferentes serogrupos (Swartley et al., 1994).

A capacidade que os meningococos tém de alterar os polissacaridos capsulares e as suas
caracteristicas antigénicas permite-lhes escapar a imunidade induzida pela vacina
(Swartley et al.). A vacina conjugada anti meningococos do serogrupo C foi introduzida
no Plano Nacional de Vacinagao em Janeiro de 2006 e a vigilancia laboratorial activa do
fendmeno de alteracdo capsular tornou-se entdo numa das prioridades do VigLab-DM.
Pretende-se detectar o incremento no niumero de estirpes recombinantes para as quais
ndo existe vacina e a sua dispersdo, potencialmente facilitada pela proximidade de
Espanha, onde tém sido identificadas numerosas estirpes recombinantes B:2b:P1.5
depois da onda epidémica de 1996-1997 (Alcalad et al.). A andlise da distribuicdo das
estirpes com alteracdo da capsula, isoladas em Portugal em cada ano epidemiolégico,
indica um numero estavel de estirpes recombinantes (Tabela 25). No pressuposto de
gue o numero de estirpes do serogrupo C diminuiu entre portadores, ndo so devido a
vacinacdo mas também como resultado da proteccdo de grupo, o nimero mantido de
estirpes B recombinantes sugere que a alteracdo da capsula tera ocorrido no passado,
como resultado da co-colonizagao da nasofaringe, e que as estirpes se mantém como
parte da populacdo bacteriana endémica.

Tabela 25 - Distribuicdo das estirpes recombinantes por ano epidemiolégico

Ano Total de estirpes | N2 de estirpes
epidemioldgico identificadas recombinantes
2002-2003 244 0 (0%)
2003-2004 209 1(0,5%)
2004-2005 179 3(1,7%)
2005-2006 139 2 (1,4%)
2006-2007 119 3(2,5%)
2007-2008 85 0 (0%)
2008-2009 79 0 (0%)
2009-2010 75 2 (2,6%)

4.4 Resisténcia aos antibioticos

Embora 13,5% das estirpes estudadas revelasse susceptibilidade diminuida a Penicilina,
em todas as estirpes a CMI a Penicilina foi inferior a 1 mg/L, valor limite para a
penetragdao nas meninges. De acordo com os dados publicados na base de dados em
http://neisseria.org, no periodo entre 2002 e 2010, a proporcdo de estirpes isoladas em
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Portugal com susceptibilidade diminuida a Penicilina foi inferior a que se observou
noutros paises da Europa, nomeadamente Franca, Itdlia e Espanha (Tabela 26).

Tabela 26 — CMI de Penicilina para Neisseria meningitidis observadas em quatro paises europeus
entre 2002 e 2010

CMI de Penicilina Franca Espanha Italia Portugal

o H 0, o H 0, o H 0, Ng 0,

(mg/L) N2 estirpes % N2 estirpes % N2 estirpes % estirpes %

<0,064 286 30,1 93 32,4 10 7,2 282 86,5
>0,064<0,24 444 46,7 44 15,3 106 76,3 32 9,8
20,24<0,5 138 14,5 26 9,1 18 12,9 10 3,1
>0,5<0,75 34 3,6 48 16,7 2 1,4 1 0,3
20,75 47 4,9 11 3,8 3 2,2 1 0,3
Total estirpes 951 222 139 326
estudadas

A realizagao dos testes de susceptibilidade aos antibiéticos deve ser feita por rotina para
monitorizar a progressao de estirpes resistentes ou o aparecimento de novas
resisténcias sendo este um dos objectivos dos programa de vigilancia da Doenca
meningocodcica.

A falta de informacdo na literatura de referéncia sobre incidéncia de infeccbes
respiratorias, nomeadamente por Micoplasma, por Virus Sincicial Respiratério ou por
Adenovirus, implicou que se considerasse apenas a gripe, Unica infeccao respiratéria da
gual se conhece a incidéncia anual através dos programas de vigilancia, com influéncia
no numero de infectados por meningococos. A relacdo que se observou em Portugal
entre gripe e DM, com base na sobreposicdao que se observa das respectivas curvas de
incidéncia, é também observada noutros paises europeus (Paul et al., 2008). Contudo,
no ano epidemiolégico 2009-2010, ano em que se verificou a pandemia da gripe AHIN1,
registou-se em Portugal uma incidéncia invulgarmente baixa de DM. Possivelmente, este
facto deve-se as fortes medidas que foram tomadas neste ano para prevengao da
disseminacdo do virus da gripe e, consequentemente, de todos os outros agentes de
transmissdo aérea.

Com os dados disponiveis sobre gripe ndo é possivel estabelecer uma relagdo
consistente entre os dois tipos de infeccdo. E desconhecida a incidéncia de gripe por
grupo etario e as incidéncias anuais dos varios tipos de virus Influenza que circulam no
pais e que tém niveis de viruléncia diferentes. Fica por compreender em que medida as
infeccOes respiratérias facilitam a colonizacdo e a doenga invasiva e quais as
caracteristicas dos agentes virais e bacterianos de infeccdo respiratéria que sao
determinantes nas infecgOes subsequentes.

107



Capitulo IV - A doenca meningococica em Portugal

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

5 Conclusoes

As caracteristicas epidemioldgicas da doenca meningocdcica, nomeadamente no que se
refere a incidéncia global, incidéncia por grupo etdrio, distribuicao proporcional de
serogrupos por grupo etario e gendtipos hiper virulentos na populagao bacteriana
responsavel por doenca invasiva, sdo bastante semelhantes em Portugal e nos restantes
paises europeus notificadores para a rede europeia do projecto EU-IBIS (até 2007) e
ECDC (dados publicados no site http://pubmlist.org/neisseria/). Para fazer a
guantificacdo das varidveis do modelo a desenvolver, sempre que forem desconhecidos
os dados epidemioldgicos e/ou outras varidveis do sistema dindmico da DM, podera
entdo inferir-se que os dados nacionais sdo sobreponiveis aos dados europeus.

Embora fortemente imunogénica, a proteina PorA ndao é um alvo adequado para a
produgdo de vacinas, devido a grande diversidade genética reconhecida nas duas zonas
varidveis caracterizadas. O tipo de vacinas baseadas unicamente nesta proteina podera
ser utilizado pontualmente, no controlo de surtos localizados, mas ndo é um meio
universal de controlo da DM.

AlteracOes capsulares de C para B foram observadas num numero diminuto de estirpes
de Neisseria meningitidis. Este fendmeno nao sera considerado no desenvolvimento do
modelo, como varidvel que afecte o controlo da DM apds vacinagao.

Nao foi observada resisténcia a antibioticos utilizados na terapia ou na profilaxia da DM.
A diminui¢ao de susceptibilidade de meningococos a Penicilina mantém ainda valores
gue ndao conduzem ao insucesso terapéutico. A possivel resisténcia a antibidticos nao
sera considerada no desenvolvimento do modelo, como variavel que afecte o controlo
da DM.

Por ndo ser compreensivel a relacdo entre gripe e DM, na sua incidéncia total ou por
grupo etario, esta variavel ndo serd considerada no desenvolvimento do modelo. Esta
relagao implica um estudo muito mais aprofundado.
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1. Introducao

Muitos fildsofos, cientistas e “gurus” da gestdo acreditam que as mudancas radicais na
sociedade, induzidas pelo rapido desenvolvimento em todas as areas, requerem uma
nova maneira de pensar e de actuar. Muitos advogam a necessidade de Pensamento
Sistémico, isto é, a habilidade de ver o mundo como um sistema complexo, no qual
compreendemos que um so6 acto afecta todo o restante sistema.

O Pensamento Sistémico permite estimar ou inferir as influéncias exercidas num
universo, que resultam de politicas, acgdes ou mudancas locais. Pode também ser
definido como a resolucdo de um problema, vendo “os problemas” que sdo parte de um
sistema completo. Esta linha de pensamento preocupa-se em compreender um sistema
analisando as ligagOes e interac¢des entre os elementos que constituem o sistema.
Tenta demonstrar que os eventos estdo separados no tempo e no espago e que
pequenos eventos, que tenham uma acgao catalitica, podem causar grandes alteragées
em sistemas complexos.

As técnicas de Pensamento Sistémico podem ser usadas no estudo de qualquer tipo de
sistema — bioldgico, de engenharia, de gestdo, etc.

O desafio que enfrentamos agora consiste em saber como passamos de generalidades
sobre Pensamento Sistémico para ferramentas e processos que nos permitam
compreender a complexidade dos sistemas e desenhar politicas operacionais que
possam conduzir a mudangas, nomeadamente na epidemiologia de doengas infecciosas
ou, em particular, da doenca meningocdcica.

A Dinamica de Sistemas é o método para melhor compreender o comportamento de
sistemas complexos ao longo do tempo. O que torna esta metodologia diferente de
qgualquer outra no estudo de sistemas complexos é o recurso a feedback loops
(mecanismo regulador) e a niveis e fluxos. Estes elementos ajudam a descrever como
sistemas aparentemente simples mostram uma inesperada ndo linearidade. Tal como na
aviagdo os pilotos usam simuladores de voo para seleccionar manobras de navegagao,
outros dominios podem usar a Dindmica de Sistemas para desenvolver os seus proprios
simuladores de voo (Sterman, 2000).

A Dinamica de Sistemas teve as suas origens no trabalho desenvolvido por Jay Forrester
na década de 1960, no Massachusetts Institute of Technology. Os seus estudos sobre
ndo linearidades em sistemas complexos, levaram-no a encontrar melhores formas de
descrever o comportamento industrial (Forrester, 1961). Desde entdo, Jay Forrester tem
tido muitos seguidores no estudo e desenvolvimento de Dinamica de Sistemas, dirigidos
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a diversas dreas incluindo epidemiologia e doengas infecciosas (Hannon et al Ruth,
1997).

E interessante compreender qual é a importancia pratica do pensamento sistémico e
modelagdo, particularmente quando aplicados a questdes de saude publica. Segundo
Leischow et al. (2008), os progressos em Saude Publica implicam uma melhor
compreensao dos sistemas adaptativos complexos que constituem quer as causas quer
as solucdes dos problemas de saude. A titulo de exemplo dir-se-a4 que a prevencao e a
elaboragdo de planos de contingéncia para a gripe pandémica exige a participagao de
diferentes disciplinas, como a vigilancia epidemioldgica para identificagdo de focos de
gripe, rapida identificacdo laboratorial de novas estirpes para que seja possivel o
desenvolvimento de medicamentos novos e eficazes, desenvolvimento e implementacao
de infra-estruturas de informacdo e informaticas que possibilitem a comunicacdo entre
comunidades e respostas eficazes perante as informagdes disponiveis. Individualmente,
cada uma destas actividades é necessaria, mas insuficiente. No entanto, no seu conjunto
representam um sistema complexo em permanente mudanga (sistema adaptativo), cujo
comportamento dificilmente pode ser inferido por andlise das partes (Leischow et al.,,
2006 e 2008).

A metodologia de Dindmica de Sistemas foi utilizada por investigadores do ministério da
Saude do México para estudo da epidemiologia do Dengue hemorragico. Com o
objectivo de proporcionar politicas eficazes no combate a epidemia de Dengue (com
uma elevada taxa de letalidade), os autores desenvolveram um modelo causal e um
simulador que reproduz as condicdes em que a infeccdo progride. Este é
verdadeiramente um sistema complexo, no qual interagem varidveis da populacdo
humana e da populacdo de mosquitos vectores do virus Dengue (Aedes aegyptus)
(Ritchie-Dunham e Galvan, 1999).

Espanha conheceu ondas epidémicas de DM desde o final da década de1970. Em 1979
registou-se um pico na incidéncia da DM, com valores de 17,9 casos por 100 000
habitantes. Uma nova onda epidémica em 1996, causada principalmente por estirpes do
serogrupo C, proporcionou a oferta de vacinagdo em varias regioes do pais e deu origem
a reunides plenarias para avaliar e emitir orientacdes para controlo da situacdo. Neste
contexto, Yolanda Alvarez e colaboradores desenvolveram um modelo, utilizando a
metodologia de Dinamica de Sistemas para andlise do risco em populagdes vacinadas e
nao vacinadas, no caso de ser implementado um programa de vacinagdo voluntaria
contra a infec¢do meningocdcica (Alvarez et al., 1998).
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2.Representacao do processo numa linguagem de niveis e
fluxos

2.1. Conceitos e variaveis chave

Um modelo para analise do comportamento de um sistema dinamico é desenvolvido
recorrendo a softwares que permitem descrever as interdependéncias entre variaveis.
Nesta tese usou-se o software Vensim (Ventana Systems UK Ltd), cuja notagdo particular
€ usada para descrever os modelos que se seguem.

As variaveis que descrevem o contexto da doenca meningocécica estdao referidas na
Tabela 27, identificadas como enddgenas, exdgenas ou excluidas do modelo. Estas
ultimas estabelecem e delimitam as fronteiras para andlise do comportamento que é
descrito pelo modelo.

Tabela 27 - Varidveis que descrevem o comportamento do sistema

Enddgenas Exdégenas Excluidas

Populagdo INE nos varios grupos

Populagdo por grupo etério AlteragGes capsulares

etdrios
Doentes ndo C por grupo Eventos que promovam grandes Entrada de imigrantes no
etario aglomerados humanos pais
Imunizados por grupo etdrio Novos contactos Factores comportamentais

Taxa de estirpes invasivas hiper

. . N Incidéncia de gripe
virulentas com factor de invasdo x

Portadores por grupo etario

Medidas de controlo

Taxa de estirpes invasivas nao (vacinas, tratamento
Nascendo . . S -
hiper virulentas antibidtico e profilaxia dos
contactos)
Crescendo em cada grupo Taxa de fumadores por grupo .
‘. - Novos genadtipos
etdrio etario

Taxa de imunizagao de doentes Taxa de letalidade

Adoecendo em cada grupo . .
L. grup Taxa de imunizagdo de portadores
etario

Ficando portador por grupo -
L. P por grup Taxa de maes fumadoras
etario

Imunizando portadores por

grupo etario Taxa mortalidade por grupo etario

Imunizando doentes por

grupo etario Total de portadores ndo C
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A linguagem de Dinamica de Sistemas utiliza dois conceitos centrais, nivel e fluxo. Os
niveis, que descrevem quantidades que podem ser acumuladas e medidas em cada
altura tempo, sdo representados por rectangulos (sugerindo recipientes). As ac¢cGes dos
decisores de politicas de saude fundamentam-se nos valores que estes niveis assumem.
Os fluxos, que descrevem variagcdes medidas num intervalo de tempo (por dia, por ano),
sdo representados por vélvulas em setas de duplo trago ( ==& ) (sugerindo uma
canalizacdo). As valvulas ( X) controlam os fluxos de entrada (que "enchem"),
representados por setas que apontam para os niveis e os fluxos de saida (que
"esvaziam"), representados por setas que saem dos niveis. As nuvens £ ) representam a
origem ou o destino dos fluxos, quando estes nascem ou drenam para fora das
fronteiras do modelo.

2.2. Definig¢do e quantifica¢do das varidveis
2.2.1 Populagao por grupo etario (INE)

Pela observacdo da incidéncia anual de DM nos nove grupos etarios considerados no
capitulo 1V, verificou-se ndo haver diferenca estatisticamente significativa da incidéncia
da DM nos grupos etarios entre 10 e 20 anos e nos superiores a 20 anos (Tabela 28),
pelo que, no desenvolvimento do modelo, consideram-se apenas 0s cinco grupos etarios
referidos na Tabela 29.

Tabela 28 - Incidéncias (por 100 mil) da DM em nove grupos etdrios

pi deﬁ\?glégic <lano |21<5 | 25<10 | 210<15 | 215<20 | 220<25 | 225<45 | 245<65 |265anos
2002-2003 42,9 22,4 6,6 1,8 1,9 0,5 0,4 0,4 0,2
2003-2004 49,7 19,6 4,5 1,6 1,2 0,4 0,2 0,2 0,4
2004-2005 45,9 11,7 5,7 2,9 1,4 0,6 0,2 0,2 0,3
2005-2006 40,9 9,5 2,4 1,3 1,4 0,7 0,2 0,4 0,2
2006-2007 32,3 10,8 2,0 1,9 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2
2007-2008 21,5 7,6 2,0 0,6 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2
2008-2009 23,5 7,1 1,8 0 0,9 0,2 0,1 0,2 0,1
2009-2010 11,7 5,5 2,2 0,2 0,9 0,2 0,1 0,2 0,4
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Tabela 29 - Incidéncias (por 100 mil) da DM nos cinco grupos etdrios considerados no
desenvolvimento do modelo

epide':ilglégic <1lano >1 <5 anos >5 <10 anos 210 <20 anos >20 anos
2002-2003 42,9 22,4 6,6 1,9 0,4
2003-2004 49,7 19,6 4,5 1,4 0,3
2004-2005 45,9 11,7 5,7 2,1 0,3
2005-2006 40,9 9,5 2,4 1,3 0,4
2006-2007 32,3 10,8 2,0 1,1 0,2
2007-2008 21,5 7,6 2,0 0,4 0,2
2008-2009 23,5 7,1 1,8 0,4 0,2
2009-2010 11,7 5,5 2,2 0,5 0,2

De entre esses cinco grupos etarios distinguem-se dois grupos de individuos:
1. Criangas entre zero e cinco anos, que ndo sdo portadores assintomaticos e que
adoecem por terem tido contacto directo com portadores;

2. Individuos com idade superior ou igual a cinco anos, nos quais 0s meningococos
podem existir como comensais apds contdgio e que adoecem esporadicamente
pelas razoes ja abordadas nos capitulos anteriores.

A populacdo INE por grupo etario representa a dimensdo da populacdo portuguesa em
cada grupo etario, de acordo com as estimativas provisorias da populagdo residente
calculada anualmente pelo Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2002 a 2010).

Para que se possa observar de forma continua a influéncia que exercem no modelo as
oscilagdes da dimensao da populacdo, optou-se por uma representacdo grafica destas
variaveis, na qual se faz variar continuamente a dimensdo da popula¢do ao longo do
tempo. Estas variaveis passam a ser designadas por “Evolucdo da populacdo” em cada
grupo etario (Figura 49).

Evolugdo da populagdo <1 ano

120,000
115,000

110,000 \

105,000

100,000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (Year)
"Evolugdo da populagdo <1 ano" : Current

Figura 49 - Evolucdo da dimensdo da populacdo portuguesa num periodo de dez anos (2002-
2011), aqui exemplificada no grupo etario menor de um ano
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2.2.2 Taxa de mortalidade por grupo etario

Sao também dados do INE as taxas de mortalidade em cada grupo etario, representando
esta varidvel a proporc¢ao de individuos em cada grupo etario que morre, qualquer que
seja a causa.

2.2.3 Populacao (em cada grupo etario)

O conjunto dos individuos que podem ser contagiados por portadores assintomaticos
constitui o nivel “Populagcdo” nos diferentes grupos etarios.

Ao nivel “Populagdo <1 ano” chegam todos os individuos que nascem e saem 0s que
morrem por qualquer causa, o numero destes é dado por “Populagcdo <1 ano” x "Taxa
mortalidade <1 ano". Saem também os que crescem para o grupo etario seguinte, cujo
numero é dado por “Populagdo <1 ano” x (1-"Taxa mortalidade <1 ano") (Figura 50).

<Evolugdo da Crescendo Ta>‘<a
<1 ano mortalidade

% > <1 ano
Populacio de /

<l ano

populagdo <1 ano>

Morrendo <1 ano
Nascendo

<1 ano

Figura 50 — O nivel “Populagdo <1 ano” contem o numero de individuos que
nascem menos 0s que morrem ou crescem

No sistema da doenga meningocécica os doentes “acumulam-se” em niveis cujo valor,
em cada altura no tempo, depende da velocidade de infeccdo dos individuos
susceptiveis de adoecer e disseminacdo das estirpes bacterianas na corrente sanguinea
(fluxo de entrada “Adoecendo”). O nivel de doentes em cada altura no tempo depende
ainda da velocidade da sua recuperagdo (com ou sem imunizagao) ou morte (fluxos de
saida) (Figura 51). Trata-se de um artificio de modelacdo, "retirar" a popula¢do os
individuos que adoecem, fazendo entrar de novo os que, tendo adoecido, ndo ficaram
imunizados, uma vez que dada a diversidade de gendtipos o individuo fica parcialmente
imunizado a doenca. Na realidade, os “doentes” nunca deixaram de fazer parte da
populagdo.
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Figura 51- Representacdo das inter-relagGes entre varidveis que afectam a dimensao da populagdo onde
nao existem portadores assintomaticos, aqui exemplificada no grupo etario inferior a um ano

N3o foi considerada no desenvolvimento do modelo a imunizacdo de criangas menores
de um ano adquirida pelos anticorpos maternos.

No grupo etdrio <1 ano, a equacdo que traduz a dindmica entre as variaveis que afectam

7

o nivel “Populacdo <1 ano” é a seguinte:

"Populagdo de <1 ano"= INTEG ("Nascendo <1 ano"+"Recuperando nédo C<1 ano"-
-"Adoecendo <1 ano"-"Crescendo <1 ano"-"Morrendo <1 ano", 113701)

Nesta equagdo, INTEG significa a acumulagdo ao longo do tempo da soma dos fluxos de
entrada menos a dos fluxos de saida, a partir do valor de 113701, dimensdo da
populacdo <1 ano no momento inicial.

De modo analogo, ao nivel “Populacdo >=1<5 anos” chegam todos os individuos que
evoluem do grupo etario precedente e saem os que morrem por qualquer causa bem
COmMo 0S que crescem para o grupo etario seguinte. Também saem os que adoecem e
entram de novo os que nao ficaram imunizados.

A equacdo que traduz a dindmica entre varidveis que afectam a dimensao da populacdo
no grupo etdrio 21<5 anos e que é a seguinte:

"Populagdo de >=1<5 anos"= INTEG (("Evoluindo >=1<5 anos"+"Recuperando ndo C>=1<5 anos"-
-"Adoecendo >=1<5 anos"-"Crescendo >=1<5 anos")-"Morrendo >=1<5 anos",437385)

Sendo que 437385 é a dimensdo da populagdo >=1 <5 anos no momento inicial.

A partir dos cinco anos, a dimensdo da populagdo é afectada também pela capacidade
de haver portadores assintomaticos e pela dinamica de imunizagdao apds o estado de
portador (Figura 52).
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Figura 52 - Inter-relagdes entre as varidveis que afectam a dimensdo da populagdo onde podem existir
portadores assintomaticos, aqui exemplificada no grupo etdrio com idade >= 5<10 anos

No grupo etdrio 25<10 anos, a equacao que traduz o nivel “Populagdo >=5<10 anos” é a

seguinte:

"Populagdo de >=5<10 anos"=INTEG(("Evoluindo >=5<10 anos"+"Ndo imunizando ndo C >=5<10
anos"+"Recuperando ndo C >=5<10 anos"-"Adoecendo ndo C >=5<10 anos
-"Ficando portador ndo C >=5<10 anos")-"Morrendo >=5<10 anos",527667)

"o

Crescendo >=5<10 anos"-

Sendo que 527667 é a dimensdo da populacdo >=5 <10 anos no momento inicial.

A partir daqui, a dindamica que se estabelece entre as varidveis que afectam a dimensao
da populacdo neste grupo etario é igual a que estabelece nos grupos etarios 210 <20
anos e 220anos.

2.2.4 Habitos tabagicos, taxa de fumadores e efeito de fumo por
grupo etario

Os habitos tabagicos sdo, a seguir a idade, o segundo factor mais importante que
influencia a taxa de portadores assintomaticos (Cougant et al., 1994). Estes dados estdo
de acordo com outros estudos que demonstram que a exposicao passiva ao fumo
constitui um factor de risco para doenca meningocdcica em criancas e adolescentes
(Haneberg et al., 1983; Stuart et al., 1988; Stanwell-Smith et al., 1994; Yusuf et al.,
1999). Efectivamente, se existir um maior numero de portadores assintomaticos na
populacdo fumadora, as criancas que vivem entre fumadores terdo maior contacto com
estirpes de meningococos e, consequentemente, serdo sujeitas a uma maior taxa de
ataque (Figura 53).
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Figura 53 - Representacdo grafica da influéncia dos fumadores na dinamica da DM

A quantificagao do risco associado a exposi¢ao passiva ao fumo de tabaco, embora se
revista de alguma subjectividade, tem sido objecto de estudo de alguns autores. O risco
de DM em criancgas e adolescentes com idade inferior a 15 anos, com pais fumadores, é
8,2 vezes superior ao de criangcas ndo expostas ao fumo de tabaco no meio familiar (Kriz
et al., 2000). Se apenas a mde for fumadora o risco é de 3,5 e se apenas o pai for
fumador é de 3,2. Estes resultados sdo concordantes com os de Fischer et al. (1997),
num estudo desenvolvido no estado de Washigton (EUA) durante o ano de 1994, que
refere que 37% dos casos de doenca meningocdcica em criancas menores de 18 anos
podem ser atribuidos aos habitos tabagicos das maes. De acordo com o mesmo estudo,
o risco de DM ¢é 8,4 vezes maior em criancas com menos de cinco anos com maes
fumadoras, quando comparado com um grupo controlo. O risco é 3,7 vezes maior em
criangas com idade entre cinco e 17 anos com mades fumadoras. Nao foi identificada a
associagao entre DM e pai fumador o que é consistente com o facto de filhos com mae
fumadora terem um nivel de cotinina salivar (a medida quantitativa de exposicdo a
nicotina) mais elevado do que as criangas com pai fumador (Fischer et al., 1997).

O relatorio do INFOTABAC 2009 revela que em Portugal, mesmo apds a entrada em
vigor da lei de protecgcdo do tabagismo, em Janeiro de 2008, ndo houve alteracdo dos
habitos tabdgicos em casa, na presenga de criangas e de ndao fumadores (Figura 54).
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Figura 54 - Alteracdo da exposi¢do passiva ao fumo de tabaco em ambiente familiar Fonte: INFOTABAC-DGS,
2009

A quantificacdo do risco para infeccdo invasiva meningocdcica em criangcas e
adolescentes com idade inferior a 20 anos, relacionada com a exposicao passiva ao fumo
de tabaco, depende directamente da percentagem de maes fumadoras, dado que estas
ndo alteram o seu comportamento dentro e fora de casa.

Em Portugal, a prevaléncia de fumadores tem sido avaliada desde 1987 através dos
guatro Inquéritos Nacionais de Saude (INS) (1987; 1995/96; 1998/99 e 2005/06).

Consideram-se fumadores, todos os individuos com idade superior a 15 anos que
fumavam regularmente a data dos inquéritos.

Trabalhos sobre a prevaléncia de fumadores em Portugal tém sido realizados com base
nos dados dos terceiro e quarto INS dos quais se destacam tés:

1. “Consumo de tabaco na populagcdo portuguesa: andlise dos dados do Inquérito
Nacional de Saude 2005/2006” (Instituto Nacional de Saude, 2009);

2. “Acompanhamento estatistico e epidemiolégico do consumo de tabaco em
Portugal - Estudo do impacto da Lei n.2 37/2007, de 14 de Agosto” (DGS, 2008).

3. “Avaliacdo Intercalar do Impacte da Nova Legislacdo de Prevencdo do Tabagismo
(Lei 37/2007, de 14 de Agosto)”, relatério 2009 de INFOTABAC (DGS, 2009).

O estudo “Consumo de tabaco na populacdo portuguesa: analise dos dados do Inquérito
Nacional de Saude 2005/2006” analisa os dados sobre consumo de tabaco, obtidos
através do quarto INS e foi realizado pelo Instituto Nacional de Salude Dr. Ricardo Jorge
em parceria com o Instituto Nacional de Estatistica, no periodo 2005 e 2006, com a
colaboracdo da Direccdo Geral da Saude. A populagcdo inquirida, 35 229 individuos,
incluiu residentes em alojamentos familiares com mais de 15 anos de idade,
consumidora diaria ou ocasional de tabaco. A prevaléncia de fumadores regulares
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estimada na populagao foi de 20,9%, sendo que mais de 99% dos fumadores regulares
de ambos os sexos fumavam diariamente. A prevaléncia no sexo masculino foi de 32,1%
e no sexo feminino foi de 10,1% (INSA, 2009).

O estudo “Acompanhamento estatistico e epidemiolégico do consumo de tabaco em
Portugal - Estudo do impacte da Lei n.2 37/2007, de 14 de Agosto” teve como objectivo
primordial avaliar o impacto da lei de prevencdo do tabagismo na populagcdo
portuguesa, que entrou em vigor a partir do dia um de Janeiro de 2008. A sondagem foi
da responsabilidade da Base Geografica de Referenciagdo de Informagdo. Foram
inquiridos 6 308 individuos com idade superior ou igual a 15 anos, residentes em
Portugal continental, entre Maio e Novembro de 2008. De acordo com este estudo, a
prevaléncia de fumadores em Portugal continental foi de 16,4%, sendo a prevaléncia de
24,5% para o sexo masculino e de 9,5% para o sexo feminino (DGS, 2008).

O relatdrio de 2009 “Avaliacdo Intercalar do Impacte da Nova Legislacdo de Prevencao
do Tabagismo (Lei 37/2007, de 14 de Agosto)” foi elaborado pela INFOTABAC*, com o
apoio de outros especialistas em areas especificas (Administragdes Regionais de Saude,
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Instituto Nacional da Farmacia e do
Medicamento, Instituto da Droga e Toxicodependéncia, Ministério da Educacdo,
Direccdo-Geral das Alfandegas e dos Impostos Especiais sobre o Consumo, Gabinete
Coordenador de Seguranca, Direccdo Nacional da Policia Judiciaria, Autoridade de
Seguranga Alimentar e Econdmica, Direcgdao Geral do Consumidor, Camaras Municipais e
Associacdo de Grossistas do Tabaco). De acordo com este relatério, entre 1998/99 e
2005/06 observou-se uma tendéncia decrescente na propor¢do de fumadores didrios
com idade igual ou superior a 15 anos (Figura 55), também ja observada desde 1987.
Contudo, a evolugdo desta tendéncia foi crescente na populacdo feminina e decrescente
na populagdao masculina, a semelhanga do que se observa na grande maioria dos paises
(DGS, 2009).

*Comissdao multidisciplinar de especialistas da Direcgdo Geral de Saude e do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge nas areas de epidemiologia, proteccdo da saude, estatistica e juridica, criada para assegurar o
acompanhamento estatistico e epidemioldgico do consumo de tabaco em Portugal, bem como para avaliar o
impacto resultante da aplicagdo da Nova Legislagdo de Prevengdo do Tabagismo (Lei 37/2007, de 14 de Agosto)
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Figura 55 - Prevaléncia em Portugal de fumadores diarios e ocasionais com idade superior ou
igual a 15 anos, registada entre 1998 e 2008

Apds a entrada em vigor da lei de prevencdo do tabaco, em Janeiro de 2008, a
prevaléncia de fumadores diminuiu em ambos os sexos. Esta parece ser uma tendéncia
decrescente sustentada, uma vez que o numero de cigarros que entrou em Portugal
diminuiu (11% entre 2007 e 2009) e aumentou o numero de consultas de apoio a
fumadores que pretendem abandonar o habito (INFOTABAC, 2009).

A quantificacdo da variavel “taxa de fumadores” nos diferentes grupos etarios
considerados no modelo considerou os resultados dos INS ou foi estimada com base nos
resultados desses inquéritos e nos seguintes pressupostos (Tabela 30):

= Ataxa de fumadores com 10 a 20 anos em 1998/99 foi de 11,8% (dados do 32 INS)

= A taxa de fumadores com 10 a 20 anos em 2005/06 foi de 12,3 (dados do 42 INS)

= A taxa de fumadores com 20 ou mais anos em 1998/99 foi de 25,8% (dados do 32 INS)
= A taxa de fumadores com 20 ou mais anos em 2005/06 foi de 20,7% (dados do 42 INS)
= A taxa de fumadores na populacdo total em 1998/99 foi de 21,9% (dados do 32 INS)

= A taxa de fumadores na populacgdo total foi em 2005/06 de 20,7% (dados do 42 INS)
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= A taxa de fumadores na populagdo total em 2008 foi de 16,4% (DGS, 2009).

= A tendéncia crescente na prevaléncia de fumadores com 10 a 20 anos foi continua
entre 1998/1999 e 2006-2007. A taxa de fumadores aumentou 0,08% em cada ano.

= A tendéncia decrescente da prevaléncia de fumadores com idade superior a 20 anos
foi continua entre 1998/1999 e 2006-2007. A taxa de fumadores decresceu 0,73% em
cada ano.

= Em 2007/08 manteve-se a mesma proporcionalidade entre a taxa de fumadores na
populacdo em geral e em cada grupo etario do que a observada em 2005/06.

= A partir de 2007 registou-se uma quebra de 10% ao ano no consumo de tabaco
(declaracdo da Associacdo dos Grossistas de Tabacos ao Didrio Econdmico em 31-5-
2011).

Tabela 30 - Taxa total de fumadores na populagdo portuguesa e nos dois grupos etarios considerados
no desenvolvimento do modelo da DM, com influéncia na dimens3ao da populagdo de portadores
assintomaticos (os valores assinalados a vermelho correspondem a valores dos INS, os restantes sdo valores

estimados)

Ano Taxa de fumadores na Taxa de fumadores na Taxa de fumadores na
Epidemioldgico | populagdo total (%) populagdo >=10<20 anos (%) populagdo >=20 anos (%)
1998-1999 21,9 11,8 25,8
1999-2000 21,7 11,88 25,07
2000-2001 21,5 11,96 24,34
2001-2002 21,4 12,04 23,61
2002-2003 21,2 12,12 22,88
2003-2004 21,0 12,20 22,15
2004-2005 20,9 12,28 21,42
2005-2006 20,7 12,3 20,7
2006-2007 20,5 12,44 19,96
2007-2008 16,4 9,75 16,4
2008-2009 14,76 8,78 14,76
2009-2010 13,29 7,91 13,29

Para que se possa observar de forma continua a influéncia que exercem no modelo as
oscilacdes do numero de fumadores, optou-se por uma representacao grafica desta
variavel, na qual se faz variar a taxa de fumadores em cada grupo etério ao longo do
tempo. Estas varidveis passam a ser designadas por “Efeito de fumo” em cada grupo
etario (Figura 56).
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Figura 56 - Evolugdo da taxa de fumadores aqui exemplificada na populagdo
>=10<20 anos, estimada para o periodo de dez anos (2002-2011)

2.2.5 Portadores nio C em cada grupo etario

Os niveis “Portadores ndo C” em cada grupo etdrio representam a populacdo que é
contagiada, fica portadora mas nao adoece. Dada a diversidade de gendtipos na
populacdo bacteriana (principalmente a diversidade de proteinas da membrana
externa que sdo imunogénicas), apenas parte do individuo fica imunizada a doenca
apos o estado de portador assintomatico. A esta proporg¢do de individuos chama-se
“Taxa de imunizacdo de portadores”.

Dada a inexisténcia de estudos de portadores realizados em Portugal, as
caracteristicas da populagdo de portadores assintomdticos e as varidveis que
influenciam a sua dimensdao foram definidas tendo em conta a literatura de
referéncia, com origem em estudos realizados em diversas regides Europeias e por
diferentes autores.

- Um estudo de Dominique Caugant, realizado em 1991 numa populagao
aleatoriamente seleccionada e representativa da populagdao norueguesa, revelou
que 10,9 % da populacdo estudada era portadora assintomatica de estirpes de N.
meningitidis. De acordo com o mesmo estudo, a taxa de portadores em criancgas
com menos de cinco anos é quase nula. A taxa mdaxima de portadores (cerca de
30%) regista-se entre os individuos com idade compreendida entre 20 a 24 anos.
Esse valor decresce a partir de entdo, mantendo-se proximo de 10% na populacdo
adulta até aos 75 anos (Figura 57) (Caugant et al., 1994).

- Em 2007, num artigo de revisdo e citando estudos de diferentes autores, Stephens
refere que Neisseria meningitidis € um comensal frequente na nasofaringe, isolado
em 8-20% de individuos saudaveis (Stephens, 2007).

- Num estudo realizado por Claus e colaboradores, entre Novembro de 1999 e
Marco de 2000 (periodo anterior a introducdo da vacina conjugada para o
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serogrupo C), incidindo numa populagdo infantil e jovem com idade entre trés e 25
anos, conclui-se que 10,4% desta populagao era portadora assintomatica. Dos
dados referidos nesse estudo pode estimar-se que 5% da populacdo estudada é
portadora de estirpes do serogrupo B, 0,85% da populacdo é portadora de estirpes
do serogrupo C e o segundo serogrupo mais frequente é o Y com uma taxa de
colonizacdo de 1,8% (Claus et al., 2005).

- Numa meta-analise que revé 89 artigos cientificos sobre portadores
assintomaticos com o objectivo de estimar a prevaléncia de portadores em
diferentes grupos etarios, os autores concluem que a taxa de portadores aumenta
de 4,5% na infancia para 7,7% em criancas com dez anos, sobe abruptamente para
23,7% em individuos com 19 anos e decresce na idade adulta para 13,1% em
individuos com 30 anos e para 7,8% em adultos com 50 anos (Christensen et al.,
2010).

50
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Figura 57 - Percentagem de portadores de N. meningitidis por grupo etdrio e género na
populacdo norueguesa em 1991 (Fonte: Caugant et al., 1994)

De acordo com a literatura, considerou-se que os portadores assintomaticos sdo
individuos com idade superior ou igual a cinco anos (Caugant et al., 1994; Claus et al,
2005) e que, na auséncia de quaisquer varidveis que influenciassem o numero de
portadores, existe uma taxa de referéncia de portadores em cada grupo etdrio, estimada
com base nos dados da literatura e que é a referida na tabela 35 (Tabela 31) (Caugant et
al., 1994). Considerou-se também que a relacdo entre fumadores e portadores
assintomaticos em Portugal é a mesma do que a que foi observada por Caugant, isto &,
existem trés vezes mais portadores na populacdao fumadora do que na ndo fumadora
(Caugant et al., 1994).

125



Capitulo V - Modelacio da doenga meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

Tabela 31 - Taxas de referéncia de portadores assintomaticos de
meningococos nao C por grupo etario

Grupo etario Taxa de portadores ndo C

>5 <10 anos 2%
>10 <20 anos 15,3%
>20 anos 11,7%

No modelo, o fluxo “ficando portador ndo C” em cada grupo etdrio representa o nimero
de dividuos que é contagiado e fica portador, ndo vindo nunca a adoecer enquanto
mantiver o estado de portador assintomatico. E afectado pela dimensdo da populaco,
pelas taxas de fumadores e de portadores no respectivo grupo etario (Figura 58 e Figura
59).

<Efeito maes

Taxa mortalidade <Portadores nao C

o >=5<10anos —, fumadoras >=5<10 estirpes nio HV>
Morrendo anos>
/ >=5<10 anos . .
5 <Portadores total Taxa letalidade nio
Crescendo estipes HV nio C> € >=5 <10 anos
- » / >=5<10 anos Ad do na C/
Evoluindo - oecendo ndo
>=5<10 anos >=5<10 anos - _
Doentes nio C
Populagio |« / >=5<10anos orrendo ndo C
- 31
de >=5<10 Recuperando nio C I >=5<10 anos
<Evolugio da anos >=5<10 anos \
po|mluiz;1:v;:5< 10 Niio imunizando o <Taxudi munizagdo de Obitos nio
anos oentes> -~
A C >=5<10apas Imunizando portadores ¢ >£;i): 10
« _ nio C >=5<10 anos \ >
N \ _ Portadores nio C _ | Imunizados |g
>=3s10anos ™ ndo € >=5<10
\ Ficando portach\ anos Imunizando doentes
/7 noC >f5<10 <Taxa ndo C >=5<10 anos
Taxa portadores anos imunizagio de
5a10 portadores>

Figura 58 - Inter-relagBes entre as variaveis que afectam a dimensdo de portadores nao
C, aqui exemplificado no grupo etario =5 e <10 anos, grupo etdrio onde ndo existem
fumadores
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Figura 59 - Inter-relagdes entre as varidveis que afectam a dimensdo de portadores ndao C, aqui
exemplificado no grupo etario 220 anos

A equagdo que traduz o fluxo “Ficando portador ndo C” em criangas com idade entre
cinco e dez anos, no qual ndo ha fumadores, é a seguinte:

"_n

"Ficando portador ndo C >=5<10 anos"="Populagdo de >=5<10 anos"*"Taxa portadores ndo C >=5<10 anos"

Na restante populagdo, o numero de portadores é afectado pelos habitos tabagicos e,
como ja foi referido, existem trés vezes mais portadores na populacdo fumadora do que
na nao fumadora. A equagdo que traduz o fluxo “Ficando portador nao C”, aqui
exemplificada no grupo etario >=10<20 anos, é a seguinte:

"Ficando portador ndo C >=10<20 anos"=("Populagdo de >=10<20 anos"*(1-"Efeito fumo >=10<20
anos")+"Populagdo de >=10<20 anos"*"Efeito fumo >=10<20 anos"*3)*"Taxa de portadores néo C >=10<20 anos"

O nivel “Portadores ndo C” em cada grupo etario é afectados pelo fluxo de entrada
“Ficando portador ndo C” e pelos fluxos de saida "Ndo imunizando ndo C” e “Imunizando
portadores ndo C” nos respectivos grupos etarios. A equacdo que traduz este nivel,
exemplificado no grupo etdrio >=10<20 anos ¢é a seguinte:

"Portadores ndo C >=10<20 anos"= INTEG ("Ficando portador ndo C >=10<20 anos"-

-"Imunizando portadores ndo C >=10<20 anos"-"Ndo imunizando ndo C >=10<20 anos",228314

sendo que 228314 é o numero de portadores no momento inicial.

2.2.6 Total de portadores nao C

Esta varidvel representa a dimensdo da populagdo contagiada que, em cada momento, é
portadora assintomatica de estirpes de meningococos. Ndo se diferenciam os
portadores de longo termo e os individuos contagiados nos quais, a muito curto prazo,
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se ira declarar a infecgao invasiva. A dinamica da transmissao e infec¢do é fortemente
afectada pelo numero de portadores mas é também afectada pelas caracteristicas das
estirpes que circulam na populagdo humana, nomeadamente a sua capacidade de
transmissdo e infec¢ao do hospedeiro.

No pressuposto de que as estirpes mais virulentas sdo as que tém maior capacidade de
invadir a corrente sanguinea apds o contdagio, é de esperar que essas mesmas estirpes
sejam pouco frequentes em portadores assintomaticos. Este é o caso, por exemplo, de
estirpes do serogrupo C do cc ST-8, praticamente n3ao encontradas em estudos de
portadores (Yazdankhah et al., 2004) e reconhecidamente hiper virulentas, com um
elevado potencial epidémico. Assim, é de esperar que a razdo entre a proporcao de
estirpes isoladas em doentes e a propor¢ao das mesmas estirpes isoladas em portadores
assintomaticos seja mais elevada no caso de estirpes de cc hiper-virulentos do que no
caso de estirpes ndao HV.

Foi entdo util criar o conceito quantificavel de transmissibilidade versus infecciosidade,
aqui designado como “factor de invasao”. Este é definido pela razdo entre a
percentagem de doentes e a percentagem de portadores de estirpes do mesmo cc,
observada na mesma area geografica e no mesmo periodo de tempo, tomando como
referéncia os dados observados num estudo de portadores realizado na Grécia, Noruega
e Polonia, entre 1991 e 2000 (Yazdankhah et al., 2004). O “factor de invasdo” é definido
para cada complexo clonal numa escala ordinal, na qual as estirpes nao HV assumem o
valor um e as HV sdao ordenadas de forma crescente de acordo com a sua capacidade de
invasdo (Tabela 32). No modelo consideram-se apenas 4 niveis de “Factor de invasdo”
gue correspondem a estirpes hiper-virulentas conhecidas (Tabela 33).

Tabela 32- Associagdo entre complexo clonal, doenga e estado de portador (Adaptado de Yazdankhah et
al., 2004). Calculo do “factor de invasdo”, sendo este a razdo normalizada entre a percentagem de estirpes
invasivas e a percentagem de estirpes do mesmo cc encontradas em portadores assintomaticos

Doentes (D) Portadores (P)
Complexos clonais (cc) o . o o N Razdo normalizada
Ne % Ne % Razdo D/P (0,4=1)

8 10 3,2 1 0,3 11,2 28
11 93 29,6 10 2,8 10,5 26
32 54 17,2 18 51 3,4 8
269 15 4,8 7 2,0 2,4 6
41 44 14,0 42 11,9 1,2 3

cc ndao HV ou estirpes 08 312 275 779 0,4 1
sem cc

Total 314 353
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Tabela 33 - Relacdo entre complexo clonal de estirpes HV e quantificagcdo do
“factor de invasdo” considerado no desenvolvimento do modelo

CC Hiper-virulentos F.actorNde
invasdo
ST-8 28
ST-11 26
ST-32 e ST-269 7
ST-41/44 3

A proximidade encontrada entre as estirpes ST-32 e ST-269 e ST-8 e ST-11, no que se
refere a capacidade de transmissdo e invasdo, coincide com a proximidade genética
evidenciada num estudo comparativo do genoma completo de 20 estirpes de N.
meningitidis, no qual se identificaram relacdes filogenéticas entre estirpes de diferentes
complexos clonais (Budroni et al., 2011). De acordo com este estudo, a populacdo de N.
meningitidis esta estruturada em grupos mais amplos do que os complexos clonais
definidos com base em MLST, a que os autores designaram por clades filogenéticos. Os
cc ST-32 e ST-269, bem como os cc ST-8 e ST-11, considerados como entidades
epidemioldgicas distintas, mostraram ser parte dos clade filogenéticos PC32/269 e
PC8/11 respectivamente (Figura 60).

___PC41/44 -
- ~ /
M5 79 /MOI-NOIb\

I,’ox99.30304 |t NZ-0s33 }

ccas o\ \
M01-240355 °

H44/76
D //

;:/ PC3u269
\\\\ - " m;;v\
PCBELL =25 \ M01.240013 \

Outgroup
N. gonorrhoeoe FAI090
'

053442
ccagl ;

72491 i
cc4 ccs3

Figura 60 — Arvore filogenética estabelecida com base na analise do genoma completo de 20 estirpes de
N. meningitidis. Observam-se trés clades filogenéticos (PC32/269, PC8/11 e PC 41/44) e estirpes sem
proximidade genética entre si. Adaptado de Budroni et al., 2011
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Na auséncia de estudos de portadores em Portugal, considerou-se que a proporgao
estirpes de colonizacdo de cada um dos cc HV é na populacdo portuguesa a mesma que
foi observada em outros paises europeus*, de acordo com os dados registados na base
de dados no site http://pubmist.org/neisseria/ (Figura 61).

*Alemanha, Austria, Bélgica, Fildndia, Holanda, Irlanda, Franca, Grécia, Italia, Noruega, Poldnia,
Espanha, Suécia, Reino Unido e Republica checa

% estirpes de cc hiper virulentos na populagdo bacteriana de colonizagao

% 18,0
16,0 — T—
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0 i
4,0
2,0
0,0 -
2000 e 2002 (1513) 2003 a 2006 (287) 2007 a 2010 (328)
—ST-11 0,5 03 0,0
e ST-32 + ST-269 5,7 6,3 7,3
e ST-4.1/444 16,5 15,0 15,9

Figura 61 - Proporcdo de estirpes de colonizacdo dos complexos clonais ST-11, ST-32+ST-269 e ST-41/44,
observada em 15 paises europeus entre 2000 e 2010 (com indicagdo do numero de estirpes comensais
caracterizadas no respectivo intervalo de tempo). Ndo se observam estirpes de colonizagdo ST-8 (Fonte:
http://pubmlst.org/neisseria/, data de acesso 04-12-2010)

Para que possa ser observado de forma continua o efeito que tém no modelo as
variacdes nessas proporcdes ao longo do tempo, fez-se a representacdo grafica destas
varidveis, na qual se fez variar a taxa de colonizacdo por cada um dos cc ao longo do
tempo, no periodo entre 2002 e 2011 (Figura 62).

Efeito factor 26 Portadores estirpes nio C HV com factor de invasio 26

0.008

20,000

0.006
15,000

0.004

10,000
0.002
5,000
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0
Time (Year) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Efeito factor 26 : Current Time (Year)
s 0 26 : Current

Figura 22 - Exemplo de representacdo grafica da percentagem de estirpes de colonizagdo com factor de
invasdo 26 e do seu efeito continuo ao longo do tempo no nimero de portadores destas estirpes
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O numero total de portadores é o somatério de todos os portadores residentes, em
cada grupo etdrio e em grupos populacionais que casualmente entram no pais, aqui
designados como “Portadores de novos contactos”.

Durante o periodo em estudo, apenas se registou um evento excepcional na sequéncia
do qual muitos visitantes entraram em Portugal e tiveram um contacto proximo com a
populacdo residente. Por esta razdo, a variavel “Novos contactos” apenas assumiu o
valor diferente de zero no ano epidemiolégico 2004-2005, devido a realizagdo do
Campeonato Europeu de Futebol 2004 que decorreu entre 12 de Junho e 4 de Julho de
2004 em dez estadios distribuidos de norte a sul do pais. Cerca de um milhdo de turistas
visitaram Portugal neste periodo, aos quais se juntam mais de 2 000 voluntarios e 10
000 jornalistas de todo o mundo (Wikipédia, 5 de Agosto de 2010). Esta variavel assumiu
nesse ano epidemioldgico o valor 1 012 000. No pressuposto que os visitantes eram na
sua maioria jovens, assumiu-se que a taxa de portadores era de 30% e a de fumadores
igual as da populagdo nacional no grupo etario 215 <35 anos (26,5%).

A equacdo que traduz o numero de “portadores nos novos contactos” é a seguinte:

portadores de novos contactos=((Efeito novos contactos*(1-Taxa fumadores novos contactos)+Efeito novos
contactos*Taxa fumadores novos contactos*3)*Taxa portadores novos contactos)

O numero total de portadores é traduzido pela seguinte equacdo:

Total de portadores ndo C="Portadores ndo C >=5<10 anos"+"Portadores ndo C >=10<20 anos" +
+"Portadores ndo C >=20 anos"+portadores de novos contactos

Parte dos portadores esta colonizada com estirpes ndo HV e a restante com estirpes HV
com os factores de invasao considerados

O numero de portadores de estirpes com os factores de invasao considerados (definidos no
ponto 2.2.5 deste capitulo) é fungdo da “% de estirpes HV com factor de invasdo x” e da “%
de estirpes ndo HV” na populagdo bacteriana comensal (Figura 63).

As equacdes que traduzem o numero de portadores de cada um dos tipos de
meningococos sao as seguintes:

Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo 26=Total de portadores ndao C*Efeito factor 26
Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo 28=Total de portadores ndo C*Efeito factor 28
Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo 7=Total de portadores ndo C*Efeito factor 7

Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo 3=Total de portadores ndo C*Efeito factor 3

Portadores ndo C estirpes ndo HV=  Total de portadores ndo C*Efeito factor 1
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Figura 63 - Representagdo das inter-relagdes entre as variaveis que afectam o nimero total de portadores
nado C com a diferenciagdo dos portadores de estirpes com diferente “factor de invasdo”

2.2.7 Novos contactos e novos genotipos

Os grandes eventos desportivos, artisticos, empresariais ou outros, que acontecem em
Portugal e trazem ao pais um elevado numero de visitantes, sdo designados no modelo
por “Novos contactos”. Com estes visitantes “entram” também no pais as suas estirpes
de colonizacdo que, dada a proximidade que se estabelece nas grandes concentracdes
de individuos, se transmitem a populacdo residente. Esses eventos constituem também
uma oportunidade de entrada de “Novos genétipos” no pais. O seu impacto na dinamica
da DM é tanto maior quanto menor for o grau de semelhanca com as estirpes
residentes, isto é, quanto menor for o grau de reconhecimento dos novos epitopos pelos
anticorpos da populagdo (Figura 64) (Jones et al., 1998).
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Figura 64 — Representacdo grafica da influéncia dos grandes eventos na dinamica da DM. Na presenca de
portadores visitantes e de novos gendtipos, para os quais a populacdo residente ndo estd naturalmente
imunizada, o numero de portadores aumenta e, consequentemente, aumenta o numero de individuos
que adoecem

2.2.8 Taxa de estirpes invasivas hiper virulentas em cada grupo etario

Em jovens e adultos sauddveis, é esperado que a doenga meningocdcica invasiva seja
maioritariamente causada por estirpes hiper virulentas, capazes de ultrapassar os
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro. Nas idades extremas da vida, devido a
imaturidade do sistema imunitdrio ou a co-morbilidades debilitantes, a proporcdao de
estirpes ndo HV que causa doenga invasiva é mais alta. A varidvel “Taxa de estirpes
invasivas hiper virulentas ” em cada grupo etario representa a percentagem de estirpes
dos cc ST-8, ST-11, ST-32, ST-269 ou ST-41/44 que causam DM em cada grupo etario. O
seu valor foi determinado a partir dos dados de caracterizacdo genotipica das estirpes
invasivas isoladas em Portugal entre 2002 e 2010. A comparag¢do com os dados europeus
recolhido do site http://pubmist.org/neisseria/ indica que esta proporgdo é semelhante
em Portugal e nos restantes paises europeus (Tabela 34 e Figura 65).

Tabela 34 — Proporc¢ao de cc hiper-virulentos de estirpes invasivas ndo C isoladas em
Portugal e em nove paises europeus, entre 2002 e 2010

% estirpes HV
Em Portugal | Na Europa
<1 ano 38 (19/38) |38 (72/188)
21<5 anos 62 (36/58) |58 (73/127)
>5<10anos |50 (14/28) |61 (22/36)
>10<20 anos |71 (10/14) |58 (47/81)
>20 anos 48 (19/40) |42 (106/251)

Grupo etario
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Figura 65 -Proporgdo de cc hiper-virulentos de estirpes invasivas nao C isoladas em Portugal e em nove
paises europeus*, entre 2002 e 201. Note-se que a percentagem de estirpes HV em criancas com 5 a 10
anos (ponto fora da curva) corresponde a um nimero baixo de observac¢des

(Fonte: http://pubmist.org/neisseria/, data de acesso 04-12-2010)

*Alemanha, Franga, Holanda, Irlanda, Noruega, Poldnia, Reino Unido, Republica Checa e Suécia

2.2.9 Taxa de imuniza¢do de portadores e taxa de imunizacao de
doentes

Durante a fase de portador assintomatico hd a producado de anticorpos especificos para
as estirpes de colonizagdo, sendo a taxa de imunizacdo de portadores a proporc¢ao de
individuos que ficam imunizados para as estirpes de colonizagdo. No desenvolvimento
do modelo assume-se que cada individuo ndo voltard a ser colonizado pela mesma
estirpe de colonizacao.

Assumindo que durante a doenca invasiva ha producdo de anticorpos (bactericidas)
protectores especificos para a estirpe invasiva, a taxa de imunizacdo de doentes
representa a proporcdo de doentes que fica imunizado depois da infeccdo. Cada
individuo nado voltara a ser infectado pela mesma estirpe ou por outra para a qual exista
reactividade cruzada.

No pressuposto de que as estirpes de colonizagdo imunizam o hospedeiro
(Goldschneider et al (a) e (b), 1969; Robinson et al., 2002) e que estas apresentem uma
enorme variabilidade genética, foi necessario estimar a frequéncia dos seus gendtipos
com o objectivo de quantificar a varidvel “Taxa de imunizacdo de portadores”. Pela
mesma razao, foi necessario estimar a frequéncia dos gendtipos de estirpes invasivas a
fim de quantificar a varidvel “Taxa de imunizacdo de doentes”. Dado que a grande
maioria das estirpes ndo C sdo do serogrupo B, e nestas os polissacaridos capsulares ndo
sdo imunogénicos, de entre as outras estruturas celulares antigénicas consideraram-se
apenas as proteinas de classe 1 (base da subtipagem) como representativas dos
constituintes bacterianos passiveis de induzir imunidade especifica.
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A “Taxa de imunizagao de portadores” foi estimada em fun¢dao da diversidade de
subtipos observados entre portadores, em nove paises europeus, de acordo com a base
de dados publicada em http://pubmist.org/neisseria/. Estima-se a probabilidade de um

individuo ser portador assintomatico de estirpes com subtipo determinado (frequéncia
relativa de cada um dos subtipos/nimero total de estirpes de colonizacdo) e a
probabilidade de voltar a ser portador de estirpes com um subtipo diferente. A taxa de
imunizagao de portadores corresponde ao complementar para 1 da probabilidade de se
voltar a ser portador de estirpes diferentes (tabela 1 do anexo V). Dos dados da referida
tabela estima-se que o valor esperado para a taxa de imunizacdo de portadores é de 8%.

A “Taxa de imunizacdo de doentes” foi estimada em fung¢do da diversidade de subtipos
observados na populacdo de estirpes invasivas isoladas em Portugal. Trata-se de um
artificialismo para representar a imunizacdo parcial do individuo a DM. Estima-se a
probabilidade da doenga ser causada por cada um dos subtipos das estirpes invasivas
isoladas em Portugal no periodo em andlise (frequéncia relativa de cada um dos
subtipos/total de estirpes invasivas) e a probabilidade de voltar a ser infectado por
estirpes com um subtipo diferente. A taxa de imunizacdo de doentes apds doenca
invasiva corresponde ao complementar para 1 da probabilidade de se voltar a ser
infectado por estirpes diferentes (tabela 2 do anexo V). Dos dados da referida tabela
estima-se que o valor esperado para a taxa de imunizagao de doentes é de 41% .

2.2.10 Imunizados nao C em cada grupo etario

O fluxo “Imunizando doentes ndo C” em cada grupo etdrio representa os individuos que,
em cada grupo etario, ndo morrem e ficam imunizados para a estirpe responsavel pela
doenca invasiva.

A equagao que o traduz o fluxo “Imunizando doentes nao C” em cada grupo etario, aqui
exemplificada em criangcas menores de um ano, é a seguinte:

n_un

"Imunizando doentes <1 ano"="Doentes ndo C <1 ano"*Taxa imunizag¢do de doentes* *(1-
"Taxa letalidade ndo C <1 ano")

O fluxo “Imunizando portadores ndo C” em cada grupo etario representa os individuos
com idade superior ou igual a cinco anos que ficam imunizados apds o estado de
portador assintomatico. Este fluxo, aqui exemplificado em criancas com idade >=5 e <10
anos, é traduzido pela equagao:

n_n

“Imunizando portadores néio C >=5<10 anos"="Portadores ndo C >=5<10 anos"*Taxa imunizag¢do de portadores

O nivel “Imunizados ndo C “ em cada grupo etario acumula os individuos que, em cada
grupo etario, ficam imunizados, quer apds o estado de portador assintomatico quer
apos doenga invasiva.
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A equacgao que traduz o nivel “Imunizados nao C “ em criangas menores de cinco anos,
nas quais nao existem portadores assintomaticos, aqui exemplificada no grupo etario <1
ano, é a seguinte:

"Imunizados ndo C <1 ano"= INTEG ("Imunizando doentes <1 ano",0)

Sendo que 0 é o niumero de imunizados nao C no momento inicial.

A equacdo que traduz o nivel “Imunizados ndo C “ em individuos maiores de cinco anos,
de entre os quais existem portadores assintomaticos, aqui exemplificada no grupo etario
>=10<20 anos, é a seguinte:

"Imunizados ndo C >=10<20 anos"= INTEG ("Imunizando doentes ndo C >=10<20 anos"+
+"Imunizando portadores ndo C >=10<20 anos",0)

Sendo que 0 é o niumero de imunizados ndo C no momento inicial.

Recuperando ndao C

n_n

Recuperando ndo C<1 ano"="Doentes ndo C <1 ano"*(1-Taxa imunizagdo de doentes)*(1-"Taxa letalidade ndo C <1 ano"

2.2.11 Taxa de letalidade

Esta variavel representa a propor¢do de individuos que morre na sequéncia de doencga
invasiva meningocdcica.
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3. Modelac¢do da doenga meningocdcica por estirpes nao C

O numero de individuos contagiados é funcdo do numero de portadores assintomaticos
e dos gendtipos bacterianos que entre eles circulam. A dimensdo da populagdo
portadora assintomatica traduz a dispersdao de estirpes hiper virulentas (prevaléncia e
facilidade de transmissdo). O numero de individuos que adoece em qualquer grupo
etario depende da dimensao da populagdo susceptivel, da hiper viruléncia das estirpes
adquiridas e da fragilidade dos seus mecanismos naturais de defesa. Esta Ultima
condicdo é fortemente afectada pela exposicdo passiva ao fumo de tabaco. Deste modo,
a percentagem de criangas com maes fumadoras é determinante da taxa de ataque.

N3do sendo recomendado o uso da vacina tetravalente em Portugal (apenas para
viajantes e militares) e ndo existindo presentemente uma vacina para o serogrupo B, a
populagdo adquire imunidade natural durante o periodo de portador assintomatico ou
no decurso da infecgao invasiva. Contudo, tendo as estirpes de meningococos de
serogrupos ndo C uma elevada diversidade antigénica relativamente as proteinas de
membrana externa de classe 1 (imunogénicas), a taxa de imunizacdo de portadores é
baixa. A dimensdo da populacdo imunizada vai afectar a dimensdo da populacdo
susceptivel de ser contagiada e/ou adoecer, na medida em que individuos imunizados
nao voltardo a ser portadores de estirpes com as mesmas caracteristicas antigénicas,
estabelecendo-se assim um ciclo vicioso. O nimero de portadores é também afectado
positivamente pelos habitos tabagicos.

Considerou-se que as estirpes de colonizagdo promovem imunizacdo dos portadores e
impedem nova colonizagdo, uma vez que os anticorpos circulantes sao protectores e
apresentam, para algumas proteinas, algum grau de reactividade cruzada
(Goldschneider et al (a) e (b), 1969; Robinson et al., 2002). Assim, a taxa de imunizacado
alcangada durante o estado de portador afecta o numero de portadores assintomaticos.
No limite, na auséncia de novos gendtipos o numero de portadores assintomaticos
tende para zero.

O “Total de portadores ndo C” observado ao longo do tempo contou em 2004 com o
contributo da populacdo visitante, ou “Novos contactos”, ndo negligenciando a
influéncia da prevaléncia de fumadores nessa populacdo, representada pela variavel
“Taxa de fumadores nos novos contactos”.

A doenca pode evoluir para a cura, ficando o individuo imunizado para a estirpe
infectante, ou para a morte. A letalidade associada a doenga meningocdcica depende de
numerosos factores ja referidos no capitulo Il desta tese. A quantificagdo desta variavel
implicaria, entre outros, um estudo aprofundado das co-morbilidades e das deficiéncias
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do sistema do complemento dos individuos que morrem e de individuos de um grupo
controlo. Implicaria também a pesquisa de factores de patogenicidade em estirpes de
colonizacdo e em estirpes invasivas. Em suma, a avaliagdo da mortalidade associada a
doenga meningocdcica requer um estudo extenso que sai do ambito desta tese e por
esta razao nao foi considerada a influéncia desta variavel no modelo.

Pretende-se que o modelo reproduza um nimero de doentes que se observa em cada
ano concordante com o numero de doentes registado na base de dados nacional. O
numero de doentes constitui a informagdo que potencialmente condiciona quaisquer
intervengdes de iniciativa dos decisores de politicas de saude.

Para o desenvolvimento do modelo da doenca meningocécica por estirpes ndao C
considerou-se o ano 2007-2008 como referéncia, uma vez que foi neste ano que se
verificou uma das mais altas percentagens de casos com confirmacdo laboratorial e a
mais alta percentagem de casos com caracterizagdo do serogrupo (a menor
percentagem de valores estimados), o que garante a qualidade dos dados (Tabela 35).
Isto é, conhecidos os valores das varidveis que ao longo do tempo afectam o sistema
dinamico da DM, o numero de doentes devolvido pelo modelo no ano referéncia foi
igual ao observado na base de dados nacional.

Tabela 35 - Proporgdo de casos de DM registados entre 2002 e
2010 com confirmacgdo laboratorial e serogrupo conhecido

Ano % Casos % de grupos
Epidemiolégico | confirmados | caracterizados
2002-2003 72% 57,5
2003-2004 72% 67,0
2004-2005 81% 75,4
2005-2006 90% 81,3
2006-2007 76% 72,3
2007-2008 87% 85,9
2008-2009 85% 81,0
2009-2010 95% 62,7

No modelo, as varidveis assumem valores observados ou estimados com base nos dados
nacionais do sistema de vigilancia da DM, nos dados do INE e na bibliografia de
referéncia. Cada passo de simulagdo corresponde a um ano.

3.1 Doentes ndo C em cada grupo etdrio

O nivel “Doentes ndo C” em cada grupo etario contem os individuos que foram
contagiados, adoecem e ainda ndo recuperaram, ndo ficaram imunizados ou ndo
morreram. S3o afectados pelos fluxos de entrada “Adoecendo ndo C” e pelos fluxos de

138



Capitulo V - Modelacio da doenga meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

saida “Recuperando ndo C”, “Imunizando doentes ndo C” e “Morrendo ndo C” (Figura
65).

O fluxo “Adoecendo nao C” representa os individuos dos respectivos grupos etarios que,
em cada unidade de tempo (um ano), ficam contagiados apds o contacto com
portadores de estirpes ndo C e adoecem. Este fluxo é funcdo da dimensdo da populagdo,
do numero de portadores de cada tipo de estirpe, da taxa de estirpes HV que infecta
cada grupo etario e de factores de risco ja mencionados no capitulo Il dos quais, no
desenvolvimento do modelo, apenas considerdmos a exposicdo passiva ao fumo de
tabaco aqui representada pelo efeito de maes fumadoras. Na populagdo com idade
superior a 20 anos esse efeito ndo se faz notar. O fluxo de saida “Recuperando ndo C” é
funcdo do numero de doentes e da taxa de letalidade (Figura 66).

<Efeito maes

fumadoras <1 ano> -
¢ <Portadores ndo C

Crescendo <1 ) v
< / ano estirpes ndo HV>
0 .
. Taxa mortalidade <Portadores total Taxa letalidade
<l ano /cstipes HV nido C> nio C <1 ano
Morrendo <1 Adoecendo ndo C
Nascendo - | ano < 1 ano
<1 ano > Populagio —_— > \‘
de <1 ano Doentes ndo Morrendo I
< C<l ano <l ano
Recuperando niao Taxa i P
] . C <1 ano 'axa imunizagdo
<Evolugdo da < <*——  de doentes
bopulagdo <1 ano>
Imunizados ndo (<& Obitos ndo
C <l ano Imunizando C <l ano

doentes <1 ano

Figura 66- Fluxos que afectam o nivel “Doentes nao C” aqui exemplificado no grupo etario <1 ano

Uma vez que a taxa de fumadoras varia com a idade, foi necessario estimar a idade das
maes de criancas nos diferentes grupos etadrios considerados no desenvolvimento do
modelo e a respectiva taxa de fumadoras. No periodo em analise verificou-se uma
gueda do indice sintético de fecundidade, indicador que traduz o numero médio de
nados vivos por mulher em idade fecunda e que, em 2009, se situou em 1,32 criancgas
por mulher, face a 1,56 em 2000. No mesmo periodo verificou-se um aumento da idade
média das mulheres residentes em Portugal ao nascimento do primeiro filho e ao
nascimento de um filho, situando-se os valores para 2009 em 28,6 anos (26,5 anos em
2000) e 30,3 anos (28,6 anos em 2000) respectivamente (INE, 2009). A estimativa da
taxa de mdes fumadoras teve por base os dados dos terceiro e quarto INS relativos a
taxas de fumadores e respectivas idades (Tabelas 36 e 37). (“Estatisticas demograficas —
2006”, Instituto Nacional de Estatistica, Fevereiro 2008).

Tabela 36 - Idade estimada das maes de criangas e jovens nos quais a incidéncia da DM sofre
influéncia dos habitos tabagicos da mae
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Grupo etdrio da populagdo susceptivel a infecgdo meningocdcica invasiva

<1 ano >1 <5 anos >5 <10 anos >10 <20 anos

Idade média
da da mae

30 anos >30 <35 anos 235 <40 anos >40 <50 anos

Tabela 37 - Prevaléncia de mulheres fumadora nos grupos etarios correspondentes a maes de criangas e
jovens com idade inferior a vinte anos, no periodo entre 1998 e 2008 (os valores assinalados a vermelho

correspondem a valores dos INS, os restantes sdo valores estimados)

Idade de
m3es 1998/99 | 1999/00 | 2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008

fumadoras
25a34 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, O,

anos 22,30% | 21,60% | 20,90% | 20,20% | 19,60% | 18,90% | 18,20% |17,50%
35a44 o o
anos 17,30% | 17,80% | 18,40% | 18,90% | 19,40% | 20,00% | 20,50% |21,10%

16,80% | 8,48% 3,70%

21,60% 16% 4,20%

0,12% 0,03 9,90% -

:i;54 0,78% | 0,69% 0,60% 0,51% 0,42% 0,33% 0,24%

Para definir a equagao que traduz o fluxo “adoecendo nao C” nos varios grupos etarios

procedeu-se do seguinte modo:

1. Definiu-se a populacdo susceptivel de adoecer em cada grupo etdrio no ano
referéncia (2007-2008), considerando como verdadeira para Portugal a relacdo
encontrada por Fischer entre maes fumadoras e doentes (Fischer et al., 1997). Assim,
as criancas menores de cinco anos com mdes fumadoras sdo 8,4 vezes mais
susceptiveis a infeccdo invasiva do que as restantes do mesmo grupo etario e a
populacdo com idade compreendida entre cinco e 20 anos com maes fumadoras é 3,7
vezes mais susceptivel a infeccdo invasiva do que a restante do mesmo grupo etério.
As equacbes que definem a populagdo susceptivel nos diferentes grupos etdrios sdo

as seguintes:

Populagio susceptivel < lano = PO x (1 — MF0) + PO x MFO x 8,4
Populagio susceptivel > 1 < 5anos = P1x (1 — MF1) + P1xMF1x 8,4
Populagdo susceptivel 25< 10 anos=P5 x (1-MF5)+ P5 x MF5 x 3,7
Populagio susceptivel > 10 < 20 anos = P10 x (1 — MF10) + P10 x MF10x 3,7

Populagdo susceptivel > 20 anos = P20

Sendo que:
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Po = Populagdao com idade inferiora 1 ano

P, = Populagdo com idade >= 1 <5 anos

Ps = Populagdao com idade >=5 <10 anos

P10 = Populagdo com idade >= 10 <20 anos

P,o = Populagdo com idade >= 20 anos

MF, = Taxa de maes fumadoras de criangas com idade inferior a 1 ano
MF; = Taxa de maes fumadoras de ciancas com idade >=1<5 anos

MFs = Taxa de maes fumadoras de ciancas com idade >=5<10 anos

MFo = Taxa de maes fumadoras de jovens com idade >=10<20 anos

2. Calculou-se, para cada grupo etario e para o ano de referéncia, a probabilidade
de adoecer, diferenciando a probabilidade de adoecer com estirpes de complexos
clonais HV e ndo HV (a taxa de estirpes de complexos clonais HV que, num contexto n3o
epidémico, infectam cada grupo etario em Portugal e em paises europeus, foi discutida no ponto
2.2.7 deste capitulo):

doentes com estirpes HV 0 _doentes com estirpes nao HV
rMnHV=

rPrv= populagio susceptivel

populagio susceptivel
sendo que:
Prv = Probabilidade de adoecer com estirpes HV no ano referéncia

Pnrv = Probabilidade de adoecer com estirpes ndao HV no ano referéncia

3. Considerou-se que a proporcionalidade observada no ano referéncia entre a
probabilidade de adoecer e o numero total de portadores assintomaticos se
mantém. Assim, para outros anos epidemioldgicos, a probabilidade de adoecer é a

seguinte:
rPHV , o
Puv= - o —— x N9 portadores assintomdticos
N2 portadores assintomaticos no ano referéncia
e
rPnHV . o
PnHv= X N@ portadores assintomaticos

N® portadores assintomatico no ano referéncia
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Sendo constante o valor das fracgBes, calculou-se o valor dessas constantes (Chy €
CnHv) em cada grupo etario (Tabela 38):

Co = rPHV
HV'™= Neo portadores assintomaticos no ano referéncia
rPnHV
Chnv =

N2 portadores assintomatico no ano referéncia

4. Considerou-se que as estirpes comensais com factor de invasdo 3, 7, 26 e 28
afectam trés, sete, 26 e 28 vezes a probabilidade de adoecer.

5. Por facilidade de representacdo, considerou-se a variavel “Portadores total de
estirpes HV ndo C” (Pwv)que é traduzida pela seguinte equacdo:
Portadores total estirpes HV ndo C=Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo 26*26+Portadores

estirpes ndo C HV com factor de invasdo 28*28+Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdo
3*3+Portadores estirpes ndo C HV com factor de invasdao 7*7

Tabela 38 - Valor das varidveis que afectam o fluxo “Adoecendo ndo C” nos cinco grupos etarios,
no ano referéncia 2007-2008 e valor das constantes Cyy € Couy

Grupo Populagdo| % mades Populagio . % es‘tirpes Netotal | Constante | Constante

etario INE fumadoras | susceptivel invasivas HV doentes

(anos) P (no grupo etario) Chv Conv
<1 102153 0,085 166256 0,38 22 3,7E-11 7,6E-10
>1<5 434468 0,085 707105 0,6 33 2,1E-11 1,7E-11
>5<10 | 553451 0,16 792542 0,62 11 58612 | 4/9E-12
>10<20 | 1121422 0,099 1421178 0,6 5 1,4E-12 1,3E-12
>20 8406081 - 8406081 0,5 5,5 6,3E-13 7,0E-13

Para qualquer grupo etario a equacdo que traduz o fluxo “Adoecendo ndo C” é a
seguinte:

Adoecendo ndo C =
Populacgdo susceptivel x PnHV x CnHV + Populagdo susceptivel x PtHV x CHV

Sendo que:
Chv = Constante para infeccdo com estirpes hiper virulentas

Cnhv = Constante para infeccdo com estirpes nao hiper virulentas
Pnyv = Portadores ndo C de estirpes nao HV

Puv = Portadores ndo C de estirpes HV
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Ou, exemplificando para o grupo etario <1 ano:

"Adoecendo <1 ano"=("Populagio de <1 ano"*(1-"Efeito mdes fumadoras <1 ano")+"Populagdo de <1
ano"*"Efeito mades fumadoras <1 ano"*8.4)*Portadores estirpes ndo HV ndo C*7.6e-011+("Populagdo de <1
ano"*(1-"Efeito mdes fumadoras <1 ano")+"Populagio de <1 ano"*"Efeito mdes fumadoras <1
ano"*8.4)*Portadores total estipes HV ndo C*3.7e-011

Consequentemente, a equacao que traduz o fluxo “Recuperando ndo C”, aqui
exemplificada no grupo etario <1 ano é a seguinte:

n_n

"Recuperando ndo C<1 ano"="Doentes ndo C <1 ano"*(1-Taxa imunizagdo de doentes)*

*(1-"Taxa letalidade ndo C <1 ano")

Os modelos completos que traduzem a dindmica das varidveis que afectam a
epidemiologia da doenca meningocécica em cada grupo etdrio sdo os seguintes
(Figuras 67 a 71):

<Efeito maes
fumadoras <1 ano> ) ) .
Crescendo <1 <Portadores nao C
[4e] / ano estirpes nio HV>
X
L Taxa mortalidade <Portadores total Taxa letalidade
<l ano estipes HV ndo C> nio C <1 ano
Morrendo <1 Adoecendo ndo C
Nascendo - - =" ano <1ano
<1 ano > Populagdo S —— > \‘
de <1 ano / Doentes nio Morrendo DM
< C<l1 ano <l ano
Recuperando nao Taxa imunizagio
<Evolugao da C <l ano <*—— e doentes
populagio <1 ano>
Imunizados niio <& Obitos ndo
C <l ano Imunizando C <l ano

doentes <1 ano

Figura 67 — Modelo completo que traduz a dinadmica das variaveis que afectam a epidemiologia da
doenca meningocdcica em criangas menores de um ano

Taxa mortalidade <Efeito mies
>=1<5 anos fumadoras >=1<5

anos> .
/ Morrendo <Portadores nio C

oy >=1<5 anos

) estirpes ndo HV>
> <Portadores total Taxa letalidade
N ﬂe'scendo estipes HV ndo C> >=1<5 anos
p| Populagdo >=1<5 anos Adoecendo 4 )

Evoluindo | de>=1<5 NS anos

>=1<5 anos anos ® Doentes nio C Morrendo DM
>=1<5 anos >=1<5 anos

Recuperando niao C

>=1<5 anos \

<Taxa imunizagdo
de doentes>

anos> _ Obitos nio C
Imunizados ndo C | \ >=1<5 anos
>=1<5 anos -

<Evolu¢do da
populagdo >=1<5

Imunizando
doentes >=1<5
anos

Figura 68 - Modelo completo que traduz a dinamica das variaveis que afectam a epidemiologia da doenga
meningocdcica criangas com idade superior ou igual a um ano e inferior a cinco anos
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Taxa mortalidade

Taxa letalidade ndo
C >=5 <10 anos

Doentes ndo C

>=5<10 anos

o) f <,EIIC{K‘ ”]EE‘\ 10 <Portadores nao C
>=5<10 anos  — umadoras i7n< estirpes nio HV>
Morrendo anos:
/ >=5<10 anos
o <Portadores total
Crescendo estipes HV ndo C>
Evoluindo / >=5<10 anos > Adoecendo ndo C
>=5<10 anos >=5<10 anos
Populagio /
de >=5<10 Recuperando nio C
<Evolugdo da anos

populagio >=5<10

anos> Nao imunizando nao

4\

>=5<10 anos

, #Morrendo ndo C
T >=5<10anos

C >=5<l£)ﬂms—\

.

Portadores nio C

\ Ficando portador

/' nao C >=5<10

Taxa portadores anos
5al0

>=5<10 anos

<Taxa
imunizaga
portadores>

10 de

<Taxa imunizacao de
doentes>
Imunizando portadores
ndo C >=5<10 anos \
Imunizados | g
ndo C >=5<10|
anos Imunizando doentes

nao C >=5<10 anos

Figura 69 - Modelo completo que traduz a dinamica das variaveis que afectam a epidemiologia da doenga
meningocdcica em criangas com idade superior ou igual a cinco anos e inferior a dez anos
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=10<20 anos> \ C >=lg<20 anos ndo C >=10<20 anos

Taxa portador P
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>=10<20 anos>
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Figura 70 - Modelo completo que traduz a dindmica das varidveis que afectam a epidemiologia da doenca
meningocdcica em criangas com idade superior ou igual a igual a dez anos e inferior a vinte anos

Taxa mortalidade

20 Morrendo <Portadores ndo C
>=2U anos >=20 anos estirpes ndo HV> Taxa letalidade nio
> '/ <Portadores total C >=20 anos
Crescendo — estipes HV ndo C>
/—\%) anos - Adoecendo ndo C
Evoluindo » >=20 anos > Docnies i \'
>=20 anos B / Recuperando ndo c (;e—nzf)sa??oz Morrendo DM
Populagdo de C>=20 M - > >=20 anos
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] Nio imunizando Imunizando L\<'l'uxu imunizacao
<]]' N 0!“;“’ 20 A ndo C >=20 anos portadores ndo C de doentes
populacio >=2i < N | = Obi i
e u\ | Portadores nio >=20 anos o N N Obitos ndo C
F— o > o220 anos —— - Irgumz;gos ndo >=20 anos
icando portador ’ >=20 anos
ndo C >=20 anos

Taxa portadores —%
maior 20

<Efeito fumo
>=20>

<Taxa imuniza¢do
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Imunizando doentes
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Figura 71 - Modelo completo que traduz a dindmica das varidveis que afectam a epidemiologia da doenca
meningocdcica em criangas com idade superior ou igual a vinte anos
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4. Testes de validacao do modelo

4.1 Grau de concordancia entre os valores do modelo e os
dados historicos

Avaliou-se o grau de concordancia entre os valores observados no modelo para o nivel
“Doentes” nos diferentes grupos etdrios e os correspondentes valores registados na
base de dados nacional. O periodo sujeito a comparacdo foi ndo sé o respeitante aos
oito anos epidemioldgicos que foram analisados (2002 a 2010), mas ainda o ano
epidemioldgico 2010-2011.

O grau de concordancia entre o nimero de doentes (total de doentes e em cada grupo
etario) observado no modelo e os dados historicos observa-se nas tabelas e graficos
seguintes (Figura 72 e Figura 73):

Ano Total de casos Numero total de casos de DM causados por
Epidemiolégico | Necasosndo | Necasosno Ne meningococos de serogrupos nio C
C notificados C no modelo
2002-2003 | 135,2 126,7 ﬁgg
2003-2004 | 160,1 | 122,8 1400 2N\
2004-2005 | 153,9 119,4 120,0 Al\ = N2 casos nio C
100,0 \ notificados
2005-2006 | 110,8 | 116,3 80,0 — ——NecasosnioC
2006-2007 | 111,2 107,2 o no modelo
2007-2008 | 85,0 85 20,0
0,0
2008-2009 | 76,7 73,9 T H DD DS D
2009-2010 | 70,0 69,1 N R R I 3
S S S FF S
2010-2011 | 82,0 67,2 VAW Y

Figura 72 - Grau de concordancia entre o numero total de casos de DM devolvido pelo modelo e o nimero
de casos notificado na base de dados nacional
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Ano <1 ano
Epidemioldgico N2 casos ndo | N2 casos ndo Ne CasosnaoC<1ano
C notificados | Cno modelo
2002-03 32,5 37,4 9 p—
’ ] \
2003-04 46,3 36,2 40,0

35,0
2004-05 44,9 34,7 30,0 ; ig
25,0 N2 casos ndo C
2005‘06 38,9 33,7 20,0 & notificados
15,0

2006-07 330 298 100
2007-08 22,0 22 o o naocne
2008-09 22,0 186 ST S D F S S
2009-10 14,0 16,9 DA DDA A D
2010-11 20 16,3
Ano 21~<5 anos _ Casos ndo C 21<5 anos
Epidemioldgic | 1 o o | € no mocels N
20022003 | 71,0 | 548 e —
2003-2004 | 69,0 535 60,0

-
50,0

2004-2005 | 48,8 52,0 oA )
40,0 g’ N2 casos ndo C

2005-2006 | 37,5 50,5 30,0 \ notificados

2006-2007 | 46,8 45,2 igg e N2 Cas05 30 C 10
’ modelo
2007-2008 33,0 33 0,0
. O > K A DO QD
;883 2822 ;;,8 ;Z].,: ,LQQ'V?»QQO’Q’&Q 900%9'\906106\’0’]90%10&1@9”
2010-11 22 23,9
Ano >5<10 anos
Epidemioldgico N2 casos ndo | N2 casos ndo Ne Casos nao C 25<10 anos
C notificados C no modelo
2002-2003 12,7 12,9 30,0
2003-2004 | 18,9 12,7 .0
- 20,0 e N2 casos Ndo C
2004-2005 | 24,5 12,5 oo 7 \ Ne casos
2005-2006 10,0 12,3 . <
10,0 e N2 casos ndo C
2006-2007 9,4 12,2 50 no modelo
2007-2008 | 11,0 11 0o
2008-2009 8,0 9,7 > O O Q& o
6‘"&6’"0 0“"0 0"'0 0“"0 6\'0 0%9%&,\, \9’0
2009-2010 13,0 9,2 DA AR AT AT AT AT AT AP
2010-11 9 91

Figura 73 - Grau de concordancia entre o nimero de casos de DM devolvido pelo modelo nos diferentes
grupos etdrios e o numero de casos notificado na base de dados nacional
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Figura 73 (cont.) — Grau de concordancia entre o nimero de casos de DM devolvido pelo modelo
nos diferentes grupos etarios e o nimero de casos notificado na base de dados nacional
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4.2  Anadlise de sensibilidade do modelo

Nos testes de sensibilidade observam-se os valores devolvidos pelo modelo para o valor
dos niveis quando se faz variar o valor de uma varidvel ou, simultaneamente, o valor de
varias varidveis (Sterman, 2000). Nesta tese utilizou-se a simulacdo de Monte Carlo (ou
simulagdo multivariada de sensibilidade) que permite que este processo seja
automatico, com recurso ao software Vensim (Ventana Systems UK Ltd).

A anailise de sensibilidade permite avaliar se existem grandes oscilagdes no numero de
doentes (sensibilidade numérica) ou no padrao de comportamento gerado pelo modelo
(sensibilidade de comportamento) quando as varidveis assumem um intervalo de
valores plausivel. O modelo sera tanto mais sensivel quanto maior forem essas
oscilagdes.

Sensibilidade do numero de doentes com idade inferior a um ano ao numero de
nascimentos: como o numero de nascimentos é uma curva no tempo (Evolugdo da
populacdo <1 ano), a andlise de sensibilidade fez-se multiplicando a curva por um desvio
gue tem uma funcao distribuicdo uniforme entre 0,95 e 1,05, isto é, fez-se variar o
nuimero de nascimentos entre -5% e +5% do valor desta variavel no modelo (Figura 74).

Current
50% 75% 95% [l 1007 I

"Doentes ndo C <1 ano"
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30
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Time (Year)

Figura 74 — Analise de sensibilidade do nimero de doentes com idade inferior a um ano
ao numero de nascimentos, numa simulagdo de um periodo de dez anos

Verifica-se que a sensibilidade do numero de doentes com idade inferior a um ano ao
numero de nascimentos aumenta ao longo do tempo até que o modelo deixa de ser
sensivel a varidvel quando o numero de doentes é baixo.

Sensibilidade do total de doentes a taxa de fumadores (total de fumadores): como a
taxa de fumadores é uma curva no tempo (“Efeito fumo”), a analise de sensibilidade fez-
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se multiplicando cada ponto das curvas relativas aos varios grupos de fumadores por um
desvio que tem uma funcdo distribuicdo uniforme entre 0,9 e 1,1, isto é, fez-se variar a
taxa de fumadores em -10% a +10% (Figura 75).

Current
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0
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Figura 75 - Analise de sensibilidade do total de doentes a varidvel “taxa de fumadores “ do
conjunto da populacdo fumadora, numa simulagdo de um periodo de dez anos

Verifica-se que a sensibilidade do numero de doentes ao total de fumadores aumenta ao
longo do tempo até que o modelo deixa de ser sensivel quando o nimero de doentes é
baixo.

Sensibilidade dos doentes dos diferentes grupos etarios a taxa de maes fumadoras:
como a taxa de maes fumadoras nos diferentes grupos etdrios € uma curva no tempo
(Efeito de maes fumadoras), a andlise de sensibilidade fez-se multiplicando cada ponto
das respectivas curvas por um desvio que tem, para todos os grupos etdrios, uma funcao
distribuicdao uniforme entre 0,9 e 1,1, isto &, fez-se variar a taxa de maes fumadoras em
-10% a +10% do valor desta varidvel no modelo. A sensibilidade a esta variavel diminui
no tempo a medida que o niumero de doentes diminui (Figura 76). Note-se que a taxa de
maes fumadoras também baixou consideravelmente a partir do sexto ano da simulacgdo.

149



Capitulo V - Modelacio da doenga meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

Current Current

50%  75% 1 95% [ 100% 50%  75% [ 95% I 100%
"Doentes nao C <1 ano" "Doentes ndo C >=1<5 anos"
60 60

45

30

0y 25 5 75 10 09 25 5 15 10
Time (Year) Time (Year)
Current
Current
50%  75% [ 95% I 100% [ 50%  75% I 95% I 100%
"Doentes nio C >=5<10 anos" "Doentes ndo C >=10<20 anos"
20 8
7 7 —“\
: \\
5 \Q
\\\
8 4
0 25 5 75 10 0 25 5 75 10
Time (Year) Time (Year)

Figura 76 — Sensibilidade do nimero de doentes nos grupos etarios sensiveis a exposi¢ao passiva ao fumo
do tabaco das maes fumadoras, numa simulagdo de um periodo de dez anos

Sensibilidade do total de doentes a taxa de imunizagcao de portadores: a andlise de
sensibilidade fez-se variando a taxa de imunizagao de portadores entre 5 e 15%, isto é, -
3% e +7% do valor da varidvel considerado no desenvolvimento do modelo. A dinamica
do modelo ndo é sensivel a variavel (Figura 77), consequentemente, se o valor atribuido
a esta variavel se afastar do seu valor real, o comportamento do modelo ndo é
significativamente afectado.
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Figura 77 - Sensibilidade do total de doentes a taxa de imunizagdo de portadores
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Sensibilidade do total de doentes a taxa de imunizacdo de doentes: a andlise de
sensibilidade fez-se variando a taxa de imunizacdo de doentes entre 31 e 51%, isto é,
entre menos 10 e mais 10% do valor da varidvel considerado no desenvolvimento do
modelo. A dindmica do modelo ndo é sensivel a varidvel (Figura78), consequentemente,
se o valor atribuido a esta varidvel se afastar do seu valor real, o comportamento do
modelo nao é significativamente afectado.
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Figura 78 - O teste de sensibilidade do modelo, numa simulagdo num periodo de dez anos, mostra que
nao existe sensibilidade do numero total de doentes a taxa de imunizacdo de doentes

Sensibilidade do numero total de doentes a taxa de portadores em cada grupo etario:
a taxa de portadores mostrou ser a variavel a qual o niumero de doentes é mais sensivel
(Figura 79).

Current

50% 75% 95% [l 100%
Total doentes
200

0 2.5 5 75 10
Time (Year)

Figura 79 - Sensibilidade do nimero de doentes a taxa de portadores, numa simulagdo de um periodo de
dez anos, quando se fez variar a taxa de portadores em criangas de cinco a nove anos entre 0 e 4% (foi
considerada de 2% no desenvolvimento do modelo), a taxa de portadores em individuos com idade de 10
a 19 anos entre 13 e 17% (foi considerada de 15,3% no desenvolvimento do modelo)e a taxa de
portadores em individuos com idade superior ou igual a 20 anos entre 8 e 12% (foi considerada de 10% no
desenvolvimento do modelo)
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4.3  Testes em condi¢cdes extremas

O modelo deve ser robusto em condicbes extremas, isto é, o modelo deve mostrar um
comportamento realista quando as varidaveis assumem valores extremos (Sterman,
2000).

Reducao de 75% no total de fumadores na populagdo portuguesa — sem alteracdo de
nenhuma outra varidvel, o modelo indica uma reducgdo que varia entre 44 e 26% no
numero total de casos de DM (Figura 80). Esta é uma situacdo irreal, contudo o modelo
apresenta um comportamento realista.

Numero total de casos de DM

o
N 140,0

120,0 | ——

100,0 \
\ % fumadores
80,0

\ considerada no
60,0 T — modelo
¢ e —
400 redugdo de 75% no
’ total de fumadores
20,0
0,0

Tempo (anos)

Figura 80 - Comparacdo entre o nimero total de casos de DM na situacdo extrema de se registar uma
reducdo uniforme de 75% na taxa de fumadores do pais e o nimero de doentes devolvido pelo modelo
guando a taxa de fumadores é a estimada com base nos dados dos INS, num periodo de dez anos

Auséncia de maes fumadoras: O modelo indica um comportamento realista em todos
0s grupos etarios nos quais o numero de doentes é afectado pela taxa de maes
fumadoras, na situacdo improvavel de ndo existirem maes fumadoras (Figura 81).

Ne N2 de casos de DM em criangas <1 ano
40,0
35,0 \\
30,0
250 \ = Sem maes fumadoras
20,0 \\
15,0 _— % maes fumadoras
10,0 considarada no
<o modelo
0,0
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Figura 81 - Comparagdo entre o numero de casos de DM na situagdo extrema de nao existirem maes

fumadoras e o numero de doentes devolvido pelo modelo quando a taxa de fumadoras é a estimada com
base nos dados dos INS, aqui exemplificada no grupo etario inferior a um ano, num periodo de dez anos
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Variacao de 50% na taxa de portadores no total da populagao portuguesa: Numa
situacdo ndo epidémica ndo é provavel que o numero de portadores duplique quando
todas as restantes varidveis mantém o mesmo valor. Também ndo é provavel que o
nimero de portadores seja metade do que foi considerado no desenvolvimento do
modelo quando todas as restantes variaveis se mantém. A simulacdo nestas condicoes
improvaveis indica um comportamento realista do modelo (Figura 82).

Numero total de casos de DM
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Figura 82 - Comparagao entre o nimero de casos de DM observado no modelo e o que se iria observar se
a taxa de portadores duplicasse ou fosse reduzida a metade, num periodo de dez anos

153



Capitulo V - Modelacio da doenga meningococica como um sistema dinamico

Maria Joao Mendes Simoes Pedro

5. Simulacao de cenarios

O modelo constitui uma ferramenta que permite responder a questdes pertinentes em
saude publica, com recurso a simulacdo de cenarios. Nestas simulacbes avalia-se o
impacto que altera¢cGes nas varidveis do modelo tém na dinamica de transmissdao de
meningococos e, consequentemente, no numero de doentes.

Fez-se a simulacdo de cenarios considerando alterna¢cGes em variaveis, Unicas ou
combinadas, que afectam fortemente o modelo, isto é, idade da populagdo, ndo
subestimando o envelhecimento da populagao a que se assiste presentemente, taxa de
estirpes HV com diferentes “factores de invasao” presentes em portadores
assintomaticos e habitos tabagicos (Tabela 40). Em todas as simula¢des, o numero de
doentes refere-se sempre a individuos infectados com meningococos de serogrupos nao
C.

Cenario 1 — Mantendo-se a mesma tendéncia decrescente no nimero de nascimentos e
nao havendo alteragdes em nenhuma das restantes variaveis que afectam o modelo (o
que é improvavel), o nimero de criangas com idade inferior a um ano que vird a adoecer
em 2015-16 seria 13% inferior ao numero de doentes observado no modelo em 2010-
11. Esta reducdo serd apenas de 3% nas condicOes precedentes, quando a taxa de maes
fumadoras das criangas deste grupo etdrio aumenta de 3,5% em 2010-11 para 5% em
2015-16.

Cenario 2 — A simulag¢do de um cendrio mais provavel do que o anterior, no qual a
tendéncia decrescente no numero nascimento se mantem mas se mantem também a
tendéncia crescente de estirpes com factor de invasao 7 em portadores assintomaticos,
indica que, em 2015-16 o numero doentes com idade inferior a um ano decresce 10,6%
mas, no total da populacdo, o nimero total de doentes decresce apenas 0,7%.

Cenario 3 — A simulagdao de um cendrio em que se verifica 0 aumento continuo, a partir
de 2010-11, da taxa de portadores de estirpes com factor de invasdo 7 de 7,4% para
12%, sem alteracdo de outras variaveis, conduz ao aumento de 12,5% do numero de
doentes ndo C, no ano epidemioldgico 2015-16 (Figura 83).

Cenario 4 — O envelhecimento da populacdo tera impacto no numero total de doentes
gue se registam anualmente. Sem alteragao de outras varidveis, considerando apenas a
tendéncia crescente que se observa presentemente na curva de individuos com idade
superior a 20 anos, em 2020-21 verifica-se neste grupo etario um aumento de 8,7% no
numero de doentes, relativamente a 2010-11.
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Figura 83 - Evolugdo no numero total de doentes nao C, simulando um
aumento crescente e continuo (de 7% a 12%) na taxa de portadores de
estirpes com factor de invasao 7, de 2010-11 a 2015-16

Cenario 5 — As estirpes com factor de invasdo 28 caracterizam-se, como se viu no
capitulo no capitulo V (Tabela 33), maioritariamente como serogrupo C. Sem alteracdo
de quaisquer outras variaveis, a simulacdo de um aumento da taxa de portadores de
estirpes com factor de invasdo 28 a partir de 2010-11, passando progressivamente de
vestigial para 1% em 2015-16, conduz possivelmente a um cendrio semelhante ao que se
verificou no inicio dos anos 2000, quando o pais registou um numero anormalmente
elevado de casos de DM.

Cenario 6 — No mesmo tipo de simula¢do, quando se faz aumentar continuamente, a
partir de 2010-11, a taxa de portadores de estirpes com factor de invasdo 26 de 0,05%
para 1%, verifica-se que em 2015-16 ha um aumento de 22% no nimero de doentes
nao C, relativamente a 2010-11 (Figura 84).

Total doentes

200

165

130

95

60

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (Year)

Total doentes : Current

Figura 84 - Evolucdo no nimero total de doentes nao C, simulando um aumento
crescente e continuo (de 0,05% a 1%) na taxa de portadores de estirpes com
factor de invasdo 26, de 2010-11 a 2015-16
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Cendrio 7 — A simulacdo do aumento da taxa de portadores no grupo etario 210 e <20
anos, de 15,3% para 18%, independentemente do tipo de estirpe de colonizacao, indica
gue ha o aumento anual médio de 2,5% no numero total de doentes.

Cendrio 8 — Alteracdes na taxa de fumadores na populacdo portuguesa traz alteracao
ao numero de portadores e, consequentemente, ao niumero de doentes. A simulagao
de um aumento continuo a partir de 2010-11 da taxa de fumadores, atingindo-se em
2020-21 mais 4% de fumadores do que em 2010-11, conduz a um aumento de 2,6% no
numero total de doentes no final deste periodo.

Cenario 9 - Mantendo-se a tendéncia decrescente no nimero de nascimentos, num
cendrio de reducdo progressiva até 0% em 2015-16 na taxa de mdes fumadoras de
criancas menores de um ano, e sem alteracdo de outras variaveis, o modelo indica que
em 2015-16 se verifica uma reducdo de 27% no numero de doentes deste grupo etario,
comparativamente a 2010-11.

Cenario 10 — Nas condicOes precedentes, adicionadas de uma redugdo progressiva até
0% também na taxa de maes fumadoras de criangas com idade 21 ano e <5 anos, em
2015-16 verifica-se uma redugdo de 19% no numero de doentes deste grupo etario,
comparativamente a 2010-11. No conjunto da populagdo, verifica-se uma reducdo de
13% no numero total de doentes.
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Tabela 39 — Cendrios para simulagdo de transmissdao de meningococos

Cendrios

Resultado
Variag¢do (%) no niimero de casos de
DM por meningococos ndo C

1- Decréscimo mantido no numero de
nascimentos ocorridos em Portugal, sem
alteragdo de quaisquer outras varidveis
que afectam o modelo.

2 - Decréscimo mantido no numero de
nascimentos ocorridos em  Portugal,
aumento mantido do numero de
portadores assintomdticos de estirpes com
factor de invasGo 7, sem alteraclo de
quaisquer outras varidveis que afectam o
modelo

3 - Aumento continuo, a partir de 2010-11,
da taxa de portadores de estirpes com
factor de invasdo 7, de 7% para 12%, sem
alteragdo de outras varidveis

4 - Consequéncia do envelhecimento da
populacéo

5 - Aumento da taxa de portadores de
estirpes com factor de invasdo 28 a partir
de 2010-11, passando progressivamente
de vestigial para 1% em 2015-16
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1 —No ano epidemioldgico 2015-16
0o numero de doentes com idade
inferior a 1 ano decresce 13%. Este
decréscimo serd apenas de 3% se,
as condicdes precedentes se juntar
o aumento da taxa de maes
fumadoras de 3,5% para 5%.

2 - No ano epidemioldgico 2015-16
0 numero de doentes com idade
inferior a 1 ano decresce 10,6% e o
nimero total de doentes decresce
apenas 0,7%

3- Em 2015-16 observa-se um
aumento de 12,5% no numero de
doentes ndo C relativamente a
2010-11 (Figura 83)

4 - Em 2020-21 verifica-se, em
individuo com idade > a 20 anos, um
aumento de 8,7% no numero de
doentes relativamente a 2010-11

5 - No ano epidemioldgico 2015-16
verifica-se um aumento de 26% no
ndmero total de doentes
relativamente a 2010-11
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Tabela 39 (cont.) — Cenarios para simula¢do de transmissdo de Meningococos

Cendrios

Resultado
Variagdo (%) no niimero de casos de
DM por meningococos ndo C

6 - Aumento continuo, a partir de 2010-11,
da taxa de portadores de estirpes com
factor de invasGo 26 de 0,05% para 1%,
sem alteragdo de outras varidveis

7- Aumento da taxa de portadores no
grupo etdrio 210 e <20 anos de 15,3%
para 18%

8- Aumento continuo, a partir de 2010-11,
da taxa de fumadores, existindo em 2020-
21 mais 4% de fumadores do que em
2010-11

9 - Auséncia de mdes fumadoras de
criangas menores de um ano em 2015-16

10 - Auséncia de mdes fumadoras de
criangas menores com idade 21 ano e <5
anos em 2015-16

11 - Auséncia de mdes fumadoras de
criangas menores 5 anos em 2015-16

6 - Em 2015-16 observa-se um
aumento de 22% no numero de
doentes ndo C relativamente a 2010
(Figura 84)

7- Aumento anual médio de 2,5% no
numero total de doentes

8- Em 2020-21 \verifica-se, no
conjunto da  populagdo, um
aumento de 2,6% no numero de
doentes relativamente a 2010-11

9 — Em 2015-16 verifica-se uma
reducao de 27% no numero de
doentes deste grupo etario,
comparativamente a 2010-11

10 — Em 2015-16 verifica-se uma
reducdo de 19% no numero de
doentes deste grupo etario,
comparativamente a 2010-11

11- Em 2015-16 verifica-se uma
reducao de 13% no numero total de
doentes, comparativamente a 2010-
11
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6. Discussao

O modelo reproduz como esperado o numero total de doentes em cada ano (figura 83),
havendo contudo desvios nos grupos etarios com idade compreendida entre cinco e dez
anos e entre dez e vinte anos, possivelmente devido ao numero pequeno de
observacdes. Também se verificam alguns desvios no numero de casos de DM nos anos
epidemioldgicos entre 2002 e 2005 quando comparado com os dados histéricos. Este
facto pode justificar-se pela fraca qualidade dos dados correspondentes aos trés
primeiros anos de vigilancia epidemioldgica integrada de doenca meningocdcica em
Portugal, durante os quais a percentagem de casos confirmados variou entre 72% e 81 e
a percentagem de estirpes, das quais se fez caracterizagao do serogrupo, variou entre
58% e 75%. Acresce ainda o facto de se nao ter considerado no desenvolvimento do
modelo o efeito da gripe.

A comparagdo entre a evolugdao que supostamente ocorreu em Portugal na taxa de
infeccao por estirpes C apds a introdugao no mercado da vacina MenC em 2002 e a que
ocorreu em paises europeus com vacinag¢do por rotina (vacina introduzida no PNV),
sugere que os numeros portugueses estdo sobreavaliados em 2002 e 2003. No final de
2005, a cobertura vacinal nacional de criancas de um a oito anos de idade a data,
diminuia com a idade, progressivamente de 69% para 39% (DGS-INSA, 2007). A taxa de
vacinacdo em Portugal entre 2002 e 2005 foi baixa e, presumivelmente, mais baixa do
que a registada em paises com a vacina implementada no PNV mas observou-se a
mesma redug¢do na percentagem de doenca por serogrupo C do que a observada nesses
paises, isto é, a evolucdo da taxa de doenca invasiva por serogrupo C em Portugal
acompanhou a que foi observada em paises europeus com a vacina introduzida no PNV
(Tabela 40) (Eu-lbis 2007). Em 2003, um ano depois da vacinacdo voluntdria de criancas
e adolescentes por iniciativa de pais e pediatras, Portugal registou uma redugao de 38%
na taxa de estirpes invasivas C, o que se aproxima da reducdo observada na Bélgica no
mesmo periodo, um ano apds a vacina ter sido introduzida no PNV naquele pais.

No pressuposto de que é excessiva a reducdo de estirpes do serogrupo C registada em
Portugal em 2002 e 2003, pode especular-se que o numero total de casos de DM esta
sobreavaliado nesse periodo e que o numero de estirpes nao C foi também
incorrectamente estimado para o mesmo periodo.
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Tabela 40 — Percentagem de estirpes invasivas do serogrupo C identificadas em trés paises
europeus com vacinag¢do por rotina e em Portugal, com indicagdo do ano de implementacdo da
vacina nos respectivos PNV e taxa de reducdo de estirpes um ano e dois anos apds o inicio da

vacinagdo por rotina.

% redugdo de
Percentagem de estirpes invasivas do serogrupo C estirpes C1ano e 2
B identificadas por ano de isolamento anos apos inicio da
Pais Catch-up vacinagdo por rotina
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 lano  2anos
apos apos
1 -6anose
Bélgica 26 31,8 46,8 34 20,2 12,7 105 79 * 40,5 62,6
14-17 anos
Holanda 14,1 196 384 36 124 6 1,6 - 1-18anos 65 83,3
Reino Unido | 22,6** 16,8 83 6,4 35 2,2 1 <18 anos 25,7 90,3
2002 - criangas e
adolescentes
voluntério
Portugal >40 56,5 52,3 62,7 389 12,1 13,5 151 4,9 2006 - <10 anos 67,5 -
2007 - 10-18
anos

Ano de introdugdo da vacina no PNV

Ano de comercializagdo da vacina em Portugal

*S6 na Flandres

**V/acina introduzida no PNV em Novembro

No pressuposto de que as estirpes de colonizacdo conferem imunizagdo protectora e
gue na auséncia de novos gendtipos o numero de individuos susceptiveis de serem
colonizados vai progressivamente diminuindo, foi necessario quantificar o nivel de
imunizacdo apos o estado de portador assintomatico e apds doencga invasiva. Esta
guantificacdo, porventura controversa e nunca anteriormente realizada por outros

autores, contribuiu para que o modelo mostrasse, no periodo de oito anos em analise,
um declinio no numero de doentes, sobreponivel ao observado nos dados reportados na

base de dados nacional (Figura 85).

Numero total de casos de DM causados por meningococos

e N2 cas0s N30 C

notificados

e N2 casos Ndo C

[+ de serogrupos nao C
200,0
150,0 S ——
/
100,0
50,0
0,0
» P> P K & & O O N
gL FLHS S
¢ & F & & & §F &
s 1S S S S S

no modelo

Figura 85 - Numero total de casos de doenga meningocdcica causada por estirpes de serogrupos
nao C, registados na base de dados nacional e observados no modelo dinamico
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A tendéncia decrescente no numero de casos de DM observada na base de dados

nacional e no modelo, entre 2002 e 2010, acompanhou a curva decrescente de

nascimentos e da dimensao da populacdo com idade > 1 ano e <5 anos (Figura 86).

a) b)
Ne de N¢@ casos de Ne N2 casos
individuos DM individuos DM
115000 — - 128 450000 180
G - 160
110000 |2 S\ - 140 440000 % N\ e Iy
N\
S 120 430000 | AN 120
105000 S
N 200 420000 ~> [ 100
80 ~ - 80
100000 S —
60 410000 60
40 L
95000 20 400000 I ‘2‘8
90000 0 390000 0

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

= === Populagdo <1 anos INE

N¢ total casos DM no modelo
N@ total casos DM notificados

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

= e e = >]-5anos (INE)

N2 total casos DM no modelo

e N9 total casos DM notificados

Figura 86 - Evolugdo do nimero anual de casos de DM (registado na base de dados nacional e no modelo)
e numero estimado de individuos em 31 de Dezembro de cada ano (INE) com idade inferior a um ano (a) e
com idade superior ou igual a um e inferior a cinco anos (b), relativo ao periodo entre 2002 e 2010

Nos restantes grupos etarios, ou no total da populagdo, ndo se observa esta mesma

tendéncia.

A tendéncia decrescente no numero de casos de DM observada na base de dados

nacional e no modelo, entre 2002 e 2010, acompanhou também a curva decrescente do

numero total de fumadores (Figura 87).
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Figura 87 - Numero anual de casos de DM registados na base de dados nacional e no modelo entre 2002 e
2010 e numero estimado de fumadores para o mesmo periodo
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Em que medida o aparecimento de novos genodtipos vai influenciar a dinamica da DM é
dificil, se ndao impossivel, de prever, uma vez que essa varidvel depende
fundamentalmente de caracteristicas intrinsecas de bactérias ainda ndo emergentes. Ao
considerarmos quatro niveis de infecciosidade/capacidade de invasdao de meningococos,
dotdmos o modelo da capacidade de simular a emergéncia de estirpes com diferentes
niveis de viruléncia e potencial epidémico.

Fez-se a simulacdo de cendrios considerando variacGes na taxa de estirpes HV com
diferentes “factores de invasao” presentes em portadores assintomaticos, nos habitos
tabdgicos e no envelhecimento da populagao (Tabela 42).

A partir do inicio de 2011, observou-se em Portugal um aumento de estirpes invasivas
do serogrupo Y (de 6,3% no periodo 2002 a 2010 para 17% em 2011 e ainda uma estirpe
B com alteracdo capsular de Y para B isolada em 2011). Este é um fendmeno esperado
uma vez que a incidéncia de doenca invasiva por este serogrupo aumentou
significativamente, inicialmente no continente americano e mais recentemente na
Europa (Hedberg et al., 2011). Nos Estados Unidos da América a incidéncia de doenca
invasiva por serogrupo Y aumentou a partir da década de 1990. No periodo entre 1989 e
1991, o serogrupo Y representava 2% das estirpes invasivas e em 2007 representou 37%
das estirpes invasivas identificadas neste pais (Harrison, 2010). No Canada, em 1999, os
meningococos do serogrupo Y representavam 10,1% das estirpes invasivas e em 2003
eram ja 25,3% destas estirpes (Tsang et al., 2007). Na Suécia, a incidéncia de DM por
serogrupo Y mais do que quintuplicou entre 2005 e 2010 (Hedberg et al., 2011). A
semelhanga do que se passa nos paises referidos, em Portugal os meningococos do
serogrupo Y sdo também maioritariamente do cc ST-23. Parece entdo que esta a emergir
um novo clone bem adaptado, do qual ndo é ainda possivel quantificar o seu “factor de
invasdo” mas que poderad vir a justificar uma inflexdo na curva de nimero de casos/ano
(vide figura 83).

No desenvolvimento do modelo ndo foi possivel estabelecer a relagao entre doenga
invasiva e gripe (ou outra infec¢do respiratéria) uma vez que ndo estdo disponiveis
dados de incidéncia de gripe ou outra infecgdo respiratdria por grupo etario. Embora a
sazonalidade destes dois tipos de infec¢do seja sobreponivel (vide Capitulo IV, figura 22),
sabe-se que a epidemia de gripe AH;N4, supostamente registada no ano epidemioldgico
2009/2010, ndo fez aumentar a incidéncia da DM em nenhum dos grupos etdrios
considerados no desenvolvimento do modelo. Contudo, uma andlise mais cuidada dos
dados referentes ao Programa Nacional de Vigilancia da Gripe revela que a situagao
epidemioldgica em 2009-2010 n3o foi significativamente diferente da registada na época
gripal precedente (Guiomar et al., 2010). Em 2008/2009, as taxas de incidéncia semanais
12) I’ durante 6

do sindroma gripal®” mantiveram-se acima da area de actividade basa

semanas consecutivas (entre as semanas 50/2008 e 3/2009), com um valor maximo de
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199,5 casos por 100 000 habitantes na semana 1/2009. Na época 2009/2010, a taxa de
incidéncia manteve-se acima da drea da actividade basal durante 7 semanas
consecutivas (entre a semana 44/2009 e a semana 50/2009), com um valor maximo de
133,7 casos por 100 000 habitantes na semana 47/2009 (Figura 88), (Guiomar et al.,
2010).

a) O caso de sindroma gripal € definido de acordo com os critérios do Conselho
Europeu, Decisdo 2008/426/EC: Inicio subito de sintomas e pelo menos 1 de 4
sintomas sistémicos (febre ou febricula; mal-estar, debilidade ou prostracio;
cefaleias; mialgias ou dores generalizadas) e pelo menos 1 de 3 sintomas
respiratdrios (tosse; dor de garganta ou inflamag¢do da mucosa nasofaringea sem
outros sinais respiratorios relevantes; dificuldade respiratéria). No periodo de
2009/2010 foi também considerada a presenca dos seguintes sintomas/sinais:
calafrios/arrepios e contacto com doente com Gripe.

b) A drea de actividade basal é definida pela linha de base e pelo respectivo limite
superior do intervalo de confianca a 95%. A linha de base foi obtida por suavizacao
da distribuicdo das médias semanais (semana 40 a 13) das taxas de incidéncia
inferiores a 50 casos por 100 000 habitantes. Este valor limite (50/105) foi
estabelecido pela relacdo entre a frequéncia da distribui¢do semanal das taxas de
incidéncia durante 10 anos e a andlise da média dos virus detectados no mesmo
intervalo de tempo.

Neste contexto, a epidemia de Gripe ocorre no periodo em que as taxas de incidéncia
se encontram acima da drea de actividade basal, correspondendo a uma circulagdo
ndo esporddica de virus Influenza.

Areade activid ade basal

o T3 d Incigéncia da Sindroma Grigal

1]
1 A

Taxade incid éndado 5G por 100000 habit antes

0+t e o T T T
40 42 44 45 43 30 52 2 4 © 8 10 12 14 16 13 20 22 24 26 26 3D 32 34 36 E 0 42 ¢ 49 8 B0 52 1 2 5 T B 1112 15 17 18
2008/ 2009 Semana 2005/ 2010

Figura 88 - Taxas de incidéncia semanais de sindoma gripal por 100 000 habitantes, nas épocas gripais
2008/2009 e 2009/2010, com indica¢do da area de actividade basal

A caracterizagdao dos casos de sindroma gripal por grupo etario, revela uma maior
propor¢cdo de casos nos grupos etdrios acima dos 45 anos na época de 2008/2009
enquanto que, na época de 2009/2010, a maior proporg¢do de casos verifica-se nos
grupos etarios mais novos, dos zero aos 14 anos (Figura 89).
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Figura 89 - Distribuicdo dos casos de sindroma gripal, por grupo etdrio, nas épocas gripais de
2008/2009 e 2009/2010

Embora fiqgue por compreender em que medida as infecgGes respiratérias facilitam a
colonizacdo e a doenca invasiva e quais as caracteristicas dos agentes virais e
bacterianos de infeccdo respiratéria que sdao determinantes nas infec¢des subsequentes,
assinale-se que houve uma actividade gripal elevada* na época de 2003/2004 (Figura
90) (Andrade et al, 2004) e 2004-2005 (Figura 91) (dados ndo publicados, gentilmente
cedidos pela Dr.2 Raquel Guiomar, responsavel pelo LNR para o virus da Gripe),
coincidente com uma incidéncia aumentada de DM nos referidos anos.

*Actividade gripal elevada € definida por valores de taxa de incidéncia de sindroma gripal
acima de 120/casos por 100 mil habitantes.
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Figura 90 - Numero total de casos de SG e respectivas taxas de incidéncia semanais de
sindroma gripal na época 2003/2004
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1. Conclusoes

No periodo entre 2002 e 2010, registou-se em Portugal uma tendéncia decrescente na
incidéncia da DM, com um acentuado decréscimo na incidéncia da doenca causada por
estirpes C apds a introdugdo da vacina meningocdcica conjugada para o serogrupo C.

Contrariando a suspei¢ao de que os serogrupos nao incluidos na vacina iriam ocupar o
nicho deixado por meningococos C depois da introdugdo da vacina e,
consequentemente, aumentar a incidéncia da DM causada por estirpes ndo C, verificou-
se que, oito anos pos vacinacdo, o numero de casos de doenga meningocdcica nao
aumentou.

Em resposta a questdo fundamental desta tese, pode afirmar-se que as estirpes de
Neisseria meningitidis de serogrupos ndo C ndo ocuparam o nicho deixado pelas estirpes
C depois da vacinagdo em massa de criangas a adolescentes com a vacina meningocdcica
conjugada, que decorreu a partir de 2002. Este cendrio é contrdrio ao que se observou
na incidéncia da doenca invasiva pneumocadcica, em paises com politicas de vacinacao
implementadas, cinco anos depois da introducdo da vacina pneumocdcica conjugada.
Tal facto pode justificar-se pela muito maior diversidade de polissacaridos capsulares
pneumocdcicos que sdo ja 90 (Henrichsen, 1995). Possivelmente, o aparecimento de
estirpes de pneumococos resistentes aos antibidticos, particularmente a Penicilina
(antibidtico de eleigdo no tratamento de infecgdes pneumocdcicas), tem contribuido
para a seleccdo de estirpes e para a substituicdo de serdtipos que se tem observado em
pneumococos. As diferengas entre meningococos e pneumococos, no que respeita a
prevaléncia de portadores por grupo etario, dindmica de transmissdo/ infec¢do e no
padrao de resisténcia aos antibidticos, sdao possivelmente varidveis determinantes nas
diferengas na epidemiologia dos dois tipos de doenga invasiva. Em Portugal, também
ndo se verificou o aparecimento de estirpes invasivas de meningococos n3o capsulados,
tal como aconteceu com Haemophilus influenzae nos paises que incluiram a vacina Hib
nos seus programas de vacinagao, nos quais a incidéncia de doenga invasiva por estirpes
nao capsuladas é agora mais alta do que por estirpes tipo b, ocorrendo, no entanto,
principalmente em recém-nascidos e idosos (Rubach et al., 2011). No que respeita a
incidéncia da doenca meningocdcica em idosos, € ainda prematuro avaliar tendéncias
em Portugal mas ela deve constituir objecto de monitorizagdo.

O modelo desenvolvido mostrou traduzir correctamente a dinamica de transmissao de
meningococos invasivos. Ele podera ser uma ferramenta Util na simulacdo de cendrios
gue possam interessar aos decisores de politicas de saude.
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O modelo demonstrou que, dos factores associados ao hospedeiro, a idade e a reducdo
do numero de fumadores foram as variaveis que mais contribuiram para a reduc¢do do
numero de casos de DM em todos os grupos etarios. Este facto justifica, sé por si, o
esforgo que deve ser investido em campanhas antitabagicas.

O modelo sustenta a hipdtese da imunizag¢ao natural induzida por gendtipos endémicos
na populagao portuguesa contribuir para a redugao progressiva da incidéncia da DM que
se observou no pais. Esta é uma questao determinante na evolugao da epidemiologia da
DM, cuja dinamica é afectada pela diversidade genética da bactéria Neisseria
meningitidis. Essa grande diversidade resulta da frequéncia de recombinacdo genética,
particularmente por transformacdo, para a qual a bactéria tem grande capacidade.
Factores ecolégicos, como a co-existéncia de diferentes estirpes no mesmo nicho,
propiciam a recombinagao genéticam, cuja eficacia é, contudo, dificil de quantificar.
Sendo aleatdria a insergao de novas sequéncias no genoma, a evolugdao nao sera sempre
no sentido de uma melhor adaptacao, ou ndo sera compreensivel que uma bactéria, que
tem como reservatdrio Unico a nasofaringe humana, evolua no sentido de aumentar a
sua viruléncia. Sera a infecgao fagica verdadeiramente responsavel pela viruléncia da
espécie?

A tendéncia decrescente da incidéncia da DM que se observou em Portugal entre 2002 e
2010 ndo é necessariamente definitiva. Atente-se o seguinte: de acordo com a literatura
de referéncia, a maioria das estirpes invasivas pertencem e um nimero limitado de
complexos clonais (tipos de MLST ou ST), o que sugere uma forte clonalidade da
populacdo bacteriana associada a doenca invasiva (Feil et al., 2001). Maynard Smith
sugere que a populagdao de meningococos é composta por duas partes: Uma populagao
base livremente recombinante constituida por inUmeros e diferentes gendtipos; e uma
populagdo clonal recentemente emergida e bem sucedida sob o ponto de vista ecoldgico
(Figura 92) (Smith et al., 1993). A capacidade de colonizar e invadir a corrente sanguinea
deste ultimo tipo de estirpes é o factor bacteriano determinante da epidemiologia da
doenca meningocdcica.
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Figura 92 - Representacdo esquematica das duas subpopulacdes de Neisseria meningitidis: a populacdo
base, constituida por muitos e diferentes gendtipos (circulos negros) e a populagdo clonal (cones
invertidos) que se sobrepde a populagdo base, com origem em alguns gendtipos bem adaptados (circulos
vermelhos) e que se diversificam dando origem a complexos clonais (assinalados por setas). Adaptado de
Smith et al., 1993

A histdria da DM e a sua epidemiologia mostra que, em cada década, se tem observado
o aparecimento de, pelo menos, um conjunto clonal de estirpes com capacidade para se
dispersar entre individuos e para invadir a corrente sanguinea. Na auséncia de medidas
de controlo, essas estirpes tém sido responsaveis por graves epidemias que, ao longo do
tempo, se dispersaram por varias regides do globo. E, portanto, previsivel a emergéncia
de novos gendtipos com origem clonal que venham a causar ondas epidémicas em
populacdes ndo imunizadas. A manterem-se altos os titulos de anticorpos na populagdo
vacinada com MenC (Blanchard-Rohner et al., 2008) e a protec¢do de grupo observada
em paises onde tem sido feita a monitorizacdo do efeito da vacina conjugada Men C
(Maiden et al., 2002 b); Ramsay et al., 2003), as estirpes emergentes com polissacaridos
capsulares do grupo C ndo virdo a tornar-se endémicas ou epidémicas em Portugal.
Estirpes emergentes com polissacaridos nao C irdo tornar-se endémicas e infectar a
populacdo infantil mais vulneravel ou, a semelhanca do que aconteceu com
meningococos do grupo C dos complexos clonais ST-8 e ST-11, se as estirpes emergentes
possuirem factores de viruléncia particulares, irdo ser responsaveis por epidemias.
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2. Estudos futuros

1 - A influéncia da gripe e de outras infec¢Oes respiratorias de etiologia viral na
incidéncia da DM nao foi considerada no desenvolvimento do modelo, por ndo estar
disponivel informagao que permitisse quantificar esta variavel.

A introducdo no mercado de kit de diagndstico baseado na metodologia de PCR
multiplex, com a possibilidade de detec¢do simultdanea de 15 virus respiratdrios (nos
quais se incluem os virus da gripe), vem possibilitar estudos alargados de infec¢do
respiratoria. Decorrem ja no Departamento de Doencas Infecciosas do Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge alguns estudos complementares da infeccdo gripal e
perspectivam-se outros dirigidos particularmente a populacdo pediatrica, na
comunidade e em ambiente hospitalar. Sera entao possivel estudar a influéncia que as
infecgdes respiratdrias virais tém na dinamica da infec¢ao invasiva meningocdcica.

2 - Tendo ficado demonstrado que o modelo é sensivel ao nimero de portadores (ponto
5.1 do capitulo V) e a capacidade de transmissdo/infeccdo das estirpes de colonizagdo,
uma mais precisa quantificacdo das varidveis “Portadores de estirpes ndo C HV com
factor de invasdo x” e “Portadores de estirpes ndo C ndo HV” ird melhorar a capacidade
preditiva do modelo. E portanto vantajoso que seja realizado a curto prazo um estudo
de portadores assintomaticos na populagdao portuguesa, que possibilite saber ndao sé a
taxa de portadores em cada grupo etdrio, mas também o gendtipo das estirpes de
colonizagao. O conhecimento sobre a populagdo bacteriana de colonizagao e a dinamica
da sua transmissdo constitui informacdo de referéncia indispensavel para correctamente
se poder monitorizar ao longo do tempo os efeitos de uma vacina conjugada MenB que
se pensa vir a ser introduzida no mercado proximamente. Face a evolugao da incidéncia
de doenga meningocdcica por serogrupos nao C e ndao B, um estudo de portadores
podera também fundamentar politicas de controlo, nomeadamente a utilizagao de
vacinas monovalentes ou tetravalentes em grupos etarios especificos.
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