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RESUMO

Neisseria gonorrhoeae tem apresentado uma rapida e extraordinaria
capacidade de desenvolver resisténcia a todos os antimicrobianos
introduzidos para o tratamento durante os ultimos 70-80 anos. O
presente estudo se constitui em uma analise retrospectiva da
sensibilidade antimicrobiana, dos determinantes moleculares da
resisténcia antimicrobiana e da genotipagem por NG-MAST de 153
isolados clinicos de N. gonorrhoeae circulantes na grande Floriandpolis
no periodo de 2008-2016. A Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foi
determinada pelo método de &gar diluicdo para os antimicrobianos:
penicilina, tetraciclina, ciprofloxacino, azitromicina, ceftriaxona e
cefixima. Deteccdo da enzima beta-lactamase foi realizada pelo método
de nitrocefina em disco. Foram detectadas altas taxas de resisténcia a
penicilina (26,1%), tetraciclina (41,2%) e ao ciprofloxacino (52,3%).
Resisténcia & azitromicina foi detectada em 5,2% dos isolados. Todos 0s
isolados de N. gonorrhoeae foram sensiveis as ESCs (cefixima e
ceftriaxona). No entanto, 8,5% (n=13) apresentaram MIC=0,125ug/mL
para cefixima, um log abaixo do ponto de corte de resisténcia
estabelecido pelo EUCAST. Producdo da enzima [-lactamase foi
detectada em 12,4% dos isolados e um deles apresentou o plasmideo
Toronto/Rio carreando o alelo blargm.13s. Resisténcia plasmidial a
tetraciclina foi observada em 5,2% dos isolados e ambos 0s genes tetM
Americano e Holandés foram identificados. Nos anos de 2013-2016 a
resisténcia a penicilina foi quase 2,5 vezes maior que no periodo de
2008-2012. A resisténcia a tetraciclina foi alta em todo o periodo
estudado. A resisténcia ao ciprofloxacino foi elevada desde os primeiros
anos do estudo e aumentou significativamente ao longo dos nove anos
(p < 0,001). MutagBes na regido QRDR de gyrA e parC foram
observadas em 87,5% dos isolados resistentes ao ciprofloxacino.
Sessenta e quatro diferentes STs foram determinados, 15 clusters foram
identificados e 19 STs foram descritos pela primeira vez. Os STs mais
prevalentes foram: ST225 (n=11), ST2992 (n=11) ST1582 (n=10),
ST338 (n=7), ST1407 (n=4), ST2202 (n=4) e ST6827 (n=4). Trinta e
trés isolados permaneceram com STs desconhecidos. Dois genogrupos
G225 e G1407 foram formados. O genogrupo G225 foi
significativamente associado a resisténcia ao ciprofloxacino (p<0,001) a
penicilina (p=0,016) e a tetraciclina (p< 0,001) enquanto 0 genogrupo
G1407 foi estatisticamente associado com MIC=0,125ug/mL para
cefixima (p=0,001), resisténcia ao ciprofloxacino (p < 0,001), a
penicilina (p=0,016) e & tetraciclina (p< 0,001). Isolados que



compartilharam o mesmo alelo tbpB 29 foram significativamente
associados com resisténcia a azitromicina (p= 0,008) e a penicilina (p=
0,035). O ST338 foi associado com resisténcia plasmidial a penicilina
(gene blatgm-1) (p<0,001) e a tetraciclina (tetM) (p= 0,006), enquanto o
cluster que compartilhava o mesmo alelo tbpB 137, foi associado a
resisténcia plasmidial a tetraciclina (gene tetM). Os resultados do
presente estudo demostraram altas taxas de resisténcia a penicilina, a
tetraciclina e ao ciprofloxacino associadas a persisténcia e disseminacao
de linhagens gonocdcicas com resisténcia ao ciprofloxacino e resisténcia
cromossdmica e plasmidial a penicilina e a tetraciclina. Além disso,
ressalta-se a importancia do estabelecimento da vigilancia para
monitorar possiveis mudancas no perfil de sensibilidade da ceftriaxona e
azitromicina, atualmente utilizadas no tratamento da gonorreia no Brasil

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae. Concentracdo Inibitdria
Minima. Resisténcia antimicrobiana. B-lactamase. NG-MAST.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND THE RESISTANCE
PROFILE DETERMINATION IN CLINICAL ISOLATES
OF Neisseria gonorrhoeae CIRCULATING IN FLORIANOPOLIS
METROPOLICAN AREA: HISTORICAL SERIE 2008-2016.

Neisseria gonorrhoeae has shown a rapid and extraordinary ability to
develop resistance to all antimicrobials introduced for the treatment
during the last 70-80 years. The present study was based on a
retrospective  analysis of antimicrobial sensitivity, molecular
determinants of antimicrobial resistance and genotyping by NG-MAST
of 153 clinical isolates of N. gonorrhoeae circulating in the Greater
Florianopolis in the period of 2008-2016. Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) was determined by agar dilution method for
penicillin, tetracycline, ciprofloxacin, azithromycin, ceftriaxone and
cefixime antimicrobials. Beta-lactamase enzyme production was
determined by nitrocefin disks method. High rates of resistance were
detected to penicillin (26.1%), tetracycline (41.2%) and ciprofloxacin
(52.3%). Resistance to azithromycin was detected in 5.2% of the
isolates. All isolates of N. gonorrhoeae were sensitive to ESCs
(cefixime and  ceftriaxone). However, 85% (n=13) had
MIC=0.125ug/ml for cefixime, one log below the resistance cut-off
point established by EUCAST. B-lactamase enzyme production was
detected in 12.4% of the isolates and one of them presented the
Toronto/Rio plasmid carrying the blatgw.135 allele. Plasmid resistance to
tetracycline was observed in 5.2% of the isolates and both American and
Dutch tetM genes were identified. In the years of 2013-2016 resistance
to penicillin was almost 2.5 times higher than the 2008-2012 period.
Tetracycline resistance was high throughout the study period. Resistance
to ciprofloxacin was elevated from the early years of the study and
increased significantly over the nine years (p<0.001). Mutations in the
QRDR region of gyrA and parC were observed in 87.5% of isolates
resistant to ciprofloxacin. Sixty-four different STs were determined, 15
clusters were identified and 19 STs were first described. The most
prevalent STs were: ST225 (n=11), ST2992 (n=11), ST1582 (n=10),
ST338 (n=7), ST1407 (n=4), ST2202 (n=4) and ST6827 (n= 4). Thirty
three isolates belonged to unknown STs. Two genogroups were formed:
G225 and G1407. G225 genogroup was significantly associated with
resistance to ciprofloxacin (p<0.001), penicillin (p=0.016) and



tetracycline (p<0.001) whereas G1407 genogroup was statistically
associated with MIC=0.125 pg/ml for cefixime (p=0.001), resistance to
ciprofloxacin, penicillin (p=0.016) and tetracycline (p<0.001). Isolates
that shared the same thpB 29 allele were significantly associated with
resistance to azithromycin (p=0.008) and penicillin (p=0.035). ST338
was associated with plasmid resistance to penicillin (blatem-1 gene)
(p<0.001) and tetracycline (tetM) (p=0.006), whereas the cluster that
shared the same tbpB 137 allele was associated with plasmid resistance
to tetracycline (tetM gene). The results of the study demonstrated high
rates of resistance to penicillin, tetracycline and ciprofloxacin associated
with persistence and dissemination of gonococcal strains resistant to
ciprofloxacin and plasmid resistance to penicillin and tetracycline. In
addition, it is important to establish surveillance to monitor possible
changes in the sensitivity profile of ceftriaxone and azithromycin,
currently used in the treatment of gonorrhea in Brazil.

Resumo traduzido para outros idiomas, neste caso, inglés. Segue o
formato do resumo feito na lingua verndcula. As palavras-chave
traduzidas, versdo em lingua estrangeira, séo colocadas abaixo do texto
precedidas pela expressdo “Keywords”, separadas por ponto.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae. Minimal Inhibitory Concentration.
Antimicrobial resistance. B-lactamase. NG-MAST.
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1 INTRODUCAO

A gonorreia é uma infecdo sexualmente transmissivel (IST) muito
antiga, relatos da doenga podem ser encontrados nas antigas literaturas
chinesa, egipcia, romana e grega, bem como no antigo testamento da
Biblia (Levitico 15:1-3). Neisseria gonorrhoeae (gonococo) é um
patogeno humano obrigatério e agente etiolégico da gonorreia. E
transmitida a partir de um individuo infectado principalmente por
contato humano direto entre as membranas mucosas do trato urogenital,
do canal anal, ou da orofaringe, geralmente durante o intercurso sexual
(DEL RIO et al.,, 1989; BIGNELL; UNEMO, 2013; UNEMO; DEL
RI1O; SHAFER, 2016).

InfeccBes gonocdcicas ndo complicadas comumente manifestam-
se como uretrites em homens e podem causar cervicite mucopurulenta
em mulheres (WHO, 2016). Infeccbes de faringe e reto sdo
caracterizadas, na sua maioria, pela auséncia de sintomas e sdo mais
frequentes em homens que fazem sexo com homens (HSH), entretanto,
dependendo da pratica sexual, podem ser encontradas em ambos 0s
sexos (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016). Infe¢6es gonocdcicas em
mulheres sdo frequentemente assintomaticas e a falta de sintomas resulta
em infeccdes ndo diagnosticadas e consequentemente ndo tratadas. A
auséncia de tratamento pode levar a sérias complicagfes, incluindo
doenca inflamatéria pélvica (DIP), gravidez ectopica e infertilidade. Em
homens, infec¢des uretrais ndo tratadas podem evoluir para epididimite,
estenose uretral e infertilidade. Filhos de maes com infeccdo gonocécica
podem adquirir conjuntivite neonatal durante o parto, que pode evoluir
para perda da visdo se ndo tratada (WHO, 2016). A infeccdo gonocdcica
disseminada é uma complicacdo rara, no entanto, pode cursar com
artrite, meningite e endocardite (WHO, 2012; BIGNELL; UNEMO,
2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de um
milh&o de ISTs curdveis sdo adquiridas diariamente e, a cada ano, 500
milhdes de pessoas sdo portadoras de uma das ITS curaveis (gonorreia,
clamidia, sifilis e tricomoniase). Somente em 2012, 78 milhfes de
pessoas adquiriram a infeccéo por N. gonorrhoeea (WHO 2016).

N. gonorrhoeae tem se caracterizado por uma rapida e
extraordinaria capacidade de desenvolver resisténcia a todos os
antimicrobianos introduzidos para o tratamento da infecgdo nos dltimos
70-80 anos. Fato repetidamente observado desde 1930, com a
introducdo das sulfonamidas para o tratamento da gonorreia (UNEMO;
DEL RIO; SHAFER, 2016; WHO, 2016). Devido a alta prevaléncia de
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isolados resistentes a maioria dos antimicrobianos previamente
utilizados para o tratamento (sulfonamidas, penicilina, cefalosporinas de
primeira geracdo, tetraciclinas, macrolideos e fluorquinolonas), a
recomendacdo internacional vigente é a terapia combinada de
ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira geragdo, com azitromicina,
um macrolideo semi-sintético derivado da eritromicina. No entanto, a
recente emergéncia de resisténcia as cefalosporinas de espectro
estendido (ESCs), cefixima e ceftriaxona, e o isolamento de N.
gonorrhoeae com altos niveis de resisténcia clinica a todas as ESCs,
combinada com resisténcia aos demais antimicrobianos disponiveis para
o tratamento, tem causado grande preocupacdo devido a possibilidade da
ocorréncia de gonorreia intratavel (UNEMO; SHAFER, 2011; BOLAN;
SPARLING; WASSERHEIT, 2012; NDOWA;  LUSTI-
NARASIMHAN; UNEMO, 2012; UNEMO; NICHOLAS, 2012;
UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016). Falhas no tratamento,
particularmente com cefixima, mas também esporadicamente com
ceftriaxona (principalmente em infec¢des de faringe) foram verificados
no Japdo, Australia, diversos paises Europeus, Canada e Africa do Sul
(UNEMO M et al., 2013; UNEMO; SHAFER, 2014; UNEMO, 2015).

Desta forma, na auséncia de vacina para profilaxia da infeccdo
gonococica, a base para o controle da gonorreia em salde publica
depende inteiramente dos esforgos de prevencéo, notificagdo de contato
sexual, vigilancia epidemioldgica e da resisténcia, diagnostico e,
sobretudo da disponibilidade de tratamento com antimicrobianos
eficazes (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

Disponibilizar tratamento eficaz requer conhecimento prévio do
perfil de sensibilidade local dos microrganismos circulantes. No Brasil,
o tratamento da gonorreia, assim como de outras ISTs, € realizado, na
maioria dos casos, de forma sindrébmica. Estudos regionais foram
realizados e seus resultados geraram alerta sobre a evolucdo da
resisténcia antimicrobiana em N. gonorrhoeae. No entanto, somente a
partir de 2016, quando foram divulgados os resultados do primeiro
estudo de vigilancia da resisténcia de N. gonorrhoeae aos
antimicrobianos no Brasil (BAZZO et al., 2018), o tratamento deixou de
ser baseado em dados internacionais de resisténcia. Neste contexto, a
execucdo do presente estudo, que realizou a caracterizacdo molecular e
do perfil de sensibilidade antimicrobiana de isolados de N. gonorrhoeae
circulantes na Grande Florian6polis entre 2008 a 2016, pode contribuir
para avaliar a epidemiologia da infec¢do e da emergéncia de resisténcia
antimicrobiana na regido estudada.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 AGENTE ETIOLOGICO

De acordo com a segunda edi¢do do Bergey's Manual of Systems
Bacteriology, Neisseria gonorrhoeae € classificada na categoria
taxondmica:  Reino  Bactéria; Filo  Proteobacteria;  Classe
Bproteobacteria; Ordem Neisseriales; Familia Neisseriaceae; Género
Neisseria; Espécie Neisseria gonorrhoeae (KRIEG et al., 2010) O
género Neisseria possui cerca de 30 espécies ndo patogénicas a
humanos e duas patogénicas principais: N. gonorrhoeae e N.
meningitidis. Dentre as espécies ndo patogénicas, destacam-se a N.
lactamica, N. sicca, N. sineria, N. flavescens, N. subflava e N. mucosa,
que habitam o trato respiratdrio superior como comensais, sendo
ocasionalmente encontradas no trato urogenital inferior (UNEMO M et
al., 2013).

Ao contrério das demais espécies ndo patogénicas do género, N.
gonorrhoeae é fastidiosa e possui crescimento lento. Adere a superficie
da célula hospedeira por meio de uma estrutura denominada pili (ou
pelo), um apéndice filamentoso de origem proteica da superficie
bacteriana; € aer6bica, ndo flagelada, ndo formadora de esporos,
produtora das enzimas catalase e oxidase e com preferéncia a umidade e
concentragcBes aumentadas de didxido de carbono (CO,). Tem a
habilidade de produzir acido a partir da utilizacdo da glicose, o que
permite a sua diferenciagdo das demais espécies do género Neisseria.
Apresenta-se na coloragdo de Gram tipicamente como diplococo gram-
negativo, em forma de rim ou grdo de café. Esses diplococos medem
0,6um por 1,0um e apresentam-Se com faces cOncavas adjacentes
(UNEMO M et al., 2013).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA

N. gonorrhoeae possui capacidade singular de modular seus
antigenos de superficie (VAN DER WOUDE; BAUMLER, 2004) e sua
integracdo a célula epitelial é mediada por fatores de viruléncia, tais
como, pili, porina (PorB), proteina da opacidade (Opa) e lipo-
oligossacarideo (LOS) e seus receptores (KONEMAN et al., 2008).

Os pilus séo polimeros de proteinas localizados na superficie da
célula bacteriana e tém como principal funcdo, a aderéncia as células
mucosas do hospedeiro. Estdo envolvidos na troca de material genético
entre as bactérias e podem inibir a acdo fagocitica dos neutréfilos frente
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a infecdo gonococica. Os pilis ndo sdo obrigatoriamente expressos em
todas as estirpes de N. gonorrhoeae, entretanto, quando expressos,
podem apresentar novos tipos antigénicos (KONEMAN et al., 2008).

A porina é a proteina de superficie mais abundante, responsavel
por mais da metade do contelido de proteinas de membrana externa do
gonococo. Ela é composta por um conjunto de moléculas (trimeros) que
formam canais aquosos, permitindo o transporte de &nions por meio da
membrana externa, que é hidrofébica. A porina exibe variagdo
antigénica estavel entre as estirpes e constitui a base para a sorotipagem
gonocécica. Existem dois alelos principais descritos: PorB1A,
frequentemente relacionado a infeccdo gonococica disseminada, e
PorB1B geralmente associado apenas a infecgdes genitais. Os isolados
do sorotipo PorB1A geralmente ndo desencadeiam resposta inflamatdria
local significativa. Tal caracteristica pode estar relacionada a habilidade
das estirpes PorB1A de interagirem com moléculas inibidoras do
complemento, minimizando a resposta inflamatéria. A porina pode
migrar para a membrana citoplasmatica do hospedeiro, facilitando a
endocitose e invasdo gonococica (KASPER et al., 2017).

Outra proteina externa expressa nos gonococos é a proteina Opa,
cuja expressdo é regulada por uma sequéncia de cinco nucleotideos
(CTCTT) em triplicata, localizada na extremidade 3’dos genes que
codificam a estrutura celular bacteriana (OLIVEIRA et al., 2004). N.
gonorrhoeae expressa 12 diferentes genes Opa com sua prépria regido
promotora. Eles sdo continuamente transcritos em &cido ribonucleico
mensageiro (MRNA) e podem ser expressos simultaneamente. A
proteina Opa, quando associada ao pili, promove a ligacdo do gonococo
a célula do hospedeiro. Ela também atua na aderéncia da célula
bacteriana para formacdo de colbnias, e sdo assim denominas, por
conferir o fenétipo opaco das col6nias no meio de cultura (HAUCK;
MEYER, 2003).

O LOS gonocécico é composto por um lipidio A e um
oligossacarideo central. Ao contrario do observado em outras bactérias
gram-negativas, ele ndo possui cadeia lateral antigénica de carboidratos
O repetidos. O LOS possui grande atividade endotoxica e auxilia para o
efeito citotdxico local. Os aglcares centrais do LOS sofrem multiplas
variacbes de fases quando submetidos a diferentes ambientes de
crescimento; essas variagdes determinam a regulacdo e expressao dos
genes da glicotransferase que codificam a estrutura do carboidrato do
LOS. Essas mudancas fenotipicas podem alterar as interagcdes de N.
gonorrhoeae com componentes do sistema imune humoral (anticorpos e
complemento) e também podem induzir a interagdo direta dos



31

microrganismos aos fagocitos. Por exemplo, 0s gonococos providos de
acido sialico nos LOS ligam-se ao fator H do complemento e inibem a
via alternativa do complemento; A sialilagdo dos LOS pode também
dificultar a associa¢do ndo opsénica com os neutréfilos por intermédio
da Opa e bloquear a liberacdo de espécies reativas de oxigénio pelos
polimorfonucleares. A liga¢do do residuo de lactosamina terminal ndo
sialilado do LOS a um receptor de asialoglicoproteina em células
epiteliais masculinas favorece a adeséo e a invasdo subsequente dessas
células pelos gonococos. As estruturas oligossacaridicas do LOS podem
modular as respostas imunes do hospedeiro (KASPER et al., 2017).

2.3 PATOGENIA E IMUNIDADE

N. gonorrhoeae é um patdgeno exclusivamente humano que
infecta preferencialmente o epitélio urogenital. Embora a uretra e a
cérvice uterina sejam os locais primarios para a infeccdo gonococica em
homens e mulheres respectivamente, também sdo diagnosticadas
infeccbes na conjuntiva, faringe e mucosa retal. A infeccdo por N.
gonorrhoeae é adquirida principalmente por meio do contato sexual e se
estabelece no trato urogenital por interacdo da bactéria com células
epiteliais ndo ciliadas, resultando na invasdo celular. Diferentes
mecanismos moleculares estdo envolvidos na fixacdo do gonococo a
mucosa superficial (Figura 1). Ambos, fator de necrose tumoral (TNF)
secretado por fagocitos e produtos gonocoécicos, como o peptidoglicano
e lipopolissacarideo (LOS), também causam danos as células epiteliais
ciliadas da mucosa superficial (EDWARDS; APICELLA, 2004; VIRJI,
2009).

As infecgBes gonocdcicas sdo usualmente localizadas no trato
urogenital e provocam intensa resposta inflamatoria dando origem a
uma secrecdo uretral purulenta em homens, uma marca registrada da
gonorreia. Citocinas e quimiocinas recrutam um grande ndmero de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) para o local da infec¢do, onde a
N. gonorrhoeae é fagocitada. O influxo de neutréfilos forma um
exsudato purulento que facilita a transmissdo (QUILLIN; SEIFERT,
2018) (Figura 1).
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Figura 1 - Patogénese de N. gonorrhoeae.
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Visdo geral da infecgdo por N. gonorrhoeae: Durante a infec¢do inicial, N.
gonorrhoeae adere a células epiteliais do hospedeiro por meio do pili tipo 1V, que
permite a interagdo com outras estruturas de superficie celular (PEARCE;
BUCHANAN, 1978). Apo6s a aderéncia, N. gonorrhoeae replica, forma micro
colbnias (2), possivelmente biofilmes (HIGASHI et al., 2007; STEICHEN et al.,
2011) e compete com a microbiota do hospedeiro. Ao colonizar o epitélio, N.
gonorrhoeae promove invasdo e a transferéncia de elementos de um polo ao outro
da célula por meio de vesiculas. Durante esses estagios iniciais da infecgdo, a
bactéria libera fragmentos de peptidioglicano, lipopolissacarideos (LOS) e vesiculas
da membrana externa (do inglés, outer membrane vesicles — OMVs) (KAPARAKIS
et al., 2010; MAVROGIORGOS et al., 2014; ZHOU et al., 2014) (3), que ativam o
receptor Toll-like (TLR) e a sinalizacdo de proteinas contendo dominio de
oligomerizacéo (do inglés, oligomerization domain-containing protein — NOD) em
células epiteliais, macréfagos e células dendriticas (do inglés, dendritic cells —DCs)
(SINGLETON; MASSARI; WETZLER, 2005; KAPARAKIS et al., 2010) . A
sinalizacdo de NOD e TLR dessas células leva a ativagdo de fatores de transcricéo
inflamatdria e a liberagcdo de citocinas e quimiocinas (4). N. gonorrhoeae também
libera heptose-1,7-bifosfato (do inglés, heptose-1,7-bisphosphate — HBP), que
estimula a imunidade por meio da ativagéo da proteina de interagdo TRAF associada
ao dominio Forkhead (do inglés, TRAF interacting protein with forkhead associated
domain — TIFA) (5) (GAUDET et al., 2015). A liberacdo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatorias por essas vias de sinalizagdo da imunidade inata cria gradientes de
citocinas e quimiocinas que recrutam um grande nimero de PMN para o local da
infeccdo (s6), onde N. gonorrhoeae séo fagocitadas. O influxo de neutréfilos forma
um exsudato purulento que facilita a transmissao (7). Fonte: (QUILLIN; SEIFERT,
2018).

Na mulher, o recrutamento do sistema imune ocorre pela ativacao
da via alternativa do complemento, por meio da producéo e liberacéo de
componentes dessa via pelas células epiteliais. O pili do gonococo se
liga ao dominio | do Receptor do complemento 3 (CR3) permitindo que
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a bactéria ultrapasse a repulsdo eletrostatica entre sua superficie celular
e a da célula hospedeira. Essa proximidade com a superficie da célula
endocervical permite que o componente do sistema complemento C3b
se associe covalentemente com o LOS e seja rapidamente inativado a
iC3b. A proximidade da porina ao LOS na membrana externa bacteriana
favorece espacialmente a associacéo entre iC3b e porina com o dominio
I de CR3. O engajamento de CR3 desencadeia uma complexa cascata de
transducdo de sinais mediada pela tirosina quinase da familia Src e Rho
GTPase. Estes processos resultam na formacdo de complexos focais de
vinculina e ezrina e na desestabilizacdo da membrana, favorecendo a
invasdo celular. N. gonorrhoeae secreta a fosfolipase D (NgPLD) que
modula a transdugdo de sinal da célula cervical, desempenhando um
papel no recrutamento de CR3 para a superficie da célula cervical,
modulando a reorganizagdo do citoesqueleto. Adicionalmente essa
proteina aumenta a sobrevivéncia intracelular dos gonococos ap6s sua
internalizagéo dentro de macropinosomas.

A maioria dos gonococos transmitidos de homens para seus
parceiros tém LOS sialilado. No entanto, a presenca ou auséncia de
acido sidlico no LOS ndo influencia a interagdo do gonococo com as
células epiteliais cervicais primarias (KALLSTROM et al., 1997)(63).
No trato genital feminino inferior, os gonococos sialilados podem ser
modificados para aumentar a transmissdo da doenca para os homens, ou
seja, as neuraminidases produzidas pela microflora vaginal podem
potencialmente remover o &cido sialico de gonococos sialilados.
(EDWARDS; APICELLA, 2004).

A infecdo por N. gonorrhoeae em homens apresenta-se como
uma uretrite aguda na qual as células epiteliais que revestem a uretra,
em resposta a infeccdo, produzem mediadores pro-inflamatérios como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina
8 (IL-8), ¢ interleucina um B (IL-1B) (HARVEY et al., 2000). A
quimiotaxia de neutr6filos para o local da infec¢do perpetua o estado
inflamatdrio, uma vez que, estas células geram mediadores pro-
inflamatdrios adicionais ao tentar combater a infeccdo. O influxo de
neutrdfilos, juntamente com a liberacdo de células epiteliais uretrais
danificadas, é responsavel pela secrecéo uretral purulenta, caracteristica
da infeccdo uretral gonocécica em homens (EDWARDS; BUTLER,
2011).

O gonococo tem capacidade de se ligar ao esperma humano,
aumentando o risco transmissdo da infec¢do por contato sexual com o
parceiro infectado (EDWARDS; APICELLA, 2004; VIRJI, 2009). A
ligagdo do gonococo ao esperma humano é mediada pela interacdo do
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LOS do gonococo com o receptor asialoglicoproteina (ASGP-R), uma
proteina de membrana plasmatica, encontrada no préprio esperma
(HARVEY et al., 2000).

A resposta inflamatdria humana frente N. gonorrhoeae é
localizada e a maioria dos individuos infectados ndo desenvolve
resposta imunitaria adaptativa de protecdo, como demostrado pela alta
frequéncia de infeccOes recorrentes causadas pela mesma cepa de N.
gonorrhoeae em pacientes com IST. Os mecanismos envolvidos na
resposta imune adaptativa ineficaz podem ser tanto por variagdo
antigénica das principais moléculas de superficie bacteriana como por
supressdo da sinalizacdo do sistema imune do hospedeiro por este
patdgeno (ZHU et al., 2012; GIMENES et al., 2014).

N. gonorrhoeae também suprime o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa por meio da interacdo com células apresentadoras de
antigeno. A variacdo molecular dos LOS de N. gonorrhoeae permite a
manipulacdo seletiva da fungdo das células dendriticas, alterando assim
as respostas imunes subsequentes em favor da sobrevivéncia bacteriana
(VAN VLIET et al., 2009). Além disso, N. gonorrhoeae induz a
produgdo de células T reguladoras de interleucina 10 (IL-10) e células
T1, que estdo implicadas na supressdo da imunidade adaptativa
(GIMENES et al., 2014; LIU; LIU; RUSSELL, 2014).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

N. gonorrhoeae é muito fragil para a transmissdo por alimentos,
agua, ar ou, raras excecles, por fomites, mesmo assim a gonorreia
permaneceu como uma infec¢do muito comum na maior parte do mundo
na era pré-antibidtica apesar dos esforgos, por vezes, extenuantes para
controla-la (MORAN; TIETZ; MIETZNER, 2017).

O verdadeiro peso global da gonorreia é dificil de estabelecer
devido a falta de capacidade diagndstica e/ou de sistemas de notifica¢do
em vérias partes do mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Salde,
mais de um milhdo de ISTs curaveis sdo adquiridas diariamente.
Somente no ano de 2012, foi estimada a ocorréncia de 357 milhGes de
novos casos de ISTs curdveis (gonorreia, clamidia, sifilis e tricomonas)
em adultos com idade entre 15-49 anos. Destas, 78 milhdes foram casos
de gonorreia (WHO, 2016). A maior carga da infeccdo foi atribuida as
Regides do Pacifico Ocidental (35,2 milhdes de casos), do Sudeste da
Asia e Africa (11,4 de casos cada uma). No entanto, o niimero de casos
notificados é muito menor, particularmente em locais com poucos
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recursos, do que o verdadeiro nimero de casos (UNEMO; DEL RIO;
SHAFER, 2016).

Em uma revisio das infeccdes durante a gravidez na Africa
Subsaariana, a prevaléncia das IST foi comparavel a da malaria. A
prevaléncia de infeccdo por N. gonorrhoeae durante a gravidez variou
de 2,7% na Africa Ocidental e Central a 3,7% na Africa do Sul (CHICO
et al., 2012). Nos Estados Unidos da América (EUA), a gonorreia é a
segunda doenga de notificacdo mais comumente reportada Entre 2009 a
2012, a taxa nacional de casos de gonorreia reportados nos EUA subiu
de 98,1 para 106,7 casos por 100 mil habitantes, apresentando uma
ligeira diminuicdo em 2013 (105,3 casos por 100 mil habitantes),
voltando a aumentar gradativamente a cada ano, chegando a 123,9 casos
por 100 habitantes em 2015 (CDC, 2015).

No Brasil, estdo disponiveis estudos epidemiol6gicos da infeccdo
por N. gonorrhoeae que demonstram a magnitude da doenca em
populagdes diversas. No ano 2000 em Salvador, a prevaléncia da
infeccdo foi de 3,2% entre mulheres moradoras de comunidades carentes
(CODES et al., 2006). Resultados similares (prevaléncia de 3,0%) foram
observados entre 2000-2003 em usuarias de uma clinica de
planejamento familiar na cidade de Campinas (FERNANDES et al.,
2009). Entretanto, foi encontrada uma prevaléncia da infeccdo de 7,1%
entre usuérias de uma clinica de IST em Manaus no ano de 2008 (7,1%)
(BENZAKEN et al., 2010). Dois anos mais tarde, um estudo
multicéntrico relevou uma prevaléncia de gonorreia de 18,4% entre
homens usuarios de clinicas de IST (18,4%) (BARBOSA et al., 2010).
Em Curitiba, a prevaléncia da infeccdo observada em mulheres jovens
(16-23 anos) sem historico prévio de verrugas genitais, alteracdes
citolégicas no colo do Utero, esplenectomia, desordens imunes, uso de
farmacos imunossupressores e vacina para HPV foi de 1,5%
(PIAZZETTA et al., 2011).

Desta forma, o comportamento sexual, a prevaléncia da infeccéo
e os determinantes sociais da salde como, o status socioecondmico, a
discriminacdo e 0 acesso a sistemas de salde de qualidade, podem
contribuir para o aumento da infeccdo na comunidade e
consequentemente aumentar o risco de aquisicdo da gonorreia (CDC,
2015a).

2.5 MANIFESTACOES CLINICAS

N. gonorrhoeae geralmente infecta o colo do Utero ou a uretra
masculina, provocando cervicite ou utretrite. Em aproximadamente 50%
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dos individuos infectados ocorre infeccdo assintomatica ou colonizagdo
das mucosas superficiais com resposta inflamatdria minima
(KORENROMP et al., 2002). Estudos sugerem um efeito prejudicial da
infeccdo por N. gonorrhoeae na fertilidade tanto em homens como em
mulheres (EDWARDS; APICELLA, 2004; OCHSENDORF, 2008;
PELLATI et al., 2008; ABUSARAH et al., 2013). Em estudo na
Jordania, envolvendo clinicas de urologia e fertilidade, o acido
desoxirribonucleico (DNA) de N. gonorrhoeae foi detectado no sémen
de 6,5% dos homens inférteis, em comparacdo com auséncia de
deteccdo em homens férteis (OCHSENDORF, 2008; GIMENES et al.,
2014).

No homem, a infec¢do gonocdcica pode causar uretrite, que é
definida como uma inflamacdo do canal uretral. Corrimento no canal
uretral e disuria sdo os principais sintomas da uretrite gonococica aguda.
Entretanto, sintomas como dor durante o intercurso sexual e/ou na
gjaculacdo, aumento da frequéncia urindria também podem estar
presentes (EDWARDS; APICELLA, 2004; PELLATI et al., 2008;
SLEHA et al., 2013). Além disso, a inflamacéo da uretral pode levar a
estenose uretral (DOHLE, 2003). O periodo tipico de incubagdo é de
dois a cinco dias apds a exposicdo. A maioria dos estudos relata que
somente uma minoria dos homens infectados permanecera
assintomatico. Entretanto, diversos estudos populacionais contradizem
essa suposicdo e relatam que até 60-80% dos pacientes do sexo
masculino tém sintomas minimos ou inexistentes (DETELS et al., 2011;
MORGAN; DECKER, 2016).

A infeccdo na uretra pode estender-se a outros 6rgdos do sistema
genitourinario causando epidimite, orquite e prostatite (GIMENES et al.,
2014; TAYLOR, 2015). O desenvolvimento da epididimo-orquite
acarreta o comprometimento da funcdo testicular ap6s dois anos de
infeccdo (OSEGBE, 1991). Em homens sexualmente ativos com idade
inferior a 35 anos e que tenham histéria prévia de corrimento uretral, a
N. gonorrhoeae estd entre os patdgenos mais prevalentes (LUDWIG,
2008; OCHSENDOREF, 2008; GIMENES et al., 2014). A infecgdo no
trato genitourinario por N. gonorrhoeae também estd associada a
diminuigdo da fertilidade em homens (OCHSENDORF, 2008; APARI;
DE SOUSA; MULLER, 2014).

As infecgdes urogenitais gonocdcicas cursam de forma
assintomatica em mais de 85% das mulheres infectadas (DETELS et al.,
2011). O periodo tipico de incubacéo é de 5 a 10 dias ap0s a exposicéo.
As glandulas de Bartholin e os ductos de Skene também podem ser
afetados (MAYOR; ROETT; UDUHIRI, 2012). A manifestacdo clinica
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mais comum & a cervicite, que pode resultar em doenca inflamatdria
pélvica (DIP). A infeccdo sintomatica manifesta-se tipicamente como
prurido vaginal e/ou secre¢cdo mucopurulenta. Algumas mulheres podem
ter queixa de sangramente intermestrual ou  menorragia.
Concomitantemente, a uretrite esta frequentemente presente e é a
manifestacdo primaria em mulheres apos histerectomia. Dor abdominal
ou dor durante o intercurso sexual sugerem o envolvimento do trato
genital superior (FISHER; FLETCHER; BLAKE, 2004; MORGAN;
DECKER, 2016).

A doenca inflamatéria pélvica (DIP) é uma infeccdo do trato
genital superior feminino que pode acometer o Uetro, as tubas uterinas e
os ovarios. E causada principalmente por N. gonorrhoeae e por C.
trachomatis a partir de infec¢des na vagina e endocérvice que ascendem
para o trato genital superior. E assintomatica na maioria dos casos,
entretanto, quando sintomatica, se apresenta como dor pélvica,
corrimento vaginal e dor durante o intercurso sexual. Manifestagdes
sistémicas como febre, calafrios, nauseas, vémito e leucocitose podem
ocorrer, porém sdo incomuns (BRUNHAM; GOTTLIEB; PAAVONEN,
2015). ComplicagBes relacionadas & falta de tratamento incluem dor
pélvica crbnica, gravidez ectépica e infertilidade (MITCHELL;
PRABHU, 2013).  Adicionalmente, aproximadamente 15% das
mulheres infectadas desenvolvem obstru¢cdo das tubas uterinas e
infertilidade (MAYOR; ROETT; UDUHIRI, 2012).

InfecgBes anorretais sdo frequentemente assintomaticas e
acometem homens que fazem sexo com homens (HSH) e mulheres (DE
VRIES et al., 2014). Os homens adquirem a infeccdo por meio do
intercurso anal receptivo desprotegido, enquanto nas mulheres, a
infeccdo anorretal também pode ocorrer por contaminacdo perineal de
secrecOes cervicais (KENT et al., 2005; JAVANBAKHT et al., 2012).
Uma pequena parcela de pacientes, particularmente na popula¢do HSH,
desenvolvera proctite, apresentando sintomas de prurido anal, dor retal,
corrimento mucopurulento e tenesmo (MAYOR; ROETT; UDUHIRI,
2012). A proctite gonocécica em HSH esta associada ao aumento do
risco de infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CRAIB
et al., 1995; MORGAN; DECKER, 2016). Infeccdo de faringe também
acomete HSH e mulheres heterossexuais em virtude da pratica de sexo
oral. Raramente, a infeccdo pode levar a sintomas de faringite,
usualmente os pacientes sdo assintomaticos (KENT et al., 2005;
DANBY et al., 2016).

A conjuntivite gonocdcica € diagnosticada na maioria das vezes
em neonatos (oftalmia neonatal) devido a passagem pelo canal do parto
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de médes com infeccdo urogenital ndo tratada (MAYOR; ROETT;
UDUHIRI, 2012). Entretanto, também pode ocorrer em adultos por auto
inoculacdo e raramente, contato ndo sexual de pessoa por pessoa por
intermédio de fomites em surtos (MAK et al., 2001). Eventualmente
pode ocorrer por acidente laboral ao trabalhar com isolados de Neisseria
gonorrhoeae sem protecdo ocular. Se ndo tratada, essa infeccdo pode
levar a cegueira (MAYOR; ROETT; UDUHIRI, 2012).

A infeccdo gonocdcica urogenital em mulheres durante a
gravidez esta associada a corioamnionite, ruptura prematura de
membranas, nascimento prematuro e aborto espontaneo (LIU et al.,
2013; COUTANCEAU; BOUJENAH; PONCELET, 2015). Os
neonatos expostos a infeccdo durante o nascimento correm risco de
desenvolver sepse, oftalmia neonatal, meningite e artrite (MAYOR;
ROETT; UDUHIRI, 2012).

Em criancas pré-adolescentes, a infeccdo gonococica €
primariamente indicativa de abuso sexual. Os sintomas sdo similares a
infeccdo em adultos e a vaginite € o sintoma mais comum em meninas
(MAYOR; ROETT; UDUHIRI, 2012; MORGAN; DECKER, 2016).

A infeccdo por N. gonorrhoeae pode disseminar-se
hematologicamente e desenvolver a infeccdo gonocécica disseminada
(IDG) (KENT et al., 2005). A DGI é rara, ocorrendo em somente 0,4-
3% dos pacientes com gonorreia e tipicamente ocorre de duas a trés
semanas apo6s a infeccdo primaria. (MAYOR; ROETT; UDUHIRI,
2012; BUNKER; KERR, 2015). A raridade da IDG pode ser explicada,
em parte, pelo fato da bactéria ser capaz de se ligar a moléculas que
regulam negativamente o sistema complemento e evadir-se do sistema
imune do hospedeiro. Os fatores do hospedeiro também desempenham
um papel importante, aproximadamente 13% dos pacientes com IDG
apresentam deficiéncia do sistema complemento (RICE, 2005;
MORGAN; DECKER, 2016).

A manifestacdo mais comum de IDG é a sindrome artrite-
dermatite. Durante a bacteremia, os pacientes apresentam febre alta,
poliartralgias assimétricas e tenossinovite que afetam os joelhos,
cotovelos e articulagbes distais. Lesdes cuténeas desenvolvem-se em
75% dos pacientes. Complicacfes raras de IDG incluem osteomilite,
endocaradite, miopericardite, meningite e abcesso peridural (RICE,
2005; BUNKER; KERR, 2015).
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2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da gonorreia ndo complicada é estabelecido pela
deteccdo de N. gonorrhoeae ou de seu material genético em amostras
genitais, retais, faringeas ou oculares (BIGNELL; UNEMO, 2013;
UNEMO; SHAFER, 2014). N. gonorrhoeae pode ser detectada em
cultura ou pelos testes de amplificagcdo dos acidos nucleicos (NAATS).
O gonococo também pode ser visualizado por microscopia (coloracdo da
secrecdo genital) para viabilizar um diagnéstico rdpido em pacientes
sintomaticos (BIGNELL; UNEMO, 2013). Idealmente, os testes de
resisténcia antimicrobiana (AMR) em gonococos deveriam integrar o
diagnostico laboratorial (UNEMO; SHAFER, 2014).

2.6.1 Microscopia

A analise microscopica usando a coloracdo de Gram ou azul de
metileno para identificacdo de diplococos dentro de leucdcitos
polimorfonucleares oferece uma boa sensibilidade (>95%) e
especificidade (97%) para o diagnoéstico da gonorreia em homens
sintomaticos apresentando corrimento uretral (BIGNELL; UNEMO,
2013; UNEMO M et al., 2013). Em mulheres, entretanto, a microscopia
de secrecdo cervical detecta apenas 40-60% das amostras positivas na
cultura, o que pode refletir um quantitativo menor de gonococcos em
mulheres. Podem ocorrer resultados falso-positivos em amostras
cervicais, e a especificidade (80-95%) é dependente da expertise do
microscopista (UNEMO M et al.,, 2013). A microscopia nio &
recomendada para o rastreio de individuos assintomaticos (UNEMO M
et al., 2013) e para o diagnostico de infecgdes de faringe devido a baixa
especificidade e sensibilidade (BIGNELL; UNEMO, 2013).

2.6.2 Cultura

A cultura tem sido considerada o “padrdo-ouro” para o
diagnéstico de infecgdes gonocdcicas (UNEMO; SHAFER, 2014). Ela
oferece um diagnostico especifico e barato para identificacdo
confirmatoria. E o Ginico método estabelecido que permite a realizacio
dos testes de sensibilidade antimicrobiana, essenciais para o0
monitoramento da evolugdo da AMR. Meios seletivos, como o agar
Thayer-Martin, sdo recomendados para realizacdo da cultura. Ja os
meios ndo seletivos podem ser utilizados beneficamente em adi¢cdo aos
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meios seletivos para amostras urogenitais e de conjuntiva (BIGNELL;
UNEMO, 2013).

A cultura é apropriada para amostras endocervicais, uretrais,
retais, faringeas e de conjuntiva, mas ndo para urina (UNEMO M et al.,
2013). A sensibilidade da cultura é alta e a especificidade pode chegar a
100%. No entanto, o método é relativamente lento e, para obter alta
sensibilidade e especificidade, é crucial aperfeicoar as condigdes de
coleta, transporte e armazenamento da amostra, bem como a
metodologia da cultura, pois 0s gonococos sao extremamente sensiveis a
fatores ambientais externos (UNEMO; SHAFER, 2014).

A garantia da qualidade é necesséria para a cultura do gonococo,
uma vez gue 0s meios comerciais e 0s procedimentos da cultura variam
em sua seletividade e sensibilidade. A cultura é o método de escolha
para pacientes sintométicos, com infeccdo persistente, suspeita de falha
no tratamento e monitoramento da cura, uma vez que, permite a
realizagdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos (UNEMO;
GOLPARIAN; HESTNER, 2011; WHILEY et al., 2012).

2.6.3 Testes de amplificacdo de acidos nucleicos NAATS

Em locais com mais recursos financeiros e com grande demanda
de amostras (utilizacdo de testes que detectam também a clamidia), 0s
NAATs substituiram rapidamente a cultura para deteccdo de N.
gonorrhoeae. Os NAATs tém muitas vantagens, detectam gonococos
ndo viaveis (neste caso favorecem a coleta e transporte da amostra em
locais distantes do laborat6rio que executara o teste) e tém sensibilidade
superior a todos os outros métodos de diagnostico, particularmente para
amostras de faringe e reto. Entretanto, espécies de Neisseria comensais,
frequentemente presentes na faringe e no reto e raramente no trato
urogenital, possuem homologia genética com N. gonorrhoeae e podem
ter reacGes cruzadas nos NAATS, resultando em resultados falsos
positivos. Desta forma, a especificidade de varios NAAT para
gonococos esta longe da ideal para o diagnéstico de amostras
urogenitais e, em particular, amostras extragenitais.

Os NAATs sdo menos exigentes quanto a coleta de amostras,
transporte e armazenamento. Amostram ndo invasivas podem ser
efetivamente utilizadas e obtidas por autocoleta (urina de primeiro jato
em homens e swabs vaginais em mulheres). Os NAATs sdo rapidos,
permitem a automacdo e deteccdo simultanea de varios patdgenos. No
entanto, os NAATS tém desvantagens, ainda ndo permitem realizacdo de
testes de AMR, o tempo apropriado para o teste de cura ainda ndo tem
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consenso e 0os NAATSs disponiveis comercialmente e os in-house
mostram diferentes niveis de sensibilidade e de especificidade A
especificidade sub-6tima dos NAATSs resulta em baixos valores
preditivos positivos (VPP), particularmente em popula¢des com baixa
prevaléncia (WHILEY; TAPSALL; SLOOTS, 2006; BIGNELL;
UNEMO, 2013; UNEMO M et al., 2013). Na Europa e Australia, se o
VPP do NAAT for <90%, é recomendado que um segundo teste NAAT,
com um alvo diferente do primeiro teste, seja utilizado para todas as
amostras positivas no rastreio (SMITH; TAPSALL; LUM, 2005;
WHILEY; TAPSALL; SLOOTS, 2006; UNEMO; SHAFER, 2014).

Até 0 momento, ndo existem bons testes diagnosticos rapidos
para deteccdo de antigenos para o diagnostico de infecgdes gonocdcicas
(WATCHIRS SMITH et al., 2013; GAYDOS; HARDICK, 2014;
BROOK, 2015).

2.7 TRATAMENTO

O tratamento de infec¢bes gonocdcicas é vem se complicando em
virtude da rapida mudanca nos padrfes de sensibilidade antimicrobiana
de N. gonorrhoeae. Ja foram descritos altos niveis de resisténcia as
quinolonas, diminuicdo da sensibilidade as cefalosporinas de espectro
estendido (ESCs) e mais recentemente isolados com altos niveis de
resisténcia as ESCs, além de relatos de vérios paises sobre falha no
tratamento com quinolonas preconizadas pela OMS em 2003. Esse
cenario aumenta a preocupagdo em relagdo ao surgimento de infecgdes
gonocdcicas intrataveis com sérias consequéncias a salde reprodutiva e
sexual da populagédo (WHO, 2016).

Em 2016 a OMS langou um guideline com seis opcdes
especificas de tratamento para infecGes gonocécicas com o objetivo de
fornecer orientagdes baseadas em evidéncias e dar suporte para adaptar
as diretrizes de cada pais conforme sua realidade. As recomendagdes
estdo descritas no Quadro 1 e se estendem a todos os adultos e
adolescentes com idade entre 10 a 19 anos, incluindo pessoas vivendo
com HIV e populagBes-chave: profissionais do sexo, HSH, transgéneros
e gestantes. Também estdo descritas recomendacdes especificas para
profilaxia e tratamento de oftalmia em neonatos causada por N.
gonorrhoeae (WHO, 2016).

Em 2015 o Ministério da Salde Brasileiro langou o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Atencédo Integral as Pessoas com
Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (PCDT), com recomendacgdes
para o tratamento de infecgBes gonocdcicas: anogenitais néo
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complicadas (uretra, colo do Utero e reto), faringea ndo complicada,
disseminada e conjuntivite no adulto (BRASIL, 2015). Para infec¢des
anogenitais ndo complicada e uretrite gonocécica complicada
recomendava-se o uso de Ciprofloxacino® 500 mg, VO, dose Gnica mais
azitromicina 500 mg, dois comprimidos, VO, dose Unica ou
ceftriaxona.?, 500 mg, IM, dose Ginica mais Azitromicina 500 mg, dois
comprimidos, VO, dose Unica. O ciprofloxacino era contraindicado para
menores de 18 anos e gestantes, sendo que a ceftriaxona seria o farmaco
de escolha (BRASIL, 2015). Para infec¢fes gonocdcicas disseminadas
recomendava-se 0 uso de ceftriaxona 1g, IM/dia, mantendo o tratamento
até 24-48 horas ap6s a melhora, quando o tratamento poderia ser trocado
para ciprofloxacino 500 mg, VO, duas vezes ao dia, completando pelo
menos sete dias de tratamento. Para infeccbes de conjuntivite
gonocdcica no adulto é recomendado o uso de Ceftriaxona? 1g, IM, dose
Unica (BRASIL, 2015). Entretanto, os resultados do primeiro estudo de
vigilancia da resisténcia de N. gonorrhoeae aos antimicrobianos
realizado no Brasil, mostraram que 50% das estirpes de N. gonorrhoeae
circulantes no pais apresentavam resisténcia ao ciprofloxacino (BAZZO
et al., 2018), culminando em 2017 na publicagdo da NOTA
INFORMATIVA  N°  6-sei/2017-COVIG/CGVP/DIAHV/SVS/MS
desaconselhando o uso do ciprofloxacino e recomendando o uso da
ceftriaxona no tratamento da infeccdo gonocdcica anogenital ndo
complicada (BRASIL, 2017).

Quadro 1: Recomendagdes da OMS para o tratamento de infecces por N.
gonorrhoeae.

InfecgBes genitais, anorretais e de orofaringe:

Recomendagéo 1 e 2:
Terapia dupla: ceftriaxona 250 mg IM com uma dose Unica de azitromicina 1g por VO ou
cefixima 400 mg VO com uma dose Unica de azitromicina 1g por VO;

Terapia simples (baseada em dados de resisténcia antimicrobiana local): ceftriaxona 250
mg IM (dose Unica) ou cefixima 400 mg VO (dose Unica) ou espectinomicina 2g IM (dose
Unica). Essa recomendagao se aplica a mulheres gréavidas.

Obs: Na terapia simples, cefixima e espectinomicina ndo sdo recomendadas para infec¢des
de orofaringe.

o ciprofloxacino estava contraindicado para os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro, uma vez, que nesses estados ja existiam estudos documentando
resisténcia ao ciprofloxacino.

Em caso de indisponibilidade da ceftriaxona, podera ser utilizada outra
cefalosporina de terceira geracdo como a cefotaxima 1000mg IM, dose Unica.
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Tratamento de infegBes gonocdcicas ap6s falha no tratamento:
Recomendacao 3:

e  Suspeita de reinfecéo: tratar novamente com o regime preconizado pela OMS,
reforcar uso de preservativo ou abstinéncia sexual e tratar o parceiro;
. Falha no tratamento com regime néo recomendado pela OMS, tratar novamente com o
regime preconizado pela OMS;
e  Falha no tratamento ap6s terapia simples recomendada pela OMS, tratar novamente
com terapia dupla;
. Falha no tratamento apos terapia dupla recomendada pela OMS, tratar novamente
com umas das opgdes:
v Ceftriaxona 500 mg IM (dose Unica) com uma dose Unica oral de azitromicina
2g;
v' Cefixima 800 mg VO (dose Unica) com uma dose Unica oral de azitromicina 2g;
v' Gentamicina 240 mg IM (dose Unica) com uma dose Unica oral de azitromicina
29;
v' Espectinomicina 2g IM em dose Unica (infecgdes que nao sejam de orofaringe)
com uma dose Unica oral de azitromicina 2g;

. InfecgOes gonocécicas oftdlmicas em neonatos:

Recomendacéo 4: ceftriaxona 50 mg/kg (méaximo 150 mg) IM (dose Unica); Kanamicina
25mg/kg (méximo 75 mg) IM (dose Unica); ou espectinimocina 25 mg/kg (méaximo 75 mg)
IM (dose Unica);

Recomendacédo 5: para todos os neonatos, a OMS recomenda a profilaxia ocular topica
para a prevencdo de oftalmia neonatal gonocdcica e por clamidia.

Recomendagdo 6: para profilaxia ocular, a OMS recomenda aplicagdo topica para ambos
os olhos imediatamente apds o nascimento de hidrocloridrato de tetraciclina 1% (pomada
oftalmica), eritromicina 0,5% (pomada oftalmica), iodo povidine 2,5% (solu¢do aquosa),
nitrato de prata 1% (solug&o) ou cloranfenicol 1% (pomada oftalmica).

Fonte: (WHO,2016).

2.8 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Neisseria gonorrhoeae
2.8.1 Historico

Ao longo do tempo, uma grande variedade de antimicrobianos
tem sido utilizada para o tratamento da gonorreia. Entretanto, a facil
disponibilidade e o uso indiscriminado resultaram no surgimento e
disseminacdo da resisténcia a esses medicamentos (GOIRE et al., 2014)
(Figura 2). Apds a rapida atuagdo das sulfonamidas no tratamento da
gonorreia no inicio dos anos de 1940, as penicilinas tornaram-se o
medicamento de escolha por quase 40 anos em ambito mundial.
Inicialmente em doses muito baixas e posteriormente, administrada em
doses mais elevadas com probenecida, um derivado lipossolivel do
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acido benzoico que aumenta a durabilidade do efeito farmacol6gico pela
inibicdo da excre¢cdo do medicamento. Nesse periodo, a tetraciclina e/ou
a eritromicina foram utilizadas em pacientes alérgicos e nos casos de
infeccBes com isolados resistentes a penicilina, mediada por mutacGes
cromossémicas de N. gonorrhoeae. A propagacdo de altos niveis de
resisténcia mediada por plasmideos a penicilina e a tetraciclina em
isolados de N. gonorrhoeae inviabilizou 0 uso desses antimicrobianos
no tratamento da gonorreia (LEWIS; LUKEHART, 2011).

Figura 2 - A historia da resisténcia antimicrobiana em N. gonorrhoeae.
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Historia da descoberta dos antimicrobianos recomendados e evolucgéo da resisténcia
em N. gonorrhoeae, incluindo o surgimento de determinantes genéticos da
resisténcia. Desde 1935, uma gama de antimicrobianos foi utilizada para o
tratamento da gonorreia. A figura mostra, no eixo das abcissas, a data de introducdo
da cada um na clinica e a década em que a resisténcia foi relatada pela primeira vez.
No eixo das ordenadas estdo descritos 0s principais determinantes genéticos da
resisténcia a cada antimicrobiano. SUL, sulfonamidas; PEN, penicilina; SPT,
espectinomicina; TET, tetracclina; CIP, ciprofloxacino; OFX, ofloxacina; CFM,
cefixima; CRO, ceftriaxona; AZM, azitromicina; DOX, doxiciclina. Fonte:
(UNEMO; SHAFER, 2014).

A espectinomicina, um aminoglicosideo, forneceu uma solucdo
temporaria (década de 1960) para tratamento das infeccdes por N.
gonorrhoeae produtoras de penicinilases, entretanto, isolados resistentes
foram selecionados rapidamente com o0 seu uso. Atualmente, a
espectinomicina é raramente utilizada devido ao seu alto custo, mas
continua sendo uma opgdo em casos especiais, como no tratamento de
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mulheres gravidas com alergia as penicilinas ou nos isolados com
resisténcia as cefalosporinas.

A partir do inicio dos anos de 1980, as fluoroquinolonas, como o
ciprofloxacino e a ofloxacina, foram amplamente utilizadas no
tratamento da gonorreia. Apesar de ndo ser indicado para gestantes e
criancas, o ciprofloxacino tem a vantagem de ter efeitos colaterais
minimos, além da administracdo de uma Unica dose e apresenta
excelente eficicia em todos os sitios anatdmicos, incluindo a orofaringe.
Inicialmente baixas doses de 250mg foram prescritas, mas em 1990, a
faléncia do tratamento foi reportada (LEWIS, 2010). A terapia
culminou no sucesso do tratamento por mais de uma década antes do
aparecimento de isolados resistentes, encontrados inicialmente na regido
da Asia-Pacifico e, posteriormente, nos Estados Unidos, Europa e Africa
(DAN, 2004; LEWIS; LUKEHART, 2011).

Com o fim da era das quinolonas, as cefalosporinas,
permaneceram como a Unica classe de antibimicrobianos eficaz para o
tratamento da gonorreia. As cefalosporinas orais de terceira geracéo,
como a cefixima e a cefpodoxima, ainda sdo utilizadas com sucesso
como terapia de dose Unica em muitos paises. Relatos de gonococos
com diminuicdo de sensibilidade ou resisténcia as cefalosporinas orais
foram reportados no Japdo desde 2002 e mais recentemente em outros
paises da regido do Pacifico Ocidental e Europa (ITO et al., 2004,
TAPSALL et al., 2009; UNEMO et al., 2010; ISON et al., 2011).
Embora a base genética da resisténcia as cefalosporinas orais ainda nao
tenha sido totalmente elucidada, a presenca de um gene na forma de
mosaico, 0 PenA, parece ser 0 mecanismo predominante (ITO et al.,
2005; LEWIS, 2010). Recentemente foi isolada na Inglaterra, uma N.
gonorrhoeae com resisténcia a ceftriaxona (MIC=0,5ug/mL) e
apresentando altos niveis de resisténcia a azitromicina (MIC>
256ug/mL), terapia de primeira linha atualmente recomendada pela
OMS para o tratamento da gonorreia. A N. gonorrhoeae foi sensivel
apenas a espectinomicina e parece ter sido importada do Sudeste
Asiatico (ENGLAND, 2018). A infeccéo foi tratada empiricamente com
1g de ceftriaxona e subsequentemente com espectinomicina. Entretanto
a cultura com material proveniente da faringe permaneceu posivita, 0
que resultou em uma nova conduta de tratamento com meropenem
intravenoso.
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2.8.2 Mecanismos de resisténcia

Para adaptar-se rapidamente e sobreviver em ambientes hostis, N.
gonorrhoeae tem apresentado uma extraordinaria capacidade de alterar
seu DNA, esse microrganismo é naturalmente competente para a
transformacdo durante todo o seu ciclo de vida. Quando exposto a
pressdo seletiva, altera de forma eficaz o seu genoma por intermédio de
todos os tipos de mutacdes. Desta forma, N. gonorrhoeae evoluiu e
adquiriu, ou desenvolveu todos os mecanismos de resisténcia fisiologica
conhecidos, a todos os antimicrobianos utilizados para o tratamento da
gonorreia. Dentre os mecanismos, podemos destacar: destruicdo ou
modificagdo antimicrobiana por enzimas (B-lactamases); modificacdo
estrutural ou bloqueio do sitio alvo, reduzindo a afinidade aos
antimicrobianos; diminuicdo do influxo e aumento do efluxo de
antimicrobianos (UNEMO; SHAFER, 2014) (Figura 3).

A selecdo de estirpes resistentes também pode ser promovida pela
exposicdo de gonococos ou outras espécies de Neisseria spp. aos
antimicrobianos administrados para o tratamento da gonorreia ou de
outras infecgBes. As espécies comensais de Neisseria spp. sdo um
exemplo classico, frequentemente complem a biota humana,
particularmente da faringe, e sdo frequentemente expostas aos
antimicrobianos. Como consequéncia, a resisténcia pode emergir
inicialmente em espécies comensais de Neisseria spp. que atuam como
reservatério de genes de resisténcia. Estes genes podem ser facilmente
transferidos para gonococos por transformacdo. A infecdo gonocdcica
faringea assintomatica fornece os meios para esta transferéncia genética,
uma vez que, Neisseria gonorrhoeae e outras espécies de Neisseria
comensais podem coexistir por longos periodos (SAIKA et al., 2001;
TANAKA et al., 2006; FURUYA et al., 2007; TAPSALL et al., 2009;
UNEMO; SHAFER, 2011; UNEMO; NICHOLAS, 2012; UNEMO;
SHAFER, 2014).

N. gonorrhoeae possui uma sequéncia especifica de DNA que
funciona como um sistema de captacdo e reconhecimento do seu proprio
DNA e do DNA de espécies relacionadas (GOODMAN; SCOCCA,
1988; HAMILTON; DILLARD, 2006). A periodicidade de
transformacdo do DNA gendmico de gonococos é frequentemente
elevada, embora as frequéncias de transformacéo de plasmideos sejam
substancialmente menores (SOX; MOHAMMED; SPARLING, 1979).
Assim, embora a taxa de mutacGes espontaneas missense que resultem
em AMR possa ser baixa, a transferéncia horizontal destes alelos por
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transformacdo &€ muito eficiente na disseminacdo da AMR dentro da
comunidade (UNEMO; SHAFER, 2014).

Figura 3 - Alvo dos antimicrobianos e correspondentes genes de resisténcia
de N. gonorrhoeae.
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Existem vérios alvos para os antimicrobianos em N. gonorrhoeae. a. A
espectinomicina e azitromicina lingam-se ao ribossomo e inibem a sintese de
proteinas. MutagBes nos genes que codificam rRNA da subunidade 16S e 23S
conferem resisténcia a espectinomicina e azitromicina, respectivamente; b. As
fluorquinolonas inibem a atividade das topoisomerases que estdo envolvidas na
replicacdo do DNA. A resisténcia as fluoroquinolonas é conferida por mutacdes nos
genes gyrA e parC que codificam a topoisomerase; c. Os B-lactdmicos tém como
alvo a proteina ligadora de penicilina 1 (PBP1) e PBP2, que sdo requeridas para a
sintese do peptidoglicano. Mutagdes em ponA e penA, que codificam PBP1 e PBP2
respectivamente, conferem resisténcia aos pB-lactdmicos; d. Vérias classes de
antimicrobianos atravessam a membrana de N. gonorrhoeae por meio de PorB, a
maior porina de membrana externa. Alteraces em PorB reduzem a permeabilidade,
conferindo resisténcia; e. A bomba de efluxo MtrCDE expulsa vérias classes de
antimicrobianos da célula de N. gonorrhoeae. Mutacfes nos genes da bomba de
efluxo, particularmente no gene promotor de mtrR, que codifica a proteina
repressora MtrR, levam & superexpressdo e consequentemente ao aumento da
atividade do complexo da bomba de efluxo, conferindo resisténcia; f. O plasmideo
que carreia a penicinilase TEM-1 (codificada pelo gene blatgp.;) hidrolisa o anel B-
lactdmico da penicilina, conferindo resisténcia por inativacéo; g. A tetraciclina liga-
se ao ribossomo, e a interagdo entre a proteina de resisténcia TetM e o ribossomo
confere altos niveis de resisténcia a tetraciclina. IM: membrana interna; OM:
membrana externa. Fonte: (WHILEY; GOIRE; et al., 2010).
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A maioria dos determinantes da AMR sdo localizados
cromossomicamente e somente 0Ss genes, blarem (ASHFORD;
GOLASH; HEMMING, 1976; PHILLIPS, 1976) e tetM (MORSE et al.,
1986) que conferem altos niveis de resisténcia a penicilina e tetraciclina,
respectivamente, sdo mediados por plasmideo. Estes determinantes
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podem ser compartilhados entre estirpes gonococicas por transformacao
ou conjugacdo. Para muitos antimicrobianos e determinantes da AMR, a
aquisicdo de um dnico determinante de AMR confere apenas um
aumento da concentragdo inibitdéria minima (MIC) sem importancia
clinica, ou seja, a MIC permanece abaixo do ponto de corte para
determinar a resisténcia. No entanto, é importante notar, que os efeitos
cumulativos de varios determinantes da AMR e suas interacdes podem
acarretar resisténcia de importancia clinica, o que consequentemente,
resultaria em falha terapéutica se o antimicrobiano utilizado fosse
administrado em monoterapia (UNEMO; SHAFER, 2014).

Mecanismos de resisténcia bacteriana, em geral, representam uma
vantagem somente na presenca de antimicrobianos, pois acarretam
diminuicdo do fitness biolégico em relacdo as espécies sensiveis
(NAGAEV et al., 2001; TRZCINSKI et al., 2006; ROZEN et al.,
2007). A diminuicdo do fitness de estirpes resistentes pode, no entanto,
ser restaurada por meio de mutages compensatérias, que ocorrem
frequentemente in vitro e provavelmente, também in vivo. Alguns
determinantes da AMR como, por exemplo, mutagdes em mtrR e gyrA,
podem aumentar o fitness bacteriano de pelo menos algumas cepas de N.
gonorrhoeae (WARNER; SHAFER; JERSE, 2008; KUNZ et al., 2012).
Em N. gonorrhoeae, a maioria dos mecanismos de resisténcia nao
parece diminuir o fitness biol6gico, 0 que resulta na persisténcia de
microrganismos resistentes também na auséncia de uma selecdo
antimicrobiana por intermédio do tratamento da gonorreia (UNEMO;
SHAFER, 2014). Além disso, a pressdo antimicrobiana geral
permanece na comunidade devido ao uso de antimicrobianos para
tratamento de outras doengas infeciosas. Infelizmente, isso mostra que é
extremamente  improvavel a  possibilidade de reintroduzir
antimicrobianos utilizados anteriormente, como penicilina, tetraciclina
ou fluoroquinolonas para o tratamento da gonorreia (UNEMO;
SHAFER, 2011; UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012;
UNEMO; NICHOLAS, 2012; UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

2.8.2.1 Resisténcia as sulfonamidas

As Sulfonamidas tém como funcdo a inibicdo da sintese do acido
folico bacteriano por intermédio da inibicdo da enzima dihidropteroato
sintase bacteriana (DHPS). A resisténcia as sulfonamidas pode ser
mediada pela sintese aumentada do acido p-aminobenzdico, que dilui o
antimicrobiano, ou por alteracdes no gene folP (mutacdes pontuais ou a
presenca de um gene mosaico contendo sequéncias de DNA de
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Neisserias spp. comensais) que codifica a enzima DHPS. AlteracGes em
DHPS resultam em significativa diminuicdo na afinidade de ligacéo e na
atividade bacteriostatica das sulfonamidas (SWEDBERG; FERMER,;
SKOLD, 1993; FERMER et al., 1995; UNEMO; SHAFER, 2014;
UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

2.8.2.2 Resisténcia a penicilina
2.8.2.2.1 Resisténcia plasmidial a penicilina

Os antimicrobianos B-lactdmicos (penicilinas e cefalosporinas)
inibem a formacdo de ligagOes cruzadas de peptidoglicano na parede
celular bacteriana por intermédio da ligagdo do anel B-lactdmico a
enzima transpeptidase (proteina ligadora de penicilina [PBPs]),
resultando em acdo bactericida.

N. gonorrhoeae com altos niveis de resisténcia a penicilina
mediada por plasmideo, tradicionalmente contém plasmideos com o
gene blargw.1 codificando a B-lactamase TEM-1. Esta enzima hidrolisa a
ligacdo amida ciclica de penicilinas susceptiveis a p-lactamases, abrindo
o anel B-lactdmico e tornando a penicilina inativa. Os plasmideos
gonocécicos que produzem TEM-1 foram provavelmente adquiridos por
transferéncia conjugal de Haemophilus parainfluenzae. Apés a primeira
descrigdo de estirpes gonococicas com plasmideos produtores de -
lactamase, em 1976, (ASHFORD; GOLASH; HEMMING, 1976;
PHILLIPS, 1976), essas bactérias e seus plasmideos (entre cepas
gonocdcicas) disseminaram-se rapidamente internacionalmente.

Atualmente, estirpes gonocdcicas possuindo os plasmideos
Asidtico (7.426pb) e africano (5.599pb), assim denominados devido a
suas origens epidemioldgicas, sdo globalmente difundidas (TAPSALL
et al., 2009; COLE et al., 2015). Outros tipos de plasmideos produtores
de pB-lactamase tém sido descritos em gonococos, incluindo o
Toronto/Rio  (5.153pb), Nimes, Nova Zeldndia e Joanesburgo. O
plasmideo Asiatico parece ser o ancestral, a partir do qual, os demais
evoluiram, através de delecdes e/ou insercBes. Esses plasmideos podem
ser caracterizados como delegbes derivadas do plasmideo Asiatico
(Africano, Toronto/Rio e Joanesburgo) ou insercGes derivadas do
plasmideo Asiatico (NovaZelandia) e do Africano (Nimes) (PAGOTTO
et al., 2000; PALMER; LEEMING; TURNER, 2000; MULLER;
FAYEMIWO; LEWIS, 2011). Todos esses plasmideos aparentemente
contém um elemento transponivel, TnA (Tn2), que carreia o gene bla-
blarem-1 (UNEMO; SHAFER, 2014).
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2.8.2.2.2 Resisténcia cromossémica a penicilina

A resisténcia cromossdmica a penicilina é consequéncia de
mutacdes especificas que modificam as proteinas alvo (alvo primario
proteina ligadora de penicilina 2 [PBP2] codificado pelo gene penA e
proteina ligadora de penicilina 1 [PBP1] codificada pelo gene ponA),
aumentam o efluxo e/ou diminuem o influxo da penicilina (UNEMO;
SHAFER, 2014).

Gonococos resistentes a penicilina, tradicionalmente contém
entre cinco e nove mutagdes no gene pena. Em conjunto, essas mutagdes
diminuem as taxas de acilagdo de PBP2 e consequentemente, diminuem
a sensibilidade & penicilina em seis a oito vezes (ROPP et al., 2002;
POWELL et al., 2009). As mutagdes em penA provavelmente foram
adquiridas por gonococos por meio da transformacgdo de sequéncias de
penA de Neisserias spp. comensais que possuem uma PBP2 com uma
taxa reduzida de acilacdo para a penicilina (BRANNIGAN et al., 1990;
BOWLER et al., 1994). A mutacdo PBP2 mais comum em estirpes
gonocacicas resistentes a penicilina tem sido a insercdo de um aspartato
(denominado Asp345a). As demais muta¢Ges encontram-se na regido
carboxil-terminal da PBP2. Embora as mutacGes C-terminal afetem
significativamente as taxas de acilacdo da penicilina, a estrutura
cristalina de PBP2 permanece inalterada (POWELL et al., 2009), o que
corrobora a necessidade da enzima PBP2 mutada manter a atividade
com o seu substrato natural. Na auséncia da estrutura cristalina de PBP2
contendo a inser¢do Asp345a, 0 impacto da mutacdo ndo é totalmente
evidente, mas € mais significativo do que as substituicdes C-terminais.
Durante a Gltima década, muitos genes que contém mosaico penA foram
descritos. Os genes que contém 0 mosaico apresentam entre 60 e 70
alteragbes de aminoacidos comparadas a um gene penA selvagem e
podem resultar na resisténcia as penicilinas e as ECs (OHNISHI et al.,
2011; CAMARA et al., 2012; UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS;
etal., 2012).

Embora alteragdes em PBP2 seja 0 mecanismo primario para
resisténcia cromossémica a penicilina, estirpes exibindo altos niveis de
resisténcia a este farmaco também exibem uma Gnica mutagdo missense
no gene ponA (denominada de alelo ponAl) que codifica PBP1, e tem
aproximadamente 16 vezes menos acilacdo de penicilina do que a PBP2
selvagem (POWELL et al., 2009). A alteragdo Leu421Pro codificada
pelo alelo ponAl reduz até quatro vezes a taxa de acilacdo da penicilina
(ROPP et al., 2002). Curiosamente, em cepas resistentes a penicilina, a
reversdo do alelo ponA mutado para o selvagem diminui de duas a
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quatro vezes a concentracdo inibitéria minima (MIC) da penicilina,
entretanto, a introducdo de ponA em uma cepa com os determinantes de
resisténcia penA, mtrR e penB ndo promovem alteracdo da MIC. Isto
pode indicar epistasia ou a presenca de algum determinante de
resisténcia desconhecido, como o “fator X” (UNEMO; SHAFER, 2014).

Além do mais, os valores da MIC da penicilina podem aumentar
por mutacdes especificas que resultam no aumento do efluxo do
antimicrobianopor meio da super expressao do sistema de bomba de
efluxo MtrCDE (codificado pelo gene mtrR), que exporta a penicilina
para fora da célula ou por mutagdes que resultam na diminuicdo do
influxo de penicilina por meio da diminuicdo da permeabilidade pela
porina PorBlb (codificado pelo gene penB) (OHNISHI et al., 2011;
UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012; UNEMO;
NICHOLAS, 2012).

2.8.2.3 Resisténcia a tetraciclina
2.8.2.3.1Resisténcia plasmidial a tetraciclina

As tetraciclinas tém como mecanismo de agdo a inibicdo da
ligacdo do aminoacil-RNA transportador ao complexo mMRNA
ribossomo, especialmente por meio da interacdo com a subunidade 30S
do ribossomo, impossibilitando a sintese proteica bacteriana e
resultando num efeito bacteriostatico (UNEMO; SHAFER, 2014).

O gene tetM, incialmente descrito no género Streptococcus,
confere altos niveis de resisténcia plasmidial a tetraciclina (MICs>
16ug/mL). A ligacdo do gene tetM ao ribossomo promove a liberacéo da
molécula de tetraciclina, permitindo a sintese proteica. O sucesso da
acdo do tetM se da pela sua semelhanca com o fator de alongamento G
(EF-G), envolvido na sintese de proteinas e pela sua atividade de
GTPase dependente de ribossomo (BURDETT, 1986;1991; CHOPRA,;
ROBERTS, 2001). O gene tetM inicialmente estabeleceu-se nos
gonococos por integracdo ao plasmideo conjugado de 24,5 MDa,
gerando um plasmideo de 25,2 MDa (40,6kb) (KNAPP et al., 1988;
ROBERTS; KNAPP, 1988). Uma vez estabelecido, manteve-se estavel
e transferivel a outros gonococos (por conjugacdo), bem como a
isolados de Neisseria meningitidis (DILLON; PAUZE; YEUNG, 1983;
IKEDA et al., 1986), Haemophilus influenzae e Escherichia coli
(FLETT; HUMPHREYS; SAUNDERS, 1981). O primeiro tipo de gene
tetM foi descrito nos EUA e foi denominado tetM Americano (MORSE
et al., 1986). Sete anos mais tarde, foi descrito o tipo tetM Holandés,
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altamente homologo (GASCOYNE-BINZI; HERITAGE; HAWKEY,
1993); subsequentemente foram identificados derivados destes
plasmideos como o Uruguay (MARQUEZ et al., 2002) e South Africa
(CHALKLEY et al., 1997).

2.8.2.3.2 Resisténcia cromossdmica a tetraciclina

A resisténcia cromossdmica a tetraciclina ocorre devido a
mutacfes que modificam a proteina ribossomal (alvo), numa interagéo
com determinantes de resisténcia que promovem o aumento do efluxo e
diminuem o influxo de tetraciclina (UNEMO; SHAFER, 2014).

Inicialmente esta resisténcia foi chamada de mutacdo tet-2,
adicionalmente as mutacfes mtrR e penB (SPARLING; SARUBBI;
BLACKMAN, 1975). Entretanto, posteriormente descobriu-se que tet-2
¢ uma mutacdo no alelo rpsJ, que codifica uma forma alterada da
proteina ribossomal S10. O alelo mutado de rpsJ, continha um
polimorfismo de um Unico nucleotideo, do inglés single nucleotide
polimorphism (SNP) que substituia a Val57 para uma Met57 em S10
(HU et al., 2005) . Além disso, observou-se que a substituicdo da Leu57
para GIn57 conferia niveis idénticos de resisténcia (UNEMO; SHAFER,
2014). O aminoacido Val57 em S10 esta localizado préximo a regido
aminoacil-RNA transportador que forma o sitio de ligagéo a tetraciclina.
Tem sido sugerido que a substituicdo da Val57 por grandes aminoacidos
ndo carregados altera a estrutura do RNA ribossdmico (rRNA),
reduzindo assim a afinidade de ligagdo do ribossomo a tetraciclina (HU
et al., 2005).

Adicionalmente a estas modificagdes do alvo, assim como na
penicilina, o aumento do efluxo e a diminuicdo do influxo da
tetraciclina, devido aos genes de resisténcia mtrR (FOLSTER et al.,
2009; ZHAO et al., 2009; OHNISHI et al., 2011) e penB (OLESKY;
HOBBS; NICHOLAS, 2002; OLESKY et al., 2006; ZHAO et al.,
2009) respectivamente, resultam no aumento da resisténcia a
tetraciclina.

2.8.2.4 Resisténcia a espectinomicina

A espectinomicina inibe a traducdo de proteinas por ligar-se a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, ou seja, ela interage com o
RNA ribossémico 16S (16S rRNA) e durante o alongamento do
polipeptidio blogueia a translocacdo catalisada pelo EF-G do peptidil-
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tRNA do sitio A para o sitio P (RAMAKRISHNAN; WHITE, 1992;
UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

Altos niveis de resisténcia a espectinomicina (MIC>1024 pg/mL)
inicialmente foram atribuidos a um SNP em C1192U, localizado na
regido de ligacdo da espectinomicina (hélice 34 do 16S rRNA)
(GALIMAND; GERBAUD; COURVALIN, 2000). Recentemente,
também foram confirmadas alteracées especificas (delecdo de Val25® e
K26E*) em rpsE, que codifica a proteina S5 da subunidade 30S do
ribossomo bacteriano, resultando em niveis elevados de resisténcia.
Entretanto, a mutagdo T24P° resulta em baixos niveis de resisténcia a
espectinomicina (MIC 128 pg/mL) (ILINA et al., 2013; UNEMO;
GOLPARIAN; et al., 2013). Outro fator envolvido na ligacdo da
espectinomicina ao ribossomo € a possibilidade de ligacdo da fracdo N
terminal da proteina S5 (forma um loop) a hélice 34 do 16S rRNA
(DAVIES et al., 1998). Alteragdes na proteina ribossomal S5,
provavelmente rompem a sua ligacdo ao 16S rRNA, o que resulta em
resisténcia a espectinimicina (UNEMO; SHAFER, 2014).

2.8.2.5 Resisténcia as quinilonas

As quinolonas tém como mecanismo de acdo a inibicdo da
enzima DNA-girase e topoisomerase IV. Ambas sdo essenciais para o
metabolismo do DNA na célula bacteriana, sdo altamente conservadas e
pertencem as topoisomerases tipo Il. Essas enzimas atuam catalisando a
abertura, dependente de ATP, da dupla fita de DNA seguida do
reagrupamento das cadeias quebradas (UNEMO; SHAFER, 2014;
UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

Bactérias desenvolvem resisténcia as quinolonas por meio de
mutagBes que alteram o reconhecimento das enzimas alvo. A DNA
girase liga-se ao DNA na forma de herotetrdmero composto por duas
subunidades GyrA e duas GyrB. Nos gonococos, muta¢des no alvo
primario das quinolonas, o gene gyrA, estdo associadas a resisténcia.
Essas mutacdes reduzem a afinidade de ligacdo da enzima as
quinolonas, tornando-a resistente ao seu efeito inibitério. A enzima
topoisomerase 1V é composta por um tetramero de duas subunidades
ParC, codificada pelo gene parC, e duas subunidades ParE, codificadas
pelo gene parE (UNEMO; SHAFER, 2014).

*Val: valina.
* K26E: Troca do aminoécido Lisina por um Acido Glutamico no cédon 26.
> T24P: Troca do aminoacido Treonina por uma Prolina no cédon 26.
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MutacBes SNP em gyrA promovem niveis de resisténcia baixos a
intermediarios.  Altos niveis de resisténcia sdo determinados por
diversas mutacdes especificas concomitantes em parC, principalmente
no cédon 88 (S88P%) e 91 (E91K'). Essas mutacdes podem ser
transferidas entre gonococos por transformacdo ou ser facilmente
selecionadas por exposi¢cdo a concentragdes sub-inibitérias de
ciprofloxacino. Entretanto, foi observado em E. coli que a mutagédo
missense no cédon 91 em gyrA (S91F%), localizado dentro da regido
determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR), confere aumento de
100 vezes na resisténcia ao ciprofloxacino enquanto a mutacdo no cédon
95 (D95N?) duplica a resisténcia (BELLAND et al., 1994). Mutacdes
nos genes gyrB e parE ndo parecem ter qualquer impacto significativo
na resisténcia ao ciprofloxacino (TREES et al., 1999; LINDBACK et
al., 2002; ALCALA etal., 2003).

2.8.2.6 Resisténcia aos macrolideos

O efeito bacteriostatico dos macrolideos ocorre pela inibicdo da
sintese proteica por meio da sua ligagdo a molécula 23S do rRNA,
localizado na subunidade 50S do ribossomo. Assim, os macrolideoseles
impedem a translocacdo do peptidil-tRNA e promovem o blogueio do
canal de saida do peptideo na subunidade 50S ribossomal, resultando na
producdo  de  polipeptidios  incompletos  (DOUTHWAITE;
CHAMPNEY, 2001; UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

A resisténcia bacteriana aos macrolideos pode ser resultado da
alteragdo da molécula alvo (ribossomo), seja por meio da modificacdo
associada a rRNA metilase do 23S rRNA ou mutacdes especificas no
23S rRNA e/ou pela super expressao de bomba de efluxo. A resisténcia
mediada pelas rRNA metilases ocorre pela metilagdo de um residuo de
adenosina na posi¢cdo 2058 (numeracdo baseada em E. coli) do rRNA
23S, que esta localizado no dominio V da peptidil transferase,
impedindo a ligagdo do macrolideo ao rRNA 23S. Os genes erm
(erythromycin ribosomal methylase) descritos em gonococos no inicio
da década de 1990, codificam a rRNA melitase e podem ser carreados
por transposons conjugativos (ROBERTS et al., 1999). Na auséncia de

® 588P:Troca do aminoacido Serina por uma Prolina no cédon 88.

" E91K: Troca do aminoacido Acido Glutamico por uma Lisina no cédon 91.

® S91F:Troca do aminoécido Serina por uma Fenilalanina no cédon 91.

° D95N: Troca do aminoacido Acido aspartico por uma Asparagina no cédon 95.
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outros genes de resisténcia, como mtrR ou mef (codifica bombas de
efluxo), os genes erm podem conferir altos niveis de resisténcia a
eritromicina (MICs 4-16 pg/mL) e diminuigdo da sensibilidade ou
baixos niveis de resisténcia a azitromicina (MICs 1-4 pg/mL)
(ROBERTS et al., 1999; COUSIN; WHITTINGTON; ROBERTS,
2003). No entanto, atualmente a frequéncia desses genes em estirpes
resistentes é baixa. (CHISHOLM; DAVE; ISON, 2010; ALLEN et al.,
2011). Mutacdes no alvo 23rRNA Jaodem resultar tanto em resisténcia
de baixo nivel (mutacdo C2611T™) (NG et al., 2002) com em altos
niveis de resisténcia (mutacdo A2059G) (CHISHOLM; DAVE; ISON,
2010; GALARZA et al, 2010; UNEMO; GOLPARIAN;
HELLMARK, 2014) para a eritromicina e azitromicina. Os valores da
MIC para gonococos resistentes aos macrolideos sdo dependes de
quantos, dos quatro alelos mutados do gene rRNA 23S, contém a
mutacdo. Desta forma, a mutacdo A2059G presente em trés ou em todos
os alelos resulta em altos niveis de resisténcia a azitromicina (MIC>256
pg/mL), enquanto estirpes com somente um alelo mutado podem ter
valores de MIC semelhantes as estirpes selvagens (UNEMO;
GOLPARIAN; HELLMARK, 2014).

2.8.2.7 Resisténcia as cefalasporinas

Cefalosporinas, assim como outros antimicrobianos B-lactamicos,
inibem a formacdo de ligacbes cruzadas de peptidoglicano na parede
celular bacteriana por meio da ligacdo a PBP2, resultando em atividade
bactericida. A resisténcia as cefalosporinas ocorre pelo aumento do
efluxo, diminuicdo do influxo dos antimicrobianos e principalmente por
mutacbes em PBP2 (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016).

A resisténcia primaria a ESC, assim como, a cromossdmica para
as penicilinas, é conferida por mutacdes especificas no gene penA que
codifica a proteina PBP2 (ZHAO et al., 2009; TOMBERG et al., 2010;
OHNISHI et al, 2011; CAMARA et al, 2012; UNEMO;
GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012). No entanto, ao contrario do
gene penA-Asp345a encontrado em estirpes resistentes a penicilina, o
gene penA de isolados resistentes as ESC é na maioria das vezes um
gene mosaico que contém de 60-70 alteracGes de aminoacidos, e
curiosamente, esse mosaico penA nao contém a insercdo Asp345a
(LINDBERG et al., 2007; OHNISHI et al., 2011; UNEMO;

1% C211T: Troca do aminoécido Cisteina por uma Treonina no codon 211.
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GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012). Acredita-se que o alelo
mosaico penA, originou-se em infec¢des gonocadcicas faringeas por meio
da transformagcdo do DNA, seguido por recombinagdo com genes
parciais de penA, oriundos de espécies de Neisseria comensais que
comumente habitam a orofaringe (N. perflava, N. sicca, N.
polysaccharea, N. cinera e/ou N. favescens) (AMEYAMA et al., 2002;
ITO et al., 2005; OSAKA et al., 2008; UNEMO; NICHOLAS, 2012).
A presenca do alelo mosaico penA parece aumentar mais os valores da
MIC da cefixima do que ceftriaxona, fato que pode ser explicado pela
relacdo estrutura atividade (cadeia lateral C3 da ceftriaxona é maior do
que a da cefixima) (TAKAHATA et al., 2006; LINDBERG et al., 2007;
OCHIAI et al., 2007; OSAKA et al., 2008; UNEMO; NICHOLAS,
2012).

A presenca de trés mutagfes no alelo mosaico penA, resultante
das alteracBes nos aminoacidos G545S, 1312M e V316T em PBP2, foi
inicialmente sugerida como importante para a diminuicdo da
sensibilidade as ESC, particularmente para cefixima (TAKAHATA et
al.,, 2006; OSAKA et al.,, 2008). Entretanto, essas trés mutacdes
aumentam a resisténcia apenas na presenga concomitante de mutacgdes
adicionais nos alelos do mosaico penA, utilizando-se do mecanismo de
epistasia (TOMBERG et al., 2010; UNEMO; NICHOLAS, 2012). As
mutacgdes adicionais podem atuar como mutagdes “compensatorias” ou
“estabilizadoras™ para restaurar a atividade de transpeptidase, essencial
para a viabilidade bacteriana. As trés mutacdes estdo localizadas
proximo ao sitio ativo dos B- lactamicos em PBP2, e sugere-se que a
mutacdo G545S possa diminuir a taxa de acilagdo da penicilina, e
consequentemente sua acdo bactericida. Além disso, a alteracdo N512Y
no mosaico em PBP2 também parece estar envolvida na diminuicdo da
sensibilidade a ESCs, sem afetar a sensibilidade a penicilina
(TOMBERG et al., 2010).

Algumas alteragBes adicionais em PBP2, como as mutagdes
G542S, P551S e P551L, também tém sido associadas com elevadas
MICs para ceftriaxona (WHILEY; GOIRE; et al., 2010). No entanto,
seus efeitos na MIC da ceftriaxona ainda ndo foram elucidados
(UNEMO; SHAFER, 2014).

N. gonorrhoeae XDR (extensive drug resistance), resistentes as
ESCs tém sido isoladas na Franca (UNEMO; GOLPARIAN;
NICHOLAS; et al., 2012) e Espanha (CAMARA et al., 2012). Ambas
pertencentes a sequéncia multilocus ST1901 e a sequéncia
multiantigénica de N. gonorrhoeae ST1407, presumindo que um clone
resistente a multiplos farmacos incluindo as ECSs, esta circulando em
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diferentes paises (UNEMO; NICHOLAS, 2012). As duas estirpes
também possuem um gene tipo XXXV no alelo mosaico penA
(OHNISHI et al., 2011) com uma alteragcdo A501P e apresentavam altos
niveis de resisténcia a cefixima e ceftriaxona (OHNISHI et al., 2011;
CAMARA et al., 2012). Assim, sugeriu-se que a presenca do novo alelo
mosaico penA resultou em alteragfes estruturais secundarias em PBP2,
inibindo a ligacdo da ceftriaxona e cefixima a PBP2, resultando em
resisténcia as ESC (UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012).

A elevacdo da MIC também pode ser resultado do aumento do
efluxo e diminuic¢do do influxo das ESCs, devido a presencga dos genes
de resisténcia mtrR (OHNISHI et al., 2011; UNEMO; NICHOLAS,
2012) (FOLSTER et al., 2009; ZHAO et al., 2009; OHNECK et al.,
2011) e penB. Curiosamente, tanto mtrR quanto penB tém mais efeitos
sobre a MIC da ceftriaxona do que da cefixima, sugerindo que a
cefixima ndo é um substrato ideal para a bomba de efluxo MtrCDE e
para a porina PorB1b (ZHAO et al., 2009).

As mutacBes ponA (L421P) e pilQ (E666K), determinantes de
resisténcia a penicilina, ndo parecem ter efeito sobre a MIC para ESC
em gonococos atualmente circulantes (ROPP et al., 2002; ZHAO et al.,
2005; ZHAO et al., 2009; UNEMO; NICHOLAS, 2012). A maior
parte das estipes com sensibilidade diminuida ou resistente as ESC
contém o alelo ponAl. No entanto, isto provavelmente reflete apenas
que essas linhagens evoluiram por transferéncia horizontal de alelos do
mosaio penA dentro de estirpes com resisténcia cromossémica pré-
existentes a penicilina e que permanecem altamente prevalentes na
populacdo de N. gonorrhoeae (ZHAO et al.,, 2009; UNEMO;
NICHOLAS, 2012). A mutacdo pilQ2 ou qualquer outra mutacdo que
resulte em perda de fungdo, nunca foi relatada em isolados clinicos,
provavelmente porque interrompe a formacdo do pilus tipo IV e,
consequentemente, o potencial patogénico (HELM; BARNHART;
SEIFERT, 2007; WHILEY; JACOBSSON; et al., 2010; UNEMO;
NICHOLAS, 2012). Assim como na resisténcia a penicilina, o fator X
ndo transformado pode influenciar a MIC das ESCs (ZHAO et al., 2009;
OHNISHI et al., 2011; UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al.,
2012; UNEMO; NICHOLAS, 2012).

2.9 MULTI-ANTIGEN SEQUENCE TYPING (NG-MAST)
O NG-MAST é um método utilizado para a tipificagdo molecular

de isolados de N. gonorrhoeae. E um sistema baseado na amplificacéo e
andlise de sequéncias internas altamente variaveis dos genes porB e
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tbpB, que codificam as duas maiores proteinas externas de membrana do
gonococo. O gene porB codifica uma porina responsavel pela entrada de
varios antibiéticos na célula bacteriana enquanto o tbpB codifica a
subunidade B da proteina de ligagdo a transferrina. Esse método possui
um alto poder discriminatdrio e tem sido utilizado com principal
interesse na caracterizagéo de isolados gonocécicos pela identificagdo de
clusters de microrganismos que compartilham a mesma descendéncia. O
perfil alélico é obtido pelo sequenciamento das regifes internas dos
genes porB e tbpB e posteriormente as sequéncias sdo reduzidas a um
tamanho especifico (490pb para porB e 390pb para tbpB) podendo
entdo ser comparadas a todos os alelos ja descritos (MARTIN et al.,
2004).

3 HIPOTESE DO ESTUDO

A evolucdo da resisténcia de isolados de N. gonorrhoeae
circulantes na Grande Florianépolis a penicilina, tetraciclina,
ciprofloxacino e & azitromicina e o aumento da MIC a cefixima e
ceftriaxona sdo semelhantes ao observado em estudos internacionais.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBEJETIVO GERAL

Caracterizar uma série histérica de N. gonorrhoeae por meio da
determinacgdo da concentragdo inibitéria minima aos antimicrobianos:
penicilina, tetraciclina, ciprofloxacino, cefixima, ceftriaxona e
azitromicina, da deteccdo dos determinantes moleculares da resisténcia
antimicrobiana e da genotipagem por NG-MAST de isolados circulantes
na Grande Florianopolis entre 2008 a 2016.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo inibitdria minima (MICs) para os
antimicrobianos: penicilina, tetraciclina, cefixima, ceftriaxona,
ciprofloxacina e azitromicina pelo método de agar diluicéo;

e Identificar a presenga de B-lactamase nos isolados estudados
pelo método da cefalosporina cromogénica;

e Genotipar isolados de N. gonorrhoeae pelo método de multi-
antigen sequence typing (NG-MAST);

e Caracterizar os determinantes moleculares da resisténcia ao
ciprofloxacino por meio da detec¢do de mutagdes nos genes da
subunidade A da DNA girase (GyrA) e subunidade parC da
enzima topoisomerase 1V;

e Identificar a presenca dos genes blargm.1, blatem-13s € blatem-220
em isolados de N. gonorrhoeae produtores de penicilinase
(PPNG);

e Identificar os tipos de gene tetM em isolados com resisténcia
plasmidial a tetraciclina.

e Correlacionar o sequence typing (ST) obtido pelo NG-MAST
com o perfil de resisténcia dos isolados clinicos de N.
gonorrhoeae.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 DESCRICAO DO ESTUDO

Trata-se de um retrospectivo observacional de isolados clinicos
de N. gonorrhoeae.

5.2 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC) na cidade de
Florianépolis, no Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e
Sorologia (LBMMS) e no Laboratério Médico Santa Luzia, na cidade de
S0 José. O Laboratério Médico Santa Luzia possui 15 unidades de
atendimento distribuidas nas quatro principais cidades da regido da
Grande Florianépolis: Florianopolis (10 unidades), S&o José (trés
unidades), Biguacu (uma unidade) e Palhoca (uma unidade). Juntas
essas cidades representam 97,4% da populacdo metropolitana de
Floriandpolis (BRASIL, 2010).

5.3 AMOSTRAGEM

Foram avaliadas 197 amostras de um banco de culturas de N.
gonorrhoeae isoladas no periodo de 2008 a 2016. Deste total, 153
isolados apresentaram viabilidade para o desenvolvimento do estudo. As
amostras estavam armazenadas em caldo brain heart infusion (BHI) e
sangue de carneiro com 20% de glicerol a temperatura de -20°C. As
amostras foram cedidas pelo Laboratério Médico Santa Luzia, como
isolados clinicos numerados de forma sequencial e desvinculados de
identificacdo com paciente. Os isolados s&o originarios de um banco de
culturas ap6s exames bacteriolégicos cujos resultados ja foram
fornecidos aos pacientes. Entretanto, a MIC, a genotipagem e o estudo
molecular da resisténcia antimicrobiana ndo haviam sido realizados.
Essas técnicas sdo complementares a rotina diagndstica microbioldgica.

5.4 CULTIVO E ISOLAMENTO

O cultivo e reisolamento dos isolados clinicos foram realizados
por meio de semeadura da bactéria em &gar chocolate (Laborclin,
Brasil). Entretanto, foi utilizado o meio Thayer-Martin (Laborclin,
Brasil) modificado quando os isolados apresentavam contaminagao
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abundante, com o objetivo de aumentar as chances de recuperacdo da
bactéria. A incubacdo para ambos meios foi realizada a temperatura de
35 £ 1°C com 5% de CO,. As culturas foram incubadas por até 72
horas. As col6nias caracteristicas de N. gonorrhoeae apresentaram-se
pequenas, brilhantes, viscosas e extremamente aderidas ao meio. Foi
realizado um ciclo de descongelamento para o isolamento e
identificacdo da bactéria, para o0s ensaios de sensibilidade
antimicrobiana e extragdo do DNA a bactéria foi isolada a partir da
raspagem do meio congelado.

5.5 IDENTIFICACAO DE GENERO
5.5.1 Coloracéo de Gram

Foi realizada a técnica de coloracdo de Gram nas de col6nias
caracteristicas de N. gonorrhoeae isoladas em meio Thayer-Martin
(Laborclin, Brasil) modificado ou Agar Chocolate (Laborclin, Brasil).
Foi adicionada a uma lamina de microscopia uma gota de salina estéril e
em seguida com auxilio de uma alga bacteriolégica foi adicionada uma
colonia caracteristica de N. gonorrhoeae. Fixou-se o esfregaco na
lamina com calor brando antes da coloragdo. As laminas foram coradas
pela metodologia de Gram N. gonorrhoeae é uma bactéria gram-
negativa e apresenta-se como diplocococos “riniformes” ou “graos de
café”, caracteristica morfotintorial propria do género Neisseria
(UNEMO M et al., 2013).

5.5.2 Reacdo da Catalase

Apos a visualizacdo de diplococos gram-negativos na coloracdo
de Gram, as col6nias foram submetidas a reacdo da catalase. A uma
coldnia suspeita de N. gonorrhoeae foi adicionada uma gota de peréxido
de hidrogénio 30% (Vetec, Brasil). A reacdo de catalase detecta uma
enzima hemoprotéica que catalisa a quebra do peroxido de hidrogénio
em oxigénio e agua. Na reagdo positiva, ocorre desprendimento
abundante de bolhas e, na reagdo negativa, o liquido permanece
inalterado. N. gonorrhoeae caracteriza-se por apresentar reacdo de
catalase positiva, indicando a producédo dessa enzima (UNEMO M et al.,
2013).
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5.5.3 Reacdo da Oxidase

A reacdo da oxidase é um procedimento qualitativo para
determinar a presenca da enzima citocromo C oxidase em bactérias. Esta
oxidase € dependente da presenca do sistema citocromo C oxidase
intracelular que catalisa a oxidagdo do Citocromo C por meio do
oxigénio molecular, que serve como receptor terminal de elétrons nos
microrganismos. N. gonorrhoeae produz um composto denominado de
indofenol-oxidase na presenga de oxigénio, oxida as aminas aromaticas
que atuam como receptor artificial de elétrons e produzem um composto
colorido (GALARZA; GIANECINI, 2015). A reacdo da oxidase foi
realizada por meio de fitas reativas de oxidase (New-Prov, Brasil) com o
reagente dimetil-p-fenilenodiamina. Sobre a fita foi depositada por meio
de um esfregaco uma coldnia caracteristica de N. gonorrhoeae. O
aparecimento de uma coloracdo purpura entre 10 e 20 segundos
caracteriza uma reagdo de oxidase positiva. Se a reacdo for negativa, a
coloracdo do reagente no papel de filtro permanecerd inalterada. N.
gonorrhoeae caracteriza-se por apresentar reacdo de oxidase positiva
(UNEMO M et al., 2013).

5.6 CONFIRMACAO DA ESPECIE POR MALDI-TOF VITEK MS

Os diplococos gram-negativos com reacdo de oxidase e catalase
positivas, foram repicados em &gar chocolate (Laborclin, Brasil),
cultivados por até 24h em atmosfera de 5% de CO, a 35 + 1°C para
posterior identificacdo da espécie pela metodologia de espectrometria de
massa MALDI-TOF VITEK MS no Laboratério Médico Santa Luzia.

O VITEK MS é um espectrobmetro de massas que tem sua
tecnologia baseada em MALD TOF MS (Matrix-assisted laser
desorption/ionization) ionizacdo/dessorcao a laser assistida por matriz e
TOF (time-of-flight): tempo de voo. Uma colbnia de cada amostra foi
aplicada a um poco de uma ldmina VITEK MS-DS e a esse poco,
aplicou-se uma solucdo matriz. Ap6s a secagem completa a lamina foi
introduzida no equipamento. Os resultados foram apresentados na forma
de picos (espectro), que correspondem a diferentes fragmentos de
proteinas. A andlise foi realizada pelo proprio equipamento, por
comparacao dos padrdes de fragmentos gerados para 0 microrganismo
teste (espectro) com uma base de dados formada por espectros de
milhares de isolados de diferentes espécies de microrganismo.
(BIOMERIEUX, 2012).
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O procedimento foi realizado em l&mina de 48 pocos, sendo
dividido em trés sec¢des (grupo de aquisicdo). Cada seccdo contém um
pogo central, destinado a calibragdo. A calibracdo foi realizada,
adicionando-se uma colénia de cultura de E. coli ATCC 8739, cultivada
por 24h a 35 + 1°C. A cada poco de amostra foi adicionada uma colénia
suspeita de N. gonorrhoeae cultivada em dagar-chocolate (Laborclin,
Brasil) a 35 + 1°C em 5% de CO, juntamente com 1,0 uL de matriz. A
identificacdo de cada grupo de aquisicdo s6 foi realizada quando a
calibracdo foi adequada. O nimero minimo de perfis adquiridos foi 30 e
0 maximo 100. Ap6s a aquisicdo, os dados foram enviados ao banco de
dados Myla para comparacgdo e identificacdo. Foram aceitos resultados
de identificagdo com similaridade igual ou superior a 99%.

5.7 TESTE DA B-LACTAMASE

A pesquisa de B-lactamase foi realizada pelo teste de Nitrocefina,
que consiste em um procedimento qualitativo com uma cefalosporina
cromogénica para detecgdo da produgdo da enzima [B-lactamase por
bactérias (O’Callaghan, 1972). Esta enzima ¢ produzida por varios
isolados de N. gonorrhoeae, sendo um mecanismo de resisténcia as
penicilinas e cefalosporinas. A reacdo é baseada na producdo de um
composto colorido quando o substrato, nitrocefina, é exposto a uma
cultura produtora de [-lactamase. Se a [-lactamase for produzida,
hidrolisara o anel pB-lactdmico da nitrocefina (cor amarelo-claro),
produzindo &cido cefalosporanico (cor de rosa) (Montgomery et al.,
1979). O teste foi realizado com disco comercial (Becton Dickinson,
USA) de acordo com instrucbes do fabricante. Esse método é de féacil
execucdo, apresenta boa sensibilidade e ¢ amplamente utilizado para
deteccdo de P-lactamase em gonococos. Um teste positivo para -
lactamase prediz resisténcia plasmidial as penicilinas (UNEMO M et al.,
2013).

5.8 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Agar diluicdo é o método de referéncia para determinacdo da
sensibilidade antimicrobiana em isolados de N. gonorrhoeae. Este
método mensura a habilidade de crescimento dos isolados em &gar
suplementado com agentes antimicrobianos. Os isolados de N.
gonorrhoeae sdo organismos fastidiosos e sensiveis a componentes
toxicos do agar, por isso o teste de sensibilidade antimicrobiana foi
realizado em meio base GC (Difco, USA) (Difco, USA), suplementado
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com 1% de Vitox (Oxoide, Inglaterra) e inoculado com 10* unidades
formadoras de colonia (UFC). A sensibilidade foi definida pela
concentragdo inibitéria minima (MIC). A MIC é definida como a menor
concentracdo de antimicrobiano (ug/ml) capaz de inibir completamente
0 crescimento bacteriano visivel. Foram determinadas as MICs para os
antimicrobianos:  penicilina, tetraciclina, cefixima, ceftriaxona,
ciprofloxacino e azitromicina.

5.8.1 Solugéo estoque dos antimicrobianos

As solugdes estoques dos antimicrobianos foram preparadas em
concentracdo final de 10.000 pg/mL para penicilina (Sigma-Aldrich,
Israel) e 1.000 pg/mL para tetraciclina (Sigma-Aldrich, China), cefixima
(Sigma-Aldrich,  Israel), ceftriaxona  (Sigma-Aldrich, Israel),
ciprofloxacino (Sigma-Aldrich, USA) e azitromicina (Sigma-Aldrich,
Israel). A agua destilada foi utilizada como solvente para a preparagéo
de penicilina, tetraciclina, ceftriaxona e ciprofloxacino, enquanto que
etanol 100% grau de biologia molecular (Sigma-Aldrich, USA) foi
utilizado para azitromicina e tampéo fosfato pH 7,0 para cefixima. Uma
vez, que nem todos os antimicrobianos sdo 100% puros, a atividade ou
poténcia do antimicrobiano, tal como especificado pelo fabricante, foi
considerada. Para o célculo da concentragdo da solucdo estoque foi
utilizada a seguinte formula:

Poténcia(ng/mlL)
Concentracao (ng/mlL)

Volume (mL) = Peso(mg)X

Foram realizadas aliquotas das solugbes estoques dos
antimicrobianos e conservadas em freezer -80°C por até quatro meses,
exceto para penicilina que a solucdo estoque foi preparada na hora do
uso.

5.8.2 Diluicéo dos antimicrobianos

Foram preparadas diluicdes em série das solucdes estoques de
antimicrobianos a uma concentragdo dez vezes maior que a
concentracdo final mais alta requerida, ou seja, para uma concentragdo
final de 32ug/mL, foi preparada uma solucdo de concentracdo de
320pg/mL. A concentragdo final na placa, foi realizada por diluicdo da
solucéo estoque no proprio agar a 1:10 da concentracdo dez vezes maior
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(320pug/mL) em agar base GC (Difco, USA) (1 parte de antimicrobiano
+ 9 partes de &gar). Os intervalos de concentracdo dos antimicrobianos
utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Intervalo de concentracéo dos antimicrobianos para os testes de
sensibilidade em isolados de N. gonorrhoeae.

Antimicrobiano Intervalo de Concentragéo
Penicilina 0,016-128,0 pg/mL
Tetraciclinas 0,06-32,0 pug/mL
Cefixima 0,0005- 1,0 pg/mL
Ceftriaxona 0,0005- 1,0 pg/mL
Ciprofoxacina 0,001-32,0 pg/mL
Azitromicina 0,03- 4,0 pg/mL

Fonte:(CLSI, 2015).

Para a diluicdo dos antibiéticos tubos estéreis foram identificados
com a concentracdo requerida (10 vezes maior) para cada um dos
antimicrobianos e adicionado &gua destilada estéril segundo descrito no
Apéndice 1. O tubo de diluicdo inicial para cada antimicrobiano bem
como as quantidades indicadas para cada tubo, desde a primeira dilui¢do
até a ltima, estdo descritos no Apéndice 1.

5.8.3 Preparo do meio com antimicrobiano

Para o preparo do meio com antimicrobiano, foram utilizadas as
relacbes de 3,69 de meio base GC (Difco, USA) para cada 100 ml de
dgua destilada. O meio base GC (Difco, USA) foi esterilizado por
autoclave, 15 minutos a 121°C, posteriormente resfriado a 50°C em
banho maria para a adicdo do suplemento Vitox (Oxoide, Inglaterra) a
uma concentracdo final de 1%. Para o preparo de cada um dos meios
com as diluicdes especificas dos antibioticos foi adicionado
assepticamente 2,5ml de cada diluicdo de antimicrobiano do item 5.8.2 a
frascos estéreis. Em seguida, adicionou-se, ao frasco, 22,5 ml de meio
base GC (Difco, USA) suplementado, agitou-se suavemente e verteu-se
o0 contelido para uma placa de Petri com didmetro de 100mm (Apéndice
2). As placas foram conservadas a 4°C por até sete dias. Também foram
preparadas placas controles, que continham 25 ml de meio base GC
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(Difco, USA) (Difco, USA) suplementado com 1% de Vitox (Oxoide,
Inglaterra).

5.8.4 Preparo do in6culo

Foi realizada uma suspenséo bacteriana de cada isolado clinico de
N. gonorrhoeae na escala 0,5 MacFarland em caldo Mueller Hinton
(Difco, USA) a partir de um cultivo de 18 a 24h em agar chocolate. Em
seguida, foram transferidos 500uL do inéculo a um segundo tubo
contendo 4,5 ml de caldo Mueller Hinton (diluicdo 1:10) e adicionou-se
250 ml do indculo diluido a um poc¢o da policubeta do Replicador do
tipo Steers (Apéndice 3).

O tempo entre o preparo da suspencao bacteriana até a completa
inoculacdo nos seis antibidticos foi de até uma hora. Os isolados foram
incubados a uma atmosfera de 5% de CO, em ambiente imido, a uma
temperatura 35 + 1°C por 22-24h. A cada rodada, foram adicionados
controles inicial e final para cada antimicrobiano, bem como dois
controles, um de esterilidade dos pinos (inoculagdo sem suspencédo
bacteriana) e outro controle de crescimento negativo (inoculacdo da
suspenc¢do bacteriana e incubacdo em estufa a 35°C sem atmosfera de
CO,). Desta forma, a cada rodada, foram realizadas catorze placas
controles.

5.8.5 Controle de qualidade da MIC

Para verificar a eficiéncia do teste foram incluidas em cada
determinacdo de MIC trés cepas controles de N. gonorrhoeae
denominadas de “Cepas WHO (World Health Organization)” (WHO F,
G, K, L, M, N, OeP) (UNEMO et al., 2009) e a cepa de referéncia
ATCC 49226 (unica com dados disponiveis pelo CLSI). O intervalo de
concentragdo das cepas WHO e da cepa ATCC 49226 estdo descritos na
(Apéndice 4).

5.8.6 Critérios de interpretacéo dos resultados

A interpretacdo da sensibilidade aos antimicrobianos baseada nos
valores da MIC seguiu os critérios estabelecidos pelo CLSI (Clinical &
Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2018) e EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibilily Testing) (Tabela 2)
(EUCAST, 2018).
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Tabela 2 - Critérios de interpretacdo da MIC aos antimicrobianos em
isolados de N. gonorrhoeae.

Padroes de interpretacdo de MIC (ug/mL)
Antimicrobiano CLSI EUCAST
S | R S | R

Penicilina <0,06 | 0,125-1,0 | 22,0 | <0,06 | 0,125-1,0 >1,0

Tetraciclina <0,25 0,5-1,0 >20 <0,5 1,0 >1,0
Ciprofloxacino | <0,06 | 0,125-0,5 | >1,0 | <0,03 0,06 > 0,06
Ceftriaxona <025 NS? NS?* | <0,125 - > 0,125
Cefixima <0,25 NS? NS? | <0,125 - > 0,125

Azitromicina ND ND ND <0,25 0,5 >1,0

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute; EUCAST: European Committee
on Antimicrobial Susceptibilily Testing; MIC: Concentracdo inibitéria minima, S:
Sensivel, I: Intermediario; R: Resistente; -: valores de MIC ndo definidos para
sensibilidade intermediaria. * Sensibilidade intermediéria e resisténcia a cefixima e
ceftriaxona ndo definidos. Para esses casos, 0 CLSI recomenda classificar o isolado
que possui MIC> 0,25 como “Nao suscetivel” (NS). ND: valores de MIC nao
determinados. Nesse caso, 0 CLSI recomenda o uso do Epidemiological cutoff value
(ECV), ou seja, a MIC classifica as populag¢des microbianas em populacdes com e
sem resisténcia fenotipicamente detectavel (non-wild-type [NWT] ou wild-type
[WT]). O ECV define o valor mais alto da MIC para isolados classificados como
WT. No caso da azitromicina, sdo classificados como WT gonococos com MIC
<1,0pg/mL e NWT gonococos com MIC >20ug/mL. Fonte: (CLSI, 2018;
EUCAST, 2018).

5.8.7 Critérios de interpretacéo dos fendtipos de resisténcia
plasmidial & penicilina e a tetraciclina

Os fendtipos de resisténcia plasmidial a penicilina e a tetraciclina
foram determinados de acordo com Manual for the laboratory
identification and antimicrobial susceptibility testing of bacterial
pathogens of public health importance in the developing world da OMS
(WHO; CDC, 2003).
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Tabela 3 - Fendtipos de resisténcia plasmidial a penicilina e a tetraciclina.

Fenotipo Critérios

PPNG?: N. gonorrhoeae produtora de penicilinase | B-lactamase® (+)

B-lactamase (-)
TET MIC < 2.0 pg/mL
PEN MIC> 2.0 pg/mL

CMPR: N. gonorrhoeae com resisténcia
cromossdmica a penicilina

B-lactamase (-)
MIC tetraciclina >16.0
pg/mL

TRNG® N. gonorrhoeae com resisténcia
plasmidial a tetraciclina

B-lactamase (-)
PEN MIC < 2.0 pg/mL
TET MIC 2.0-8.0 pg/mL

CMTR: N. gonorrhoeae com resisténcia
cromossOmica & tetraciclina

B-lactamase (+)
MIC da tetraciclina >16.0
pg/mL

PPTRNG: N. gonorrhoeae com resisténcia
plasmidial a penicilina e a tetraciclina

B-lactamase (-), ndo-TRNG
PEN MIC > 2.0 pg/mL
TET MIC 2.0-8.0 pg/mL

CMRNG: N. gonorrhoeae com resisténcia
cromossdmica a penicilina e a tetraciclina

®PPNG ¢ definida somente como produtora de B-lactamase independente do valor da
MIC. Alguns isolados PPNG apresentam MICs reduzidos (0.25 pg/mL) para
penicilina e sdo B-lactamase positivos. ® A identificacdo presuntiva do fenétipo é
baseada nos valores da MIC para tetraciclina. A confirmacdo do fendtipo TRNG
deve ser feita por PCR (TetM). Fonte: (WHO; CDC, 2003). "Resultado positivo de
B-lactamase no teste do disco de nitrocefina.

5.9 TIPIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

Todos os 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae foram
submetidos ao método de tipificagdo molecular por NG-MAST.
Sequencias internas dos genes porB e thpB foram amplificadas,
sequenciadas e posteriormente reduzidas a um tamanho especifico
(490pb para porB e 390pb para tbpB). Desta forma, as sequéncias foram
comparadas a todos os alelos de porB e thpB depositados no banco de
dados do NG-MAST (http://www.ng-mast.net/). Um Sequence type (ST)
foi atribuido a cada isolado clinico a partir da combinacéo dos alelos
porB e tbpB obtidos.

5.9.1 Extragdo do DNA


http://www.ng-mast.net/
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Foi realizada uma suspensdo bacteriana de cada isolado clinico de
N. gonorrhoeae na escala 2,0 MacFarland em tampdo fosfato salino
(PBS) - pH 7,3 (Laborclin, Pinhais, Brasil) a partir de um cultivo de 18 &
24h em agar chocolate e incubagdo a temperatura de 35 + 1°C com 5%
de CO,. A suspencdo foi centrifugada a 2000g por 5 min e 0
sobrenadante foi descartado. Em seguida, adicionou-se 1,0 ml de PBS
ao pellet celular e homogeneizou-se em agitador do tipo vortex. A
suspensdo foi incubada a 100°C por 10 min. para promover a lise
celular. O lisado bacteriano foi centrifugado a 10.000 x g por 1 min e
200ul do sobrenadante que continha 0 DNA foram armazenados a -20°C
(MARTIN et al., 2004).

5.9.2 Amplificacdo dos genes porB e thpB

A amplificacdo dos genes porB e tbpB foi realizada de acordo
com o protocolo desenvolvido por Martin et al. (2004). Para a
amplificacdo do gene porB foi utilizado o conjunto de iniciadores POR
Sense (5’- CAA GAA GAC CTC GGC AA - 3’) e anti-sense (5°- CCG
ACA ACC ACT TGG T- 3’) que amplificam um segmento de 737 pb
entre a regido pre-loop 2 e pre-loop 8. Para a reacdo de amplificacdo do
gene tbpB foi utilizado o conjunto de iniciadores tbpB Sense (5°- CAA
GAA GAC CTC GGC AA - 3”) tbpB anti-sense (5’- CCG ACA ACC
ACT TGG T- 3’) que amplificam um segmento de 589 pb.

A reacdo foi realizada em um volume final de 50uL contendo
2,0mM MgCl;, 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
(Invitrogen Life Technologies), 1,0 uM de cada iniciador; tampédo
GoTaq® Hot Start 1X, 2,5U da GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega,
USA) e 100ng do DNA molde. A reacdo foi realizada em termociclador
Applied 5130 sob as seguintes condigdes: 95°C/4min (desnaturacdo
inicial), 95°C/30s (desnaturacdo), 58°C/30s para porB e 69°C/30s para
tbpB (pareamento dos iniciadores), 72°C/1min (extensdo) em 25 ciclos e
um ciclo final de 72°C (extensdo final) por 10min. Os amplicons foram
detectados por eletroforese em gel de agarose 1,09% (200V/10 minutos),
corados pelo brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em
ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O tamanho dos fragmentos foi
estimado por comparacdo ao padrdo de tamanho de DNA (DNA ladder
100pb Ludwig). Em todas das reacdes de PCR foi utilizado como
controle positivo uma das cepas de referéncia da OMS ou a cepa ATCC
49226.
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5.9.2.1 Purificacdo e sequenciamento dos produtos de PCR porB e tbpB

A purificacdo dos produtos de PCR porB e tbpB foi realizada
com o PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen, USA) de acordo
com instruc@es do fabricante. Os produtos de PCR foram submetidos ao
sequenciamento de Sanger no equipamento AB3500 Genetic Analyzer
na empresa ACTGene Ludwig.

5.9.2.2 Determinagcdo e andlise do NG-MAST de N. gonorrhoeae

Phred quality score foi utilizada para a avaliacdo da qualidade do
sequenciamento dos nucleotideos no programa FastQC High
Throughput Sequence Quality Control Report versdo 0.11.5. Foram
aceitas leituras com qualidade igual ou superior ao score 30. Os
produtos de PCR foram reduzidos a 490 pb para porB a partir de uma
regido conservada TTGAA e 390 pb para tbpB a partir de uma regido
conservada CGTCTGAA, podendo ser comparados a todos os alelos
disponiveis na base de dados do NG-MAST (http://www.ng-mast.net).
Um Sequence Type (ST) foi atribuido para cada um dos isolados de N.
gonorrhoeae baseado nas sequéncias dos dois loci.

Em todas as reacdes de sequenciamento e PCR foram utilizadas
uma das cepas de referéncia da WHO (UNEMO et al., 2009) ou a cepa
ATCC 49226 que ja possuem os alelos e ST caracterizados para garantir
a confiabilidade dos resultados.

Os alelos que definiram os STs mais frequentes foram
comparados com todos os alelos da base de dados para determinar se 0s
STs predominantes faziam parte de um grupo intimamente relacionado
(genogrupo). A similaridade dos alelos foi avaliada no programa
BioEdit versdo 7.2 por meio do alinhamento das sequéncias pelo método
ClustalW Multiple alignment com o alelo mais frequente para
determinar o nimero de pb diferentes. Por exemplo, para o ST2992
(porB 1808, tbpB 29), os alelos porB de todos os isolados com alelo
tbpB 29 foram comparados por similaridade ao alelo porB 1808, e todos
os alelos de tbpB de isolados contendo o alelo porB 1808 foram
comparados por similaridade ao alelo tbpB 29. Diferentes STs foram
classificados em um genogrupo, se um alelo idéntico foi compartilhado
e o outro alelo apresentou similaridade >99% (<5 pb de diferenga para
porB e <4 pb para tbpB). Os genogrupos foram nomeados usando a letra
G seguida pelo nimero do ST predominante dentro de cada grupo. Por
exemplo, G2992 é o genogrupo em que ST2992 é o ST predominante.


http://www.ng-mast.net/
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Para a construgdo da filogenia foi criado um arquivo fasta de
porB e thpB concatenado para cada isolado clinico de N. gonorrhoeae.
A partir desse arquivo fasta, foi criado um arquivo multi-fasta com todas
as amostras. Foi realizado um alinhamento no programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 7 (MEGA7) (KUMAR,;
STECHER; TAMURA, 2016) pelo método ClustalW, utilizando os
seguintes parametros-padrdo: alinhamento par a par (do inglés pairwise
alignment) e multiplo alinhamento (do inglés multiple alignment) com
os critérios de penalidade para lacunas (do inglés gap opening penalty):
15 e penalidades para lacunas de comprimento (do inglés gap extension
penalty): 6,66, DNA Weight Matrix (do inglés DNA Weight Matrix):
IUB, Transition weigh matrix**: 0,5 e delay divergente cutoff: 30. Apds
o alinhamento, a filogenia foi realizada pelo método de aproximagao dos
vizinhos (do inglés, Neighbor Joining) e Bootstrap com 1000 replicatas.

A arvore filogenética foi editada no programa Figtree Verison
1.4.3 (RAMBAUT, 2007).

5.10 INVESTIGACAO MOLECULAR DA RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

5.10.1 Caracterizacdo do gene blatgm em isolados PPNG

Isolados PPNG, teste de B-lactamase positivo, foram submetidos
as reacOes de PCR para caracterizacdo do gene blatgm. A reacdo foi
realizada de acordo com o protocolo desenvolvido por Nakayama et al.
(2012) para os alelos blatgwm.135 € blatem-1 € de acordo com Gianecini et
al. (2015) para o alelo blatgm-220.

Foi realizada a Mismatch Amplification Mutation Assay (MAMA)
PCR (detecta somente o blatgwm-135) juntamente com a PCR-TEM que
detecta ambos (blatem-135 € blatem-1) para diferenciacdo entre os alelos
blatem-135 € blatem-1 de isolados PPNG (B-lactamase positiva). O alelo
blargm-135 difere do blatem-1 pela presenca de um SNP na posi¢do 539
(Figura 4). O conjunto de iniciadores MAMA-F (5’-
GCATCTTACGGATGGCATGAC-3) e MAMA-R (5-
TGTTGCCATTGCTGCAGGGG-3’) foi utilizado para a detecgdo do
alelo blargmiss. A PCR-TEM foi realizada com o conjunto de
iniciadores sense TEM-F (5’-GTCGCCCTTATTCCCTTTTTTG-3’) e
anti-sense  TEM-R (5’-TAGTGTATGCGGCGACCGAG- 3’) que

1 Muitas expressées utilizadas em analise de sequéncias ainda ndo tém consenso em
portugués e serdo apresentadas em inglés.
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amplificam um segmento de 247 pb do gene TEM que codifica a enzima
penicilinase (NAKAYAMA et al., 2012).

Figura 4 - MAMA-PCR para deteccéo do alelo blargp. s,
A position 539

[ R-lactamase gene, bla, 861 bp in length I

T

cGectgeageaatggcaaca
(O RN RN R AR

Primer sequence of MAMA-R (135) Jaggacgtcgttaccgttgt
PREREERE RNty

bia

fom?135

bla,, TGcetgeagcaatggcaaca
> TEM-PCR <€ > MAMA-PCR L-'/,——/-/
B blay, 135 Dlaygms
1 2 3 4
e
remrch [ —

(A) O conjunto de iniciadores para PCR TEM (TEM-F e TEM-R), os quais
amplificam um produto de 231pb dos alelos blargy.; € blatgm.1zs, € 0 conjunto de
iniciadores para PCR MAMA (MAMA-F e MAMA-R), que amplificam um produto
de 213 pb especifico para blargw.13s, estdo indicados de forma esquematica com
setas em negrito. A sequéncia do iniciador MAMA-R (sequéncia do meio) e as
regides complementares dos alelos blatgy.; (abaixo) e blatem.13s (acima) também
estdo representadas. O alelo blargy.135 difere por um dnico nucleotideo de blatgy.;
na posicdo 539 (T539C). O iniciador reverso (MAMA-R) foi desenhado para que
seu ultimo nucleotideo da posicdo 3’ fosse complementar e amplificasse somente a
sequéncia de blatgp.13s. (B) Os nimeros 1 e 2 representam isolados PPNG contendo
o alelo blatgn.135, enquanto os nimeros 3 e 4 representam isolados PPNG contendo
o alelo blatgy.1, 0 qual ndo é amplificado na PCR MAMA. Fonte: adaptado de
(NAKAYAMA et al., 2012).

A reacdo de PCR para ambas as MAMA-PCR e TEM-PCR foram
realizadas em um volume final de 20uL contendo 2,0mM MgCl,, 0,2
mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen Life Technologies),
0,25 UM de cada iniciador; tampdo GoTaq® Hot Start 1X, 0,5U da
GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega, USA) e 100ng do DNA
molde. A reacdo foi realizada em termociclador Applied 5130 sob as
seguintes condigBes: 96°C/2min (desnaturacdo inicial), 96°C/10s
(desnaturagdo), 56°C/10s (pareamento dos iniciadores), 72°C/30s
(extensdo) em 25 ciclos e um ciclo final de 72°C (extensdo final) por
2min. Os amplicons foram fracionados por eletroforese em gel de
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agarose 1,0% (200V/10 minutos), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA).
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo ao padréo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Ludwig).

A MAMA-PCR TEM-220 foi realizada para a deteccdo do alelo
blatem-220 que difere do alelo blargm-135 por um dnico SNP na posicdo
547. O conjunto de iniciadores sense  T220-F (5'-
TGACACCACGACGCCTGCTA-3'), que hibridiza ao alelo especifico
blatem.-220 € 0 anti-sense T220-R (5'-ATGATACCGCGAGACCCACG-
3") foram utilizados (Figura 5). A reacdo foi realizada em um volume
final de 25uL contendo 1,0mM MgCl,, 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP,dTTP, (Invitrogen Life Technologies), 0,5 UM de cada iniciador;
tampé&o GoTag® Hot Start 1X, 0,75U da GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega, USA) e 100ng do DNA molde. A reacdo ocorreu no
termociclador Applied 5130 sob as seguintes condi¢des: 96°C/2min
(desnaturagéo inicial), 96°C/10s (desnaturacdo), 62°C/10s (pareamento
dos iniciadores), 72°C/30s (extensdo) em 25 ciclos e um ciclo final de
72°C (extensdo final) por 2min. Os amplicons foram fracionados por
eletroforese em gel de agarose 1,0% (200V/10 minutos), corados pelo
brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant
LAS500 (GE- EUA). O tamanho dos fragmentos foi estimado por
comparacdo ao padrdo de tamanho de DNA (DNA ladder 100pb
Ludwig).

Figura 5 - Sequéncias para identificacéo dos alelos blatgm.1, blarem-13s €
blarem.220, cOM destaque para o iniciador da PCR que detecta o alelo blatgy.
220.

—{ blargy, D
TEM-1 \ 568
TEM-135 5 TGCTG GCACTGTGGTGCTG 568
TEM-220 518-TGCTGCTCGCACTGTGGTGCTGCGGACGTTGTTACCGTTGTTGCARCGCGT-568

5" TGACACCACGACGCCTGCTA 3’

Forward Primer MAMA TEM-220

Alinhamento com a diferenga da sequéncia de DNA entre os alelos blatgp.1, blarewm.
135 € blatgm220. A substituicdo de nucleotideo encontrada nos diferentes alelos esta
destacada em negrito. A letra sublinhada no iniciador MAMA TEM-220 indica a
alteragdo de nucleotideo proximo a extremidade 3’ para aumentar o efeito mismatch.
Fonte: (GIANECINI et al., 2015a).
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Como controles positivos das rea¢es foram utilizados as cepas
WHO M, N ou O para a TEM-PCR, cepa PCNR 4524 para MAMA-
PCR TEM-135 e cepa PCNR 4520 para MAMA PCR TEM-220. Os
DNAs das cepas PCNR foram gentilmente doados pelo Programa
Latino Americano de Control de Calidad em Indentificacion vy
Sensibilidad Antimicrobiana para Neisseria gonorrhoeae.

5.10.2 Pesquisa do tipo de plasmideo carreador do gene blatgy em
isolados PPNG

Foi realizada também por PCR multiplex a pesquisa dos tipos de
plasmideos carreadores do gene blatgy de acordo com o protocolo
descrito por Palmer, Leeming e Turner (2000) em isolados PPNG.

0 conjunto de iniciadores Senso: BL1 (5°-
TACTCAATCGGTAATTGGCT-3 e BL2 (5°-
CACCTATAAATCTCGCAAGC -3°) e anti-senso: BL3 (5'-
CCATAGTGTTGAGTATTGCGAA- 3) e BL4 (5°-
TCATTCGTGCGTTCTAGGA- 3°) foram utilizados na reacdo (Tabela
4). Os fragmentos com 1191 pb correspondem ao plasmideo Africano,
0s com 958 pb correspondem ao plasmideo Asiatico e os fragmentos
com 650 pb ao plasmideo Toronto/Rio (PALMER; LEEMING;
TURNER, 2000).

A reacdo foi realizada em um volume final de 50uL contendo
1,5mM MgCl;, 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) gnvitrogen
Life Technologies), 0,5 UM de cada iniciador; tampdo GoTaq Hot Start
1X, 1,25U da GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega, USA) e 100ng
do DNA molde. A reagdo ocorreu no termociclador Applied 5130 sob as
seguintes condicBes: 94°C/3min (desnaturacdo inicial), 94°C/15s
(desnaturagdo), 64°C/15s (pareamento dos iniciadores), 72°C/1min
(extensdo) em 35 ciclos e um ciclo final de 72°C (extensdo final) por
10min. Os amplicons foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 1,0% (200V/10 minutos), corados pelo brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA).
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagéo ao padrdo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Ludwig). Como controle positivo
das reacdes foram utilizadas as cepas WHO M ou O que possuem 0
plasmideo Africano, cepa WHO N que possui 0 plasmideo Asiatico e
um dos isolados clinicos que possui 0 plasmideo Toronto/Rio,
confirmado por sequenciamento.
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Tabela 4 - Relagéo dos iniciadores utilizados da PCR multiplex e o tipo de
plasmideo gerado.

Tipo de plasmideo | Iniciadores | Tamanho do fragmento (pb)

Africano BL1+ BL3 1191
Toronto/Rio BL2 + BL4 650
Asiéatico BL2 + BL3 958

Fonte: (PALMER; LEEMING; TURNER, 2000).

5.10.3 Investigacdo molecular do gene tetM em isolados TRNG

Isolados clinicos de N. gonorrhoeae com o fenétipo de resisténcia
TRNG (B-lactamase (-), MIC tetraciclina >16.0 upg/mL) foram
submetidos a investigacdo molecular das variantes do gene tetM.

0 conjunto de iniciadores sense: UF (5°-
CTCGAACAAGAGGAAAGC-3) os  anti-sense: AR  (5-
GCATTCCACTTCCCAAC- 3’) e DR (5"- TGCAGCAGAGGGAGG -
3") foram utilizados na reacdo (Tabela 5). Os fragmentos com 778pb
pares de base corresponderam a variante Americana, os com 443pb
corresponderam a variante Holandesa Holandés. A PCR foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Turner, Gough, Leeming (1999).

Tabela 5 - Relagéo dos iniciadores utilizados na PCR para detec¢do dos
tipos de gene tetM.

Tipo de gene tetM Iniciadores | Tamanho do fragmento (pb)
Americano UF + AR 778
Holandés UF + DR 443

Fonte: (TURNER; GOUGH; LEEMING, 1999).

A reacdo foi realizada em um volume final de 50uL contendo
1,5mM MgCl;, 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) gnvitrogen
Life Technologies), 0,1 UM de cada iniciador; tampdo GoTaq Hot Start
1X, 0,5U da GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega, USA) e 100ng do
DNA molde. A reacdo ocorreu no termociclador Applied 5130 sob as
seguintes condigBes: 94°C/3min (desnaturacdo inicial), 94°C/20s
(desnaturagdo), 55°C/1min (pareamento dos iniciadores), 72°C/30s
(extensdo) em 30 ciclos e um ciclo final de 72°C (extensdo final) por
10min. Os amplicons foram detectados por eletroforese em gel de
agarose 1,0% (200V/10 minutos), corados pelo brometo de etidio e
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visualizados sob luz ultravioleta em ImagenQuant LAS500 (GE- EUA).
O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo ao padrdo de
tamanho de DNA (DNA ladder 100pb Ludwig). Como controle
positivo das reacfes foram utilizadas as cepas WHO G ou N que
possuem o tipo Holandés do gene tetM e um isolado clinico que possui
tipo Americano do gene tetM, confirmado por sequenciamento.

5.10.4 Investigag¢do molecular da resisténcia ao ciprofloxacino

Isolados clinicos de N. gonorrhoeae que apresentaram resisténcia
ao ciprofloxacino (MIC> 1,0 pg/mL) foram submetidos a investigagdo
de mutacOes nos genes gyrA e parC segundo o protocolo descrito por
Tanaka et al. (2000).

Para investigacdo do gene gyrA foi realizada reacdo de PCR com
0S iniciadores Senso gyrA F (5-
CGGCGCGTACTGTACGCGATGCA-3") e anti-senso gyrA R (5°-
AATGTCTGCCAGCATTTCATGTGAGA - 3°) que amplificam um
segmento de 279 pb da subunidade A da DNA girase. A sequéncia foi
amplificada entre os nucleotideos 160 e 438 do gene, correspondente a
sequéncia de aminoacidos entre 54 e 146 da proteina GyrA. Esse
segmento contém a regido (QRDR) que determina resisténcia as
quinolonas (aminoacido 55 ao 110 da proteina gonocdcica) (TANAKA
et al., 2000).

Para investigacdo no gene parC foi realizada reacdo de PCR com
os iniciadores senso parC_F e ani-senso parC_R que amplificam um
segmento de 255pb da subunidade parC da DNA girase. A sequéncia foi
amplificada entre os nucleotideos 166 e 420 do gene, correspondente a
sequéncia de aminoacidos entre 56 e 140 da proteina gonocdcica ParC.
Esse segmento contém a regido (QRDR) que determina resisténcia as
quinolonas na proteina parC (aminoacido 66 ao 119 da proteina
gonococica) (TANAKA et al., 2000).

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume final de
50uL contendo 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen
Life Technologies), 0,25 uM de cada iniciador; tampdo Pfu DNA
Polymerase com MgSO4 1X, 1,5U da Pfu DNA Polymerase (Promega,
USA,) e 100ng do DNA molde. A reacéo foi realizada em termociclador
Applied 5130 sob as seguintes condicdes: 94°C/3min (desnaturacéo
inicial), 94°C/30s (desnaturacdo), 52°C/30s (pareamento dos
iniciadores) para gyrA e parC, 72°C/1min (extensdo) em 35 ciclos e um
ciclo final de 72°C (extensdo final) por 10min. Os amplicons foram
detectados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (200V/10 minutos),
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corados pelo brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em
ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O tamanho dos fragmentos foi
estimado por comparagdo ao padrdo de tamanho de DNA (DNA ladder
100pb Ludwig).

5.10.4.1 Purificacéo e sequenciamento dos produtos de PCR gyrA e
parC

A purifica(géo dos produtos de PCR gyrA e parC foi realizada
com o PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen, USA) de acordo
com instrucdes do fabricante. Os produtos de PCR foram submetidos ao
sequenciamento de Sanger no equipamento AB3500 Genetic Analyzer
na empresa ACTGene Ludwig.

5.10.4.2 Analise do sequenciamento

Phred quality score foi utilizada para a avaliacdo da qualidade do
sequenciamento dos nucleotideos no programa FastQC High
Throughput Sequence Quality Control Report versdo 0.11.5. Foram
aceitas leituras com qualidade igual ou superior ao score 30. Um score
de qualidade de Pherd é uma medida da qualidade de identificacdo das
bases geradas por sequenciamento. Um score de Phred de 30 para uma
base significa que as chances dessa base ser incorreta € uma em 1000
(EWING; GREEN, 1998).

A andlise e identificacdo das muta¢des nucleotidicas nos produtos
de PCR dos genes gyrA e parC foi realizada no programa BioEdit
versdo 7.1.3.0 por meio do alinhamento das sequéncias dos isolados de
N. gonorrhoeae resistentes ao ciprofloxacino com as sequéncias
selvagens dos genes gyrA e parC obtidas no banco de dados do
Genbank sob n° U08817 para gyrA e U08907 para parC.

Em todas as reacdes de sequenciamento e PCR foram utilizadas
uma das cepas de referéncia, WHO K ou WHO L, que possuem
resisténcia ao ciprofloxacino e apresentam mutacfes nos genes gyrA e
parC.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A associacao entre as variaveis nominais e os dados de resisténcia
antimicrobiana foi realizada pelo teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher.
Foi utilizada a analise de Regressdo Logistica Binaria para verificar a
correlacdo entre as varaveis nominais e os dados de resisténcia
antimicrobiana.  Para avaliar possiveis alteracbes na sensibilidade
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antimicrobiana nos isolados clinicos de N. gonorrhoeae ao longo do
tempo, os dados foram agrupados e analisados em dois periodos
diferentes: 2008-2012 versus 2013-2016, assim como ano a ano.
Utilizou-se o programa SPSS Statistical Package for Social Sciences
(SPSS software, versdao 17.0, EUA) para a realizagdo dos testes Qui-
quadrado, Exato de Fisher e Regressdo Logistica Binaria. O programa
GraphPad Prism, versdo 6.01, EUA, foi utilizado para realizagdo do
teste Qui-quadrado tendéncia, realizado para determinar as tendéncias
da resisténcia antimicrobiana no periodo estudado. Foram consideradas
diferencas estatisticamente significativas quando valor de p< 0,05.

6 RESULTADOS

Um total de 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae foram
identificados em espécie seguida da determinacdo da MIC. Dentre eles,
um (0,7%) foi coletado em 2008, dois (1,3%) em 2009, nove (5,9%) em
2010, 16 (10,4%) em 2011, 12 (7,8%) em 2012, 39 (25,5%) em 2013,
18 (11,8%) em 2014, 36 (23,5%) em 2015 e 20 (13,1%) em 2016.

Em relagcdo ao tipo de amostra, 37,9% (58/153) foi urina de
primeiro jato, 40,5% (62/153) secre¢do uretral, 20,2% (31/153)
conteldo vaginal, 0,7% (1/153) secrecdo da conjuntiva de recém-
nascido e 0,7% (1/153) secrecdo anorretal. Quando estratificado por
género, 79,0% (121/153) foram homens e 29,0% (32/153) mulheres.

A sensibilidade antimicrobiana de todos os isolados (n=153) esta
resumida na Tabela 6. Utilizando os pontos de corte do CLSI, foi
observada alta porcentagem de isolados resistentes e com sensibilidade
intermediaria a penicilina (94,1%), a tetraciclina (89,5%) e ao
ciprofloxacino (53,0%). Utilizando o ponto de corte do EUCAST, a
porcentagem de isolados resistentes e com sensibilidade intermediaria a
azitromicina foi de 14,4%. Contudo, quando aplicado o ponto de corte
epidemiolégico (ECV, do inglés, Epidemiological cutoff value (ECV)
recomendado pelo CLSI) a porcentagem de isolados classificados como
non-wild-type (MIC> 2,0 ug/mL) foi bem menor (2,0%), e 98,0% foram
classificados como wild-type (MIC< 1,0 pg/mL). Todos os isolados
foram sensiveis a ceftriaxona e a cefixima utilizando os pontos de corte
do CLSI e do EUCAST. No entanto, 8,5% (n=13) apresentaram
MIC=0,125pug/mL para cefixima, um log abaixo do ponto de corte de
resisténcia (MIC= 0,25 pg/mL) estabelecido pelo EUCAST. Os cinco
primeiros isolados com reducdo da sensibilidade a cefixima foram
observados em 2013. Além disso, 53,8% (n=7) desses 13 isolados
apresentaram resisténcia concomitante a penicilina, & tetraciclina e ao
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ciprofloxacino. Entre todos os isolados, 15% (23/153) foram resistentes
concomitantemente a penicilina, a tetraciclina e ao ciprofloxacino e 2%
(3/153) foram resistentes ao ciprofloxacino e a azitromicina. Somente
cinco isolados (3,3%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos.

Utilizando os critérios estabelecidos pelo CLSI, ndo foram
observadas diferencgas na sensibilidade antimicrobiana entre isolados de
N. gonorrhoeae de homens e mulheres (Tabelas 7 e 8). Altos niveis de
resisténcia ao ciprofloxacino (MIC> 16,0 ug/mL) foram observados em
46,4% (71/153) dos isolados enquanto 6,5% (10/153) expressaram altos
niveis de resisténcia a tetraciclina (MIC= 32,0 ug/mL). Produgdo da
enzima [B-lactamase (PPNG) foi detectada em 12,4% (19/153) e a maior
parte deles (17/19) apresentou altos niveis de resisténcia a penicilina
(MIC= 8,0 ng/mL). Resisténcia cromossdmica a penicilina (CMPR) foi
detectada em 2,0% (3/153) dos isolados (um em 2011 e outro em 2013);
resisténcia plasmidial a tetraciclina (TRNG) em 3,9% (6/153) (um em
2013, trés em 2015 e dois 2016); resisténcia cromossdmica a tetraciclina
(CMTR) em 22,2% (34/153) e resisténcia cromossdmica a penicilina e a
tetraciclina em 10,5% (16/153) (MIC para penicilina > 2.0 pg/mL, MIC
para tetraciclina 2.0-8.0 pg/mL). Nao foram encontrados isolados PP-
TRNG.

Tabela 6 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana dos 153 isolados clinicos
de N. gonorrhoeae, no periodo de 2008-2016 (n=153).

MIC (ug/mL) % de isolados (CLSI) % de isolados (EUCAST)

AM MICs MICqyy Intervalo S | R S | R

PEN 0,5 8 0,016-32,0 59 68,0 26,1 59 68,0 26,1
TET 1,0 4 0,125-32,0 10,5 48,3 41,2 26,1 32,7 41,2
CIP 0,008 16 0,002-32,0 47,0 0,7 52,3 47,0 0,6 52,3
CRO 0,008 0,03 0,001-0,06 100,0 0,02 0,02 100,0 0,0 0,0
CFX 0,008 0,06 0,0005-0,125 | 100,0 0,0 0,02 100,0 0,0 0,0
AZT 0,125 0,5 0,03-4,0 ND ND ND 85,6 9,2 52

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute; EUCAST: European Committee on
Antimicrobial Susceptibilily Testing; AM: antimicrobiano; PEN: penicilina; TET: tetraciclina;
CIP: ciprofloxacino; CRO: ceftriaxona; CFX: cefixima; AZT: azitromicina; MIC:
Concentracéo inibitéria minima; MICs,: Concentragéo inibitdria minima de um antibiético
capaz de inibir 50% dos isolados; MICq: Concentragdo inibitéria minima de um antibiético
capaz de inibir 90% dos isolados; S: Sensivel, I: Intermediario; R: Resistente.* Sensibilidade
intermedidria e resisténcia a cefixima e ceftriaxona ndo definidos. ND: valores de MIC néo
determinados. Nesse caso, foi utilizado Epidemiological cutoff value (ECV) para classificacdo
dos isolados: 98,0% foram wild-type (WT) e 2,0% no-wild-type (NWT). Fonte: (CLSI, 2018;
EUCAST, 2018).
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6.1 Comparacdo do perfil de sensibilidade antimicrobiana entre os
periodos de 2008-2012 versus 2013-2016

Dados da MIC e perfil de sensibilidade das duas subpopula¢tes
de isolados foram analisados anualmente e divididos em dois periodos
diferentes: 2008-2012 (40 isolados) 2013-2016 (113 isolados).
Aplicando os critérios de sensibilidade estabelecidos pelo CLSI e
EUCAST, foi observada diferenga significativa entre o perfil de
sensibilidade a penicilina nos dois periodos (p=0,016). No periodo que
compreendeu 2013-2016 a porcentagem de isolados resistentes foi quase
2,5 vezes maior que no periodo de 2008-2012 (Tabela 7). Ndo foram
observadas mudancas significativas no perfil de sensibilidade para os
demais antimicrobianos avaliados (tetraciclina, ciprofloxacino e
azitromicina) entre os dois periodos analisados (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 - Associagéo das variaveis estudadas com perfil de sensibilidade
antimicrobiana & penicilina e & tetraciclina.

Variaveis PEN (S/1) PEN (R) p* TET (S/) TET (R) p*
Periodo (153) 113 40 90 63
2008-2012 (n=40) 87,5% (35) 12,5% (5) | 0,016 | 60,0% (24) | 40,0% (16) | 0,507
2013-2016 (n=113) 69,0% (78) 31,0% (35) 58,4% (66) | 41,6% (47)

PEN: penicilina; TET: tetraciclina; S: sensivel; I/R: intermediario ou resistente.
*Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.

Tabela 8 - Associacéo das variaveis estudadas com perfil de sensibilidade
antimicrobiana ao ciprofloxacino e & azitromicina.

Variéveis CIP (S/1) CIP (R) p* AZT (S/1) AZT (R) p*
Periodo (153) 73 80 145 8
2008-2012 (n=40) 57,5% (23) 42,5% (17) 0,104 92,5% (37) 7,5% (3) 0,431
2013-2016 (n=113) 44,2% (50) 55,8% (63) 95,6% (108) 4,4% (5)

CIP: ciprofloxacino; AZT: azitromicina; S: sensivel; I/R: intermediario ou
resistente. *Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.

Uma andlise mais detalhada do perfil de sensibilidade
antimicrobiana no decorrer dos nove anos revelou mudangas no perfil
AMR dos gonococos (Figura 6). A sensibilidade a penicilina diminuiu ao
longo dos anos (22,2% em 2010 para 5,0% em 2016), enquanto a
resisténcia  inicialmente  detectada em 2011 aumentou de
aproximadamente 18,0% em 2011-2012 para 75,0% em 2016,
demonstrando um aumento significativo na resisténcia ao longo dos anos
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(p <0,001). J& o perfil intermediario manteve-se acima dos 59,0% em
todos os anos, exceto para 2016 que foi nulo, sinalizando um aumento
gradativo nas MICs no decorrer dos anos. lIsolados PPNG foram
observados pela primeira vez em 2011 6,25% (1/16) e aumentaram
gradativamente ao longo dos anos, 20,0% (4/20) em 2016 (Figura 7). Para
a tetraciclina, a sensibilidade variou de 11,1% em 2010 a 0% em 2016,
sendo que nos anos de 2008/09 e 2012 ela foi inexistente. A resisténcia a
tetraciclina foi alta em todo o periodo estudado (minimo 27,8% nos anos
de 2014 e 2015 e maximo 65% em 2016) observando-se uma oscilagao
entre a porcentagem de isolados resistentes e intermediérios ao longo dos
anos (p=0,07). Isolados TRNG foram observados pela primeira vez em
2013 5,2% (2/39) e seguindo o mesmo perfil dos PPNG, aumentaram ao
longo dos anos, 20,0% (4/20) em 2016. Ao contrério, isolados CMTR
foram encontrados pela primeira vez em 2008 (1/1) e posteriormente em
2010 44,4% (4/9) e diminuiram até 2014 5,5% (1/18) e aumentaram
gradativamente até 2016 40,0% (8/20) (Figura 8). A resisténcia ao
ciprofloxacino foi elevada desde o primeiro ano do estudo (33,3%), e
aumentou significativamente ao longo do periodo estudado (p < 0,001),
sendo que sua maior prevaléncia foi no ano de 2014 (66,7%). Importante
ressaltar que apenas um isolado com sensibilidade intermediaria ao
ciprofloxacino foi detectado durante o estudo, no ano de 2014 (Figura 9).
A sensibilidade a azitromicina foi predominantemente alta ao longo do
periodo estudado (> 85%), as menores taxas foram observadas em 2010 e
2012 (66,7%). Os primeiros isolados resistentes foram detectados em
2010 (11,1%), sendo a maior prevaléncia em 2012 (16,7%).
Curiosamente, néo foi encontrada resisténcia nos anos de 2011/14 e 2016
(p=0,372). A sensibilidade intermediaria variou entre 0s anos, mas sem
nenhuma tendéncia aparente (Figura 10).
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Figura 6 - Evolucdo da resisténcia antimicrobiana dos 153 isolados clinicos
de N. gonorrhoeae entre 2008-2016.
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Figura 7 - Perfil de sensibilidade & penicilina dos 153 isolados clinicos de N.
gonorrhoeae no periodo de 2008 a 2016.
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Figura 8 - Perfil de sensibilidade a tetraciclina dos 153 isolados clinicos de
N. gonorrhoeae no periodo de 2008 a 2016.
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TRNG- N. gonorrhoeae com resisténcia plasmidial a tetraciclina.
CMTR: N. gonorrhoeae com resisténcia cromossdmica a tetraciclina.
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Figura 9 - Perfil de sensibilidade ao ciprofloxacino dos 153 isolados clinicos
de N. gonorrhoeae no periodo de 2008 a 2016.
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Figura 10 - Perfil de sensibilidade a azitromicina dos 153 isolados clinicos
de N. gonorrhoeae no periodo de 2008 a 2016.
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Ao avaliar a distribuicdo das MICs, separando os isolados em
dois periodos (2008-2012 versus 2013-2016), observou-se uma maior
porcentagem de isolados apresentando MIC mais elevadas para
penicilina, tetraciclina, ciprofloxacino e cefixima no segundo periodo.
Em relacdo a penicilina, no segundo periodo pode ser observado
aumento na porcentagem de isolados apresentando MIC superiores a 1,0
pg/mL (resistentes). Percebe-se um deslocamento da curva de Gaus para
a direita, demonstrando um aumento nas MIC no segundo periodo
(Figura 11). A tetraciclina apresentou uma oscilagdo na frequéncia de
isolados resistentes ao longo dos anos, conforme visualizado na figura
12, no entanto, isolados com MICs > 4,0 pg/mL foram observados
somente no segundo periodo. Um padréo singular foi observado para a
distribuicdo das MICs do ciprofloxacino, revelando dois grupos
distintos, um grupo de isolados sensiveis expressando MICs < 0,016
pg/mL e outro grupo formado por isolados resistentes apresentando
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MICs > 1,0 pg/mL. Sensibilidade intermediaria (MIC= 0,125 pg/mL)
foi observada em um Unico isolado (Figura 13). Para a azitromicina, a
porcentagem de isolados resistentes foi baixa nos dois periodos,
destacando-se o surgimento de isolados resistentes apresentando MIC=
4,0 pg/mL no segundo periodo. Nao foi observada diferenca entre os
dois periodos no nimero de isolados com sensibilidade intermediaria
(0,25-0,5 pg/mL) a esse antimicrobiano (Figura 14). Em relacdo as
ESCs, uma maior porcentagem de isolados apresentando MICs entre
0,06 e 0,125 pg/mL foi observado para cefixima no segundo periodo
(Figura 15), enquanto as MICs para ceftriaxona permaneceram baixas (<
0,06 pg/mL) durante os dois periodos (Figura 16).

Figura 11 - Distribui¢do dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para a penicilina no periodo no periodo de 2008-2012
(n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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Figura 12 - Distribuic¢do dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para a tetraciclina no periodo no periodo de 2008-2012
(n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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Figura 13 - Distribui¢do dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para o ciprofloxacino no periodo no periodo de 2008-
2012 (n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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Figura 14 - Distribuicdo dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para a azitromicina no periodo no periodo de 2008-2012
(n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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Figura 15 - Distribui¢do dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para a cefixima no periodo no periodo de 2008-2012
(n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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Figura 16 - Distribui¢do dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae de
acordo com a MIC para a ceftriaxona no periodo no periodo de 2008-2012
(n=40) versus 2013-2016 (n=113).
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6.2 Determinantes genéticos da resisténcia antimicrobiana em N.
gonorrhoeae

Isolados PPNG foram submetidos a pesquisa da variante do gene
blarem € do tipo de plasmideo que o abrigava. Dentre os 19 isolados
PPNG, 18 tinham o blatgwm.1 € um tinha o blargm.13s, Em relagéo ao tipo
de plasmideo, 73,7% (n=15) abrigavam o tipo Africano, 15,8% (n=3) o
Asidtico, e 5,25% (n=1). A N. gonorrhoeae que apresentou a maior MIC
para penicilina (MIC= 32ug/mL) carreava o gene bla-tgm.135 no
plasmideo Toronto/Rio. O gene blargw.; foi carreado pelos plasmideos
Africano e Asiatico, com MICs variando de 2-16 ug/mL. Resultado
semelhante foi observado para isolados TRNG, que apresentaram a
maior MIC para tetraciclina (MIC= 32 ug/mL), seis deles abrigavam o
gene tetM Americano e quatro o Holandés.
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Mutacdes na regido QRDR de gyrA e parC foram investigadas
em todos os isolados de N. gonorrhoeae resistentes ao ciprofloxacino.
Foram detectadas as mutacdes S91F*?, D95G™ e D9SN em gyrA e
S87N™, S87R™, D86N' e E91Q™ em parC. Oitenta isolados foram
resistentes ao ciprofloxacino, destes 53,75% (43/80) apresentaram as
mutagdes S91F e D95G em gyrA e 35,0% (28/80) as mutacGes S91F e
D95N em gyrA. Nove amostras ndo apresentaram mutacdo em gyrA.
Em relacdo as mutacGes encontradas no gene parC, 57,5% (46/80)
tiveram a mutagdo S78R, 23,75% (19/80) a mutacdo S78N, 2,5% (2/80)
as mutacdes S78N e E91Q. As mutacdes D86N, E91G™ e E91Q foram
encontradas somente em um isolado. Dez isolados ndo possuiam
mutagéo em parC.

6.3 NG-MAST e sua relagdo com a resisténcia antimicrobiana em
isolados de N. gonorrhoeae

Entre os 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae foi possivel
identificar 64 STs, representados por 62 alelos de porB e 29 alelos de
tbpB. Foram observados cinco clusters (> 7 isolados) e 19 novos STs
foram definidos. Os tipos mais prevalentes foram: ST225 (n=11),
ST2992 (n=11) ST1582 (n=10), ST338 (n=7), ST1407 (n=4), ST2202
(n=4) e ST6827 (n=4). Dentre eles, 0 ST1407 e ST6827 compartilham o
alelo thpB 110 e 0 ST229 e ST2202 compartilham o alelo tbpB 4. Trinta
e trés isolados tiveram STs desconhecidos. De todos os 62 alelos de
porB, 0 4 (n=11) e 1808 (n=11) foram os mais prevalentes, seguidos
pelos 90 (n=8) e 9008 (n=5, enquanto que o alelo 29 (n=30) foi 0 mais
prevalente dentre os 29 alelos de tbpB, seguindo pelos 4 (n=22), 110
(n=18) e 137 (n=17).

Dentre os STs mais prevalentes, o0 ST225 circulou entre 2010
(n=1) e 2013 (n=4) e 0 ST2992 entre 2010 (n=1) e 2015 (n=3). O ST
1582 foi observado pela primeira vez em 2011 (n=1) e continuou sendo
detectado em 2016, apresentando o maior nimero de isolados em 2013
(n=5). Por outro lado, 0 ST338 e 0 ST1407, identificados pela primeira

12.591F:Troca do aminoacido Serina por uma Fenilalanina no cédon 91.

¥ D95G: Troca do aminoacido Acido aspartico por uma Glicina no cédon 95.

1 D95N: Troca do aminoécido Acido aspértico por uma Asparagina no cédon 95.
15 587N:Troca do aminoacido Serina por uma Asparagina no cédon 87.

16 587R: Troca do aminoacido Serina por uma Arginina no cédon 87.

17 D86N: Troca do aminoécido Acido aspértico por uma Asparagina no cédon 86.
'8 E91Q:Troca do aminoécido Acido Glutdmico por uma Glutamina no cédon 91.
¥ E91G:Troca do aminoécido Acido Glutamico por uma Glicina no cédon 91.
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vez em 2013 (h=1 para ambos), continuaram sendo detectados em 2016
(n=2 e n=1 respectivamente), enquanto ST 6827 foi observado somente
nos dois Ultimos anos (2015-2016) (Figura 17).

Figura 17 - Distribuicao dos Sequence type (ST) por ano no periodo de
2008-2016.
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A anélise adicional dos alelos porB e thpB dos principais STs
mostrou outros STs altamente relacionados dentro de um mesmo grupo,
compartilhando um alelo tbpB idéntico e diferindo <1% no alelo porB.
Dois genogrupos, G1407 e G225, foram formados. O genogrupo G1407
(n=16), tbpB 110, incluiu oito diferentes STs: ST1407 (n=4), ST6827
(n=4), ST3149 (n=2), ST desconhecido (n=2), ST16510 (n=1), ST1513
(n=1), ST83504 (n=1) e ST8695 (n=1) e o genogrupo G225 (n=15),
tbpB 4, compreendeu dois diferentes STs: ST225 (n=11) e o ST2202
(n=4).

Uma érvore filogenética foi construida com as sequéncias dos
alelos porB e thpB concatenados (Figura 18). Linhas azuis representam
um cluster de isolados (n=16) pertencentes ao genogrupo G1407 (2013-
2016). Todos os isolados pertencentes a esse genogrupo foram
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resistentes ao ciprofloxacino (MIC = 4,0- 16,0 pg/mL) apresentando as
mutacdes S91F, D95G e DI95N em gyrA e as mutacdes S78R e S78N
em parC; 87,5% (n=14) foram resistentes a tetraciclina (MIC = 2,0 -4,0
pg/mL) e 37,5% (n=6) resistentes a penicilina (MIC = 2,0 pg/mL).
Além disso, 53,8% (n=7) dos isolados que tinham MIC= 0,125 pg/mL
para a cefixima, um log abaixo do ponto de corte de resisténcia a esse
antimicrobiano determinado pelo EUCAST, pertenciam ao genogrupo
G1407. Linhas roxas mostram um cluster de isolados compartilhando o
mesmo ST338 (n=7), todos resistentes ao ciprofloxacino (MIC = 4,0
pg/mL), apresentado as mutagGes S91F e D95N em gyrA e as mutagdes
S78R, S78N e E91Q em parC; além de resisténcia plasmidial a
penicilina (blatem.1, plasmideo Africano e Asiatico) e a tetraciclina
(tetM tipo Americano) (2013-2016). Isolados pertencentes ao genogrupo
G225 estdo indicados em linhas vermelhas (2008-2013), 93,3% (n= 14)
deles foram resistentes ao ciprofloxacino (MIC = 4,0-16,0 pg/mL),
apresentando as mutages S91F, D95G em gyrA e a mutagdes S78R em
parC; 86,7% (n=13) foram resistentes também a tetraciclina (MIC = 2,0
pg/mL) e 37,5% (n=6) resistentes a penicilina (MIC = 2,0-4,0 pug/mL).
Isolados compartilhando o mesmo alelo tbpB 137 (n= 13) estéo exibidos
em linhas verdes (2011-2016). Esses isolados foram resistentes ao
ciprofloxacino (MIC= 1-8 ug/mL) apresentando as mutacdes S91F e
D95N em gyrA e S78N em parC, além de resisténcia plasmidial a
penicilina (MIC= 2-8 pg/mL), sendo que a maior parte deles (8/13)
carreava 0 alelo blatgym.; desde 2011. Linhas amarelas indicam um
cluster de isolados que possuem o mesmo alelo tbpB 29, com
predominio do ST2992 (11/14). Nesse cluster houve predominio de
isolados com sensibilidade ao ciprofloxacino e sensibilidade
intermediaria a tetracliclina e a penicilina; dois isolados apresentaram
resisténcia a azitromicina. A maioria das N. gonorrhoeae resistentes a
azitromicina pertenciam a diferentes STs (Figura 18).
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Figura 18 - Arvore filogenética realizada pelo método de aproximagcéo dos vizinhos (do inglés, Neighbor Joining) e bootstrap

(MEGA software) com alelos de porB e thpB concatenados dos 153 isolados clinicos de N. gonorrhoeae, 2008- 2016.
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Isolados carreando o alelo blatewm-1 estdo indicados com circulos pretos e o isolado carreando o alelo blarem-13s, esté indicado com circulo azul.
Estrelas pretas referem-se a isolados que contém o gene tetM e tridngulos pretos representam isolados com MIC=0,125 pg/mL para cefixima.
Os genogrupos G1407 e o G225 estdo indicados com linhas azuis e vermelhas, respectivamente. Isolados carreando 0 mesmo alelo tbpB 137
estdo indicados com linhas verdes, isolados compartilhando 0 mesmo ST338 estéo representados com linhas roxas e isolados compartilhando

0 mesmo alelo thpB 29 estdo indicados com linhas amarelas.
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O genogrupo G225 foi significativamente associado a resisténcia
ao ciprofloxacino (p< 0,001) (Tabela 9), RC: 20,16 (IC 95%: 2,57-
158,3; p= 0,004); a penicilina (p=0,016) (Tabela 10), RC: 4,22 (IC 95%:
1,40- 12,71 p= 0,011); e a tetraciclina (p< 0,001) (Tabela 10), RC: 15,53
(IC 95%: 3,33- 72,22; p< 0,001). O genogrupo G1407 foi
significativamente associado com MIC= 0,125 pg/mL para cefixima
(p=0,001) (Tabela 9), RC: 11,60 (IC 95%: 3,15- 42,70; p< 0,001) e
resisténcia ao ciprofloxacino (p<0,001) (Tabela 9), penicilina (p=0,016)
e tetraciclina (p< 0,001) (Tabela 10), RC: 16,72 (IC 95%: 3,61- 77,36;
p< 0,001). N&do foi observada associacdo significativa entre ambos 0s
genogrupos e a resisténcia a azitromicina (Tabela 11).

Tabela 9 - Associagdo dos genogrupos com o perfil de sensibilidade
antimicrobiana ao ciprofloxacino e a MIC de 0,125 pg/mL para cefixima.

CFX CFX
Genogrupo CIP (/) CIP (R) p* MIC<0,125 | MIC=0,125 p*
pg/mL) Hg/mL
Isolados (153) 73 80 140 13
Sem g.** (n=122) 59,0% (72) | 41,0% (50) <0001 95,1% (116) 4,9% (6) 0,001
G225 (n=15) 6,7% (1) 93,3% (14) 93,3% (14) 6,7% (1)
G1407 (n=16) 0,0% (0) 100% (16) 56,3% (10) 43,7, (7)

CIP: ciprofloxacino; CFX: cefixima; S: sensivel; I/R: intermediario ou resistente.
*Valores de p para teste Qui-Quadrado. **Sem genogrupo

Tabela 10 - Associagéo dos genogrupos com o perfil de sensibilidade
antimicrobiana a penicilina e a tetraciclina.

Genogrupo PEN (S/1) PEN (R) p* TET (S/1) TET (R) p*
Isolados (153) 113 40 90 63
Sem g.** (n=122) 78,7% (96) 21,3% (26) 0016 70,5% (86) | 29,5% (36) 0001
<
G225 (n=15) 46,7% (7) 53,3% (8) ' 13,3% (2) 86,7% (13) '
G1407 (n=16) 62,5% (10) 37,5% (6) 12,5% (2) 87,5% (14)

PEN: penicilina; TET: tetraciclina; S: sensivel; I/R: intermediario ou resistente.
*Valores de p para teste Qui-Quadrado. **Sem genogrupo.

Dentre os 13 isolados com MIC= 0,125 pg/mL para cefixma, sete
compartilhavam o mesmo alelo thpB 110 (comum ao ST 1407, ST3149
e ST1513). Dez eram resistentes ao ciprofloxacino (oito com MIC> 16,0
pg/mL) e destes, sete eram resistentes concomitantemente a penicilina
(MIC=2,0 pg/mL), a tetraciclina (MIC = 2,0 — 4,0 pg/mL) e
apresentavam MIC para ceftriaxona de 0,03 — 0,06 pg/mL e MIC para
azitromicina de 0,25 pg/mL. Seis deles apresentaram resisténcia
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cromossdmica concomitante a penicilina e a tetraciclina (CMRNG)

(Tabela 12).

Tabela 11 - Associagdo dos genogrupos com o perfil de sensibilidade
antimicrobiana a azitromicina.

Genogrupo AZT (SI) AZT (R) p*
Isolados (153) 145 8
Sem genogrupo (n=122) 93,4% (114) 6,6% (8) 0.342
G225 (n=15) 100,0% (15) | 0,0% (0) '
G1407 (n=16) 100,0% (16) | 0,0% (0)

AZT: azitromicina; S/I: sensivel ou intermediario. R: resistente. *Valores de p
para teste Qui-Quadrado e Exato de Fisher.

Isolados que compartilharam o mesmo alelo tbpB29 foram
significativamente associados com resisténcia a azitromicina (p= 0,008)
(Tabela 13), RC: 8,0 (IC 95%: 1,78- 35,6, p= 0,006) e resisténcia a
penicilina (p= 0,035) (Tabela 13), razdo de chance 0,26 (IC 95%: 0,074-
0,905; p= 0,034). O ST338 foi associado com resisténcia plasmidial a
penicilina (gene blatem.1) (p<0,001) (Tabela 14), razdo de chance 27,9
(IC 95%: 4,9- 159,6, p < 0,000); e a tetraciclina (tetM) (p= 0,006)
(Tabela 16), razdo chance 14,9 (IC 95%: 2,8- 79,8, p= 0,002). Além
disso, dos cinco isolados PPNG que compuseram esse cluster, quatro
abrigavam o plasmideo Africano; Por outro lado, o cluster que
compartilnava o mesmo alelo tbpB 137, foi associado a resisténcia
plasmidial a penicilina (RC: 23,3; IC 95%: 6,3- 85,9, p< 0,001),
predominantemente composto por isolados com ST1582 que abrigavam
o0 plasmideo Africano.
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Tabela 12 - Descrigéo dos 13 isolados clinicos de N. gonorrhoeae aparentando MI1C=0,125 pg/mL e sua relagdo com as

MICs para PEN, TET, CIP, AZT e CRO com 0 NG-MAST.

Isolado | B-lactamase | MICPEN | MICTET | MICCIP | MIC AZT | MICCRO | Fenttipo R porB tbpB ST
FL43 ®) 2(R) 4(R) 16 (R) 0,25 (S) 0,06 (S) CMRNG 908 110 1407
FL 44 &) 2(R) 1(1) 0,008 (S) | 0,125(S) | 0,06 (S) CMRNG 6121 33 10468
FL 51 &) 2 (R) 4 (R) 16 (R) 0,25 (S) 0,06 (S) CMRNG 4 4 225
FL52 ®) 1(1) 4(R) 16 (R) 0,25 (S) 0,03 (S) CMTR 1914 1262 6210
FL 80 8) 2 (R) 4 (R) 16 (R) 0,25 (S) 0,06 (S) CMRNG 1903 110 3149
FL 81 e 2 (R) 4 (R) 16 (R) 0,25 (S) 0,06 (S) CMRNG 1903 110 3149
FL 83 &) 2(R) 4(R) 16 (R) 0,25 (S) 0,03 (S) CMRNG 4009 110 6719
FL 89 ) 1(1) 2(R) 0,004 (S) | 0,125 (S) 0,03 (S) CMTR 1388 135 8695
FL 95 ) (1 () 0,004 (S) 0,25 (S) 0,03 (S) Sensivel sim. j&())"z/;alelo 914 Desconhecido

FL 110 +) 8 (R) 0,25 (S) 4(R) 0,125 (S) 0,008 (S) PPNG 90 121 338

FL 126 ) 2(R) 2(R) 16 (R) 0,25 (S) 0,03 (S) PPNG 971 110 1513

FL 128 ) 2 (R) 16 (R) 0,25(S) | CMRNG 0,03 (S) CMRNG 110 1407 1407

FL 160 ) 2 (R) 8 (R) 0,125(S) | CMTR 0,03 (S) CMTR 110 1407 1407

FL: Florianépolis, PEN: penicilina, TET: tetraciclina, CIP: ciprofloxacino, AZT: azitromicina, CRO: ceftriaxona, MIC:

concentragdo inibitéria minima, S: sensivel, I:

cromossOmica a penicilina e a tetraciclina, CMRNG: N. gonorrhoeae com resisténcia cromossémica a tetraciclina.

intermediario, R: resistente. CMRNG: N. gonorrhoeae com resisténcia
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Tabela 13 - Associagdo entre tbpB 29 com o perfil de sensibilidade
antimicrobiana a azitromicina e tetraciclina.

tbpB 29 AZT (SI) AZT (R) p* | PEN (s/) PEN (R) p*
Isolados (153) 145 8 113 40

N.P** (n= 123) 97,6% (120) 24%(3) | 0,008 | 69,9% (86) | 30,1%(37) | 0,035
Pertence (n=30) 83,3% (25) 16,7% (5) 90,0% (27) | 10,0% (3)

AZT: azitromicina; TET: tetraciclina; S: sensivel; I/R: intermediario ou
resistente. *Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer. **N&o
pertence.

Tabela 14 - Associagdo entre ST338 com determinantes genéticos de resisténcia
plasmidial a penicilina e a tetraciclina.

~ PPNG x TRNG
ST338 Né&o PPNG (bla-rems) p* Nao TRNG (tetM) p*
Isolados (153) 136 17 143 10
N.P** (n= 146) 91,8% (134) 8,9% (13) <0,001 95,2% (139) 4,8% (7) 0,006
Pertence (n=7) 28,6% (2) 71,4% (5) 57,1% (4) 42,9% (3)

PPNG: N. gonorrhoeae produtora de penicilinase; TRNG: N. gonorrhoeae com
resisténcia plasmidial a tetraciclina. *Valores de p para teste Qui-Quadrado e
Exato de Fischer. **N&o pertence

Tabela 15 - Associagdo entre tbpB 137 com determinantes genéticos de
resisténcia plasmidial & penicilina.

thpB 137 N&o PPNG PPNG (bla-rem.1) p*
Isolados (153) 136 17

N.P** (n=137) 93,6% (131) 6,4% (9) <0,001
Pertence (n=16) 38,5% (5) 61,5% (8)

PPNG: Neisseria gonorrhoeae produtora de penicilinase; *Valores de p para
teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.**N&o Pertence

Na Tabela 16 esta descrita a associacdo das MICs dos isolados de
N. gonorrhoeae resistentes a penicilina e/ou a tetraciclina com o0s
respectivos determinantes genéticos da resisténcia plasmidial e sua
relagdo com o NG-MAST. A Tabela 17 mostra a correlacdo entre as
MICs dos 80 gonococos resistentes ao ciprofloxacino, muta¢Ges nos
genes gyrA e parC e sua relacdo com o NG-MAST.
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Tabela 16 - Associagdo das MICs dos isolados de N. gonorrhoeae resistentes a penicilina e/ou a tetraciclina com
determinantes da resisténcia plasmidial a esses antimicrobianos e NG-MAST.

N° Ne MIC
'\Z”C/nF":E;\I isolados isolados TET Iactgr-nase blatem Plasmideo tetM ST
HY RPEN | RTET | (ug/mL)
32,0 1 0 1,0 P?nSI—tll\)/a blatew | Toronto/Rio - ST11677
- 135
Positiva bla Africano
16,0 3 1 2,0 (n=3) TEML | (n=2) Asiético - ST1582 (n=1), ST desconhecido (n=1); ST6974 (n=1)
- =3 (n=1)
60 " 5 2*032”5 D | posiiva | blasews A(;rff‘ln)o Americano | ST338 (n=5), ST1582 (n= 3), ST3109 (n=1), ST
(n=4) (n=12) (n=12) Asidtico (1=1) (n=4) desconhecido (n=4): todos possuem alelo tbpB137
2,0 (n=3) - )
_ Positiva blarem-1 Africano
4,0 1 3 1,0 (n:1) (n=1) = (n=1) - ST1582
0,5 (n=1)
Positiva bla Africano
2,0 2 1 2,0 " TEM-1 (n=2) - ST1582 (n=2), ST1582 (n=1)
(n=3) 0= | Asidtico (n=1)
2,0 ST225 (n=5), ST1407 (n=2), ST11513 (n=1), ST2018
20 17 13 (n=8,0) Negativa : : : (n=1), ST2202 (n=1), ST3149 (n=2), ST6719 (n=1),
! 4,0 (n=17) ST10468 (n=1), ST16459 (n=1), ST desconhecido
(n=5,0) (n=2)
1,0 (n=2) Americano
0,5 (n=2) 0 6 320 Negativa i . (n=2) ST338 (n=1), ST568 (n=1), ST16461 (n=1), ST
0,25 (n=1) ’ (n=6) Holandés desconhecido (n=4)
0,125 (n=2) (n=4)
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1,0 1 8,0 N(er?:tll)va ST desconhecido
1,0 1 40 '\‘(flgjl‘(')‘ga ST6210 (n=1)
ST21 (n=1), ST225 (n=4), ST495 (n=1), ST1407
1,0 (n=19) 0,5 (n=1), ST1645 (n=1), ST2202 (n=2), ST2992 (n=3),
(n=10) 0,25 320 20 Negativa ST5119 (n=1), ST6827 (n=4), ST8695 (n=1), ST10468
(n=3) 0,125 ’ ' (n=32) (n=1), ST16455 (n=2), ST16460 (n=1), ST16505
(n=2) (n=1), ST16508 (n=2), ST16510 (n=1), ST16511

(n=2), ST desconhecido (n=3)

N°: nimero, R: Resistente; MIC: Concentracdo inibitéria minima, PEN: penicilina; TET, tetraciclina. -: auséncia do alelo ou do

plasmideo.
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Tabela 17 - Associagdo das MICs dos 80 isolados de N. gonorrhoeae resistentes ao ciprofloxacino com determinantes da
resisténcia em gyrA, parC e NG-MAST.

Ne° de Isolados
MIC CIP isolados c/ Mutagbes em gyrA MutagBes em parC Sequence type (ST)
(hg/mL) R mutagd
cOes
ST28 (n= 1), ST225 (n= 10), ST1407 (n= 4), ST1513 (n= 1), ST2018 (n= 1),
ST9198 (n= 1), ST2202 (n= 4), ST3149 (n= 2), ST3149 (n=2), ST6210 (n=1),
4,0-16,0 42 42 S91F, D95G S78R ST6719 (n=1); ST6827 (n=4), ST8354 (n=1), ST12595 (n=1), ST16470 (n=1),
ST16510 (n=1), ST desconhecido (n=8): 4 possuem alelo tbpB29 e 4 alelo
thpB110
2,0 1 1 S91F, D95G E91G ST11677 (n=1)
1,0-320 18 18 S91F, D95N S87N ST15§2 (n=10), ST3109 (n=2), ST 5388 (n=1), ST6974 (n=1), ST desconhecido
(n=4): todos possuem alelo thpB137
4,0-8,0 4 4 S91F, D95N S87R ST338 (n=3), ST33 (n=1)
4,0 3 3 S91F, D95N S87N, E91Q ST338 (n=2), ST desconhecido (n=1)
4,0 1 1 S91F, D95N E91Q ST338 (n=1)
4,0 1 1 S91F, D95N D86N ST desconhecido (n=1)
1,0 1 1 S91F, D95N WT ST16514 (n=1)
. ST338 (n=1), ST16564 (n=1), ST16563 (n=2), ST2992 (n=2), ST16506 (n=1),
2.0-160 10 0 wr wr ST16461 (n=1), ST7975 (n=1), ST16563 (n=1)

R: Resistente; MIC: Concentracdo inibitdria minima, CIP: Ciprofloxacino.
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7 DISCUSSAO

O sucesso do tratamento desempenha papel fundamental no
controle das infecgdes gonococicas. Vaérias iniciativas tém sido
direcionadas como medidas-chave para promover e manter a vigilancia
nacional e internacional da AMR do gonococo (TAPSALL et al., 2009;
STARNINO et al.,, 2012; UNEMO; ISON; et al., 2013; CDC, 2016;
HOOK; KIRKCALDY, 2018). O presente estudo é a primeira analise do
perfil de sensibilidade antimicrobiana, filogenia e determinantes
genéticos da resisténcia em isolados clinicos de N. gonorrhoeae
circulantes na grande Floriandpolis, compreendendo uma série historica
do periodo de 2008 a 2016.

Altos indices de resisténcia a penicilina (26,1%) foram
observados no presente estudo, enquanto as taxas de sensibilidade foram
baixas ao longo dos nove anos avaliados (diminuiu de 22,2% em 2010
para 5,0% em 2016) (Figuras 6 e 7). Curiosamente, em 2008/09 e 2010
ndo circularam isolados resistentes a penicilina na Grande Floriandpolis.
Entretanto, resisténcia a esse antimicrobiano foi reportada ja em 1998
(13,6%) na cidade de Manaus (DILLON et al., 2001), em 2002-2003
(8,7%) no Rio de Janeiro (BARRETO et al., 2004) e 2004-2005 (23,1%)
em S&o Paulo (BELDA JUNIOR et al., 2007a). Contrariamente ao
observado neste estudo, em 2010 na cidade de Manaus, 20,5% (17/83)
dos isolados eram resistentes a penicilina (FERREIRA et al., 2011).

No presente estudo, a resisténcia a penicilina inicialmente
detectada em 2011 aumentou de aproximadamente 18,0% em 2011-
2012 para 75,0% em 2016, demonstrando um aumento significativo ao
longo dos anos (p <0,001) (Figuras 6 e 7). Resultados semelhantes de
resisténcia a esse antimicrobiano (22,4%) foram reportados por Costa et
al. (2013) entre 2011-2012 na cidade de Belo Horizonte. Além do mais,
a prevaléncia de isolados resistentes circulando no segundo periodo do
presente estudo (2013-2016) foi quase 2,5 vezes maior do que no
primeiro (2008-2012) (p <0,001).

Perfil analogo também foi relatado no Rio de Janeiro, a
prevaléncia da resisténcia & penicilina foi de 23,1% entre os anos de
2004 e 2005 para usudrios de clinicas de ISTs, enquanto que nos anos
subsequentes (2006-2015), a resisténcia foi superior a 40,0% (em todos
0s anos) entre usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS) e de
laboratérios particulares. (BARRETO et al., 2004; COSTA-
LOURENCO et al., 2018).

De maneira oposta ao descrito no presente estudo, em S&do Paulo
ndo foi observada diferenca nas taxas de resisténcia a penicilina entre 0s
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anos de 2003 a 2010 quando comparado com os anos de 2011 a 2016
(SANTOS, 2018). Resultados equivalentes ao encontrado em Sao Paulo
também foram observados numa série histérica (2004-2015), na
Alemanha, que comparou o periodo entre os anos de 2004 e 2009 em
relacdo ao periodo que compreendeu 0s seis anos seguintes (2010-2016)
(REGNATH; MERTES; IGNATIUS, 2016).

O estudo nacional de vigilancia da resisténcia do gonococo
(2015-2016) revelou uma taxa global de resisténcia a penicilina de
37,1%, das quais, as menores taxas foram descritas na regido Sul
(23,1%) e as maiores no Nordeste (49,0%) (BAZZO et al., 2018). No
presente estudo a porcentagem de resisténcia e esse antimicrobiano nos
dois dltimos anos foi de 51,4%, sendo 27,8% correspondentes a 2015 e
75,0% a 2016 (Figuras 6 e 7). Nota-se que em 2016 a taxa de resisténcia
a penicilina foi quase trés vezes maior do que o observado
nacionalmente.

Altas porcentagens de resisténcia a penicilina tém sido relatadas
mundialmente ha décadas (TAPSALL et al., 2010a; STARNINO et al.,
2012; DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013; LEWIS, 2014;
UNEMO, 2015; UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016; COLE et al.,
2017; WI et al., 2017). A porcentagem de isolados de N. gonorrhoeae
com resisténcia a penicilina em paises e/ou regibes do Pacifico ocidental
em 2010 variou entre 18,1% na Nova Zelandia a 96,7% na Tailandia
(LAHRA, 2012). O Euro-GASP demonstrou uma taxa global de 21,0%
de resisténcia a penicilina entre 2006- 2008 (COLE et al., 2017). Nos
Estados Unidos, em 2007, o Gonococcal Isolate Surveillance Program
(GISP) relatou indice de resisténcia a penicilina superior a 22,0% (CDC,
2009). Na América do Sul, a resisténcia a penicilina apresenta
proporc¢des variadas e permaneceu acima dos 24,0% entre 1990 e 2011
(DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013; THAKUR et al., 2017). Em
oposi¢do, outros autores reportaram que na América Latina foi
observada uma diminuicdo da resisténcia de 46,0% em 2000 para 17,0%
em 2009 (STARNINO et al., 2012).

Elevadas taxas de sensibilidade intermediaria a penicilina
também foram observadas no presente estudo, permanecendo superiores
a 59,0% em todos os anos (exceto 2016) (Figura 7). Porcentagens
concordantes tém sido descritas ao longo dos anos no Brasil (BELDA
JUNIOR et al., 2007a; COSTA et al., 2013; FERREIRA et al., 2015;
BAZZO et al., 2018; COSTA-LOURENCO et al., 2018).

Altas taxas de resisténcia a tetraciclina (26,1%) também foram
observadas neste estudo. A resisténcia a esse antimicrobiano
permaneceu alta em todo o periodo estudado (minima de 27,8% entre
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2014 e 2015 e maxima de 65,0% em 2016), enquanto a sensibilidade
permaneceu baixa (11,1% em 2010 a 0% em 2016), ocorrendo uma
oscilagdo entre a porcentagem de isolados resistentes e intermediarios ao
longo dos anos (Figuras 6 e 8). No Brasil, altas propor¢des de isolados
resistentes a esse farmaco sdo descritos em estudos regionais desde 1998
(84,0% em Manaus) (DILLON et al., 2001). Nos anos seguintes, foram
observadas taxas menores a 84,0%, mas os resultados demonstram alta
porcentagem de isolados resistentes circulando no pais: 33,9% no Rio de
Janeiro, 2002-2003 (BARRETO et al., 2004); 43,1% em 2004 e 2005 e
50,5% nos anos de 2003 a 2016 em S&o Paulo (BELDA JUNIOR et al.,
2007a; SANTOS, 2018); 54,2% em Manaus no ano de 2010
(FERREIRA et al., 2015); 32,3% em Belo Horizonte entre 2011 e 2012
(COSTA et al., 2013) e superior a 40% no Rio de Janeiro, entre 2006 e
2015 (COSTA-LOURENCO et al., 2018).

No presente estudo, ocorreu uma diminuicdo da resisténcia a
penicilina de 48,7% em 2013 para 27,8% nos anos de 2014-2015, mas
voltou a aumentar em 2016 (65,0%) (Figuras 6 e 7). Costa-Lourengo et
al. (2018) também observaram essa tendéncia entre 0s anos de 2013 a
2014- 2015. Aumento da resisténcia a penicilina (Argentina, Chile,
Coldmbia e Cuba) e a tetraciclina (Argentina, Bolivia, Uruguai e
Venezuela) também foi reportado em paises da América do Sul e
Central. Contrastando com os dados de diminuicdo da resisténcia a
penicilina reportada pelo Uruguai e diminuicdo da resisténcia a
tetraciclina encontradas no Chile, Coldmbia e Cuba (THAKUR et al.,
2017).

Desde as primeiras descricdes de estirpes de N. gonorrhoeae
produtoras de B-lactamase TEM (BERGSTROM S et al., 1978;
DILLON JR; DUCK P; THOMAS DY, 1981), estudos moleculares de
vigilancia da resisténcia antimicrobiana demonstram que a frequéncia
de isolados PPNG pode variar de acordo com a regido, pais ou
continente estudado. Na América do Sul, a prevaléncia de PPNG variou
de 6,35% no Uruguai a 39,3% na Bolivia (STARNINO et al., 2012;
DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013; GIANECINI et al., 2015a). No
Brasil, a resisténcia plasmidial a penicilina foi de 29,1% no primeiro
estudo brasileiro de vigilancia da resisténcia de N. gonorrhoeae
(BAZZO et al., 2018), em Belo Horizonte de 14,5% (COSTA et al.,
2013) e em Manaus de 16,7% (FERREIRA et al., 2015).

Em isolados PPNG, do presente estudo, o plasmideo Africano foi
0 mais prevalente (n=15), seguido pelo Asiatico (n=3) e Toronto/Rio
(n=1). Resultados similares foram encontrados na Argentina
(GIANECINI et al.,, 2015a; GIANECINI et al., 2015b) na Italia
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(STEFANELLI et al., 2018) e no Japdo (OHNISHI et al., 2010).
Contudo, na Inglaterra o plasmideo Asiatico foi o mais prevalente
seguido pelo Toronto/Rio (COLE et al., 2015), enquanto no Rio de
Janeiro o plasmideo Toronto/Rio foi predominante (COSTA-
LOURENCO et al., 2018).

No presente estudo o alelo blargy.; foi encontrado em isolados
PPNG carreando tanto o plasmideo Africano como o Asiatico, enquanto
o0 alelo blatgm.135 foi encontrado em um dnico isolado que carreava o
plasmideo Toronto/Rio. Outros tipos de plasmideos codificadores de [3-
lactamase ja foram descritos em gonococos como o Nimes, Nova
Zelandia, Australiano e Joanesburgo (PAGOTTO et al.,, 2000;
PALMER; LEEMING; TURNER, 2000; MULLER; FAYEMIWO;
LEWIS, 2011), entretanto eles ndo foram pesquisados no presente
estudo. Diversos estudos ja demostraram a associacdo do alelo blatgy.
135 com o plasmideo Toronto/Rio (NAKAYAMA et al., 2012;
MUHAMMAD et al., 2014; WHILEY et al., 2014; GIANECINI et al.,
2015a).

A circulacdo de isolados PPNG no presente estudo foi superior
aos com resisténcia cromossdémica a penicilina (Figura 7). Resultado
semelhante foi descrito na América Latina e Caribe, em um estudo que
demonstrou uma maior circulacdo de isolados apresentando resisténcia
plasmidial do que cromossdmica & penicilina (DILLON; TRECKER,;
THAKUR, 2013).

No presente estudo, isolados com resisténcia plasmidial a
tetraciclina (TRNG) corresponderam a 3,9% (6/153) enquanto 22,2%
(16/153) apresentaram resisténcia cromossdmica a tetraciclina (CMTR)
(Figura 8). O numero de isolados PPNG e TRNG aumentou ao longo
do presente estudo, enquanto isolados apresentando resisténcia
cromossOmica a tetraciclina diminuiram até 2014, voltando a aumentar
entre 2015 e 2016 (Figuras 7 e 8). Entre os isolados TRNG, seis
carreavam 0 gene tetM Americano e quatro o Holandés. Um estudo
desenvolvido no Rio de Janeiro (COSTA-LOURENCO et al., 2018),
também detectou ambos os genes tetM (Americano e Holandés) em
isolados TRNG, entretanto o nimero de isolados TRNG apresentando o
gene tetM Americano foi trés vezes maior do que o Holandés. Em
contraste, no Brasil (Manaus) (DILLON et al., 2001) e na Argentina
foram detectados apenas gene tetM do tipo Holandés (FERNANDEZ
COBO et al., 1999).

A andlise filogenética dos isolados PPNG carreando o gene
blatgm.: dividiu os gonococos em dois clusters, representados pelo
ST338 (RC: 27,9; IC 95%: 4,9- 159,6, p < 0,000) e pelo alelo tbpB 137
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(RC: 23,3; IC 95%: 6,3- 85,9, p< 0,001), predominantemente composto
por isolados com ST1582 que abrigavam o plasmideo Africano.
Também foi encontrada associagdo de isolados TRNG carreando o gene
tetM Americano com o cluster de isolados ST338 (p=0,006), sugerindo
uma disseminagdo clonal da resisténcia plasmidial & tetraciclina e
penicilina. Horn et al. (2014), na Alemanha, também observou
associacdo entre o genogrupo G1582 (OR: 202.58; Cl: 24.41-1681.14; p
< 0.01) com a detecgéo da enzima f-lactamase, entretanto ndo encontrou
associacdo com isolados TRNG (Figura 18).

Isolados PPNG carreando o gene blargm.135 ja foram encontrados
no Japdo, China, Australia, Coréia, Franca, Argentina, entre outros
paises (OHNISHI et al., 2010; CHEN et al., 2013; WHILEY et al.,
2014; GIANECINI et al., 2015a; MICAELO et al., 2017; RIM et al.,
2018) e recentemente no Brasil (COSTA-LOURENCO et al., 2018). O
gene blaremss, que codifica o TEM-135, é predominante e
originalmente associado ao plasmideo Toronto/Rio, enquanto o blargm.;
¢ frequentemente encontrado em PPNG carreando os plasmideos
Africano e Asiatico. Ambos (blatgw-1 € blatem.135) Sao prevalentes entre
as estirpes gonococicas produtoras de B- lactamase que circulam
mundialmente (OHNISHI et al., 2010; RIM et al., 2018). Entretanto, o
significado clinico do gene blatem.135 permanece incerto, ja que nao
foram observadas grandes diferengas nas MICs da penicilina e das
ESCs. Contudo, o surgimento a emergéncia do TEM-135 poderia
significar a introducdo de outras B —lactamases TEM com um espectro
hidrolitico B- lactdmico estendido relacionados & mutagbes ou
aquisicdes de plasmideos sob alta pressdo seletiva pelo uso das
cefalosporinas (RIM et al., 2018).

O gene blarem-1, que codifica a B-lactamase TEM-1, necessita
apenas da substituicdo de um Gnico nucleotideo especifico (M182T%)
para evoluir para um gene que codifica uma 3 -lactamase de espectro
estendido (ESBL), que poderia degradar todas as ESCs, incluindo a
ceftriaxona (OHNISHI et al., 2010; MUHAMMAD et al., 2014). A
disseminacdo, na populacdo gonocécica, de uma potente ESBL com
capacidade de degradar a ceftriaxona pode rapidamente resultar em
falhas no tratamento e a gonorreia tornar-se intrativel (MUHAMMAD
et al., 2014). Acredita-se que o gene blarem.1 gonocdcico evoluiu para o
blatem13s  (originalmente identificado em Salmonella entérica)
(PASQUALLI et al., 2005) e este pode ser um precursor na evolugdo

20 M182T: substituicdo do aminoacido metionina por uma treonina no
cddon 182.
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para um gene ESBL (OHNISHI et al.,, 2010; NAKAYAMA et al.,
2012; CHEN et al., 2013; RIM etal., 2018).

Embora a penicilina e a tetraciclina ja ndo integrem os protocolos
de tratamento recomendados no Brasil ha muito tempo, estudar o perfil
de resisténcia aos dois antimicrobianos na série histérica é importante
para compreender a circulagdo de plasmideos, suas intera¢gbes com a
resisténcia e as clonalidades relacionadas, uma vez, que mesmo sem
pressao seletiva a resisténcia a esses antimicrobianos nao diminuiu.

Altas taxas de resisténcia ao ciprofloxacino (53,0%) também
foram encontradas no presente estudo. A resisténcia ao ciprofloxacino
foi elevada desde 2008 (33,3%), e permaneceu aumentando (33,3% em
2008/09 para 60,0% em 2016) (p < 0,001), sendo que sua maior
prevaléncia ocorreu no ano de 2014 (66,7%) (Figura 9). Ferreira et al.
(2015) descreveu baixas porcentagens de resisténcia ao ciprofloxacino
em 2010, entretanto, Costa Ligia et al. (2013), relatou nos anos de 2011-
2012 taxa de resisténcia ao ciprofloxacino de 21,4%. Costa-Lourenco et
al., (2018) observou a presenca de isolados resistentes ao ciprofloxacino
circulantes no Rio de Janeiro desde 2006. Entre 20015 e 2016, a taxa
global de resisténcia ao ciprofloxacino no Brasil foi de 55,6%, sendo
que foram observadas altas taxas de resisténcia em todas as regides
(variando de 42,2% na regido Sul a 77,9% no Nordeste) (BAZZO et al.,
2018). No presente estudo, a divisdo em dois periodos (2008-2012
versus 2013-2016) possibilita observar aumento do percentual de
isolados apresentando MICs mais elevadas no segundo periodo (Figura
13), reforgando a hip6tese de que a resisténcia ao ciprofloxacino parece
ter aumentado na Grande Florianépolis (BAZZO et al., 2018).

Adicionalmente, o motivo da circulagcdo de somente um isolado,
nos nove anos do estudo, com sensibilidade intermedidria ao
ciprofloxacino é desconhecida. Contudo esse mesmo perfil ja foi
observado no Brasil (COSTA et al.,, 2013; BAZZO et al., 2018;
COSTA-LOURENCO et al., 2018) e na Alemanha (REGNATH;
MERTES; IGNATIUS, 2016).

Em outros paises ja foi demonstrada a ineficacia do
ciprofloxacino para tratar infeccbes gonocdcicas (CDC, 2004;
DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013; NDOWA et al., 2013; BALA
et al., 2015; KIRKCALDY et al., 2015; ROLSKOV et al., 2015;
REGNATH; MERTES; IGNATIUS, 2016) e a OMS, desde 2003, ndo
recomenda seu uso para o tratamento da gonorreia (WHO, 2016). Em
2004, o Centers for Diseases Control and Prevention (CDC/EUA)
recomendou a suspencdo do uso do ciprofloxacino no tratamento de
infec¢des gonocdcicas em homens que fazem sexo com homens (HSH),
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principalmente pelo risco de ndo tratar corretamente infeccGes anais e de
orofaringe (CDC, 2004).

No Brasil, os resultados do primeiro estudo nacional de vigilancia
AMR em N. gonorrhoeae (BAZZO et al., 2018) demonstrando a
ineficdcia do ciprofloxacino frente a isolados de N. gonorrhoeae
culminou na extensdo para todo o pais das diretrizes de tratamento ja
recomendadas, pelo Ministério da Salde, para os estados de S&o Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro. Nesses estados, estudos locais ja
demostravam falha da acdo do ciprofloxacino no tratamento da
gonorreia. Desta forma, a ceftriaxona juntamente com a azitromicina
constitui a primeira opgdo de tratamento para infec¢cdo gonocdcica
anogenital ndo complicada em todo territdrio nacional (BRASIL, 2017).
A terapia dupla de ceftriaxona com azitromicina é uma recomendagéo
adotada pela OMS (WHO, 2016), paises da Europa (BIGNELL;
UNEMO, 2013), Estados Unidos (CDC, 2015b) e desde 2017 no Brasil
(BRASIL, 2017).

Os resultados do presente estudo indicam que isolados resistentes
ao ciprofloxacino, ja circulavam na Grande Florianépolis, pelo menos,
desde 2008 e que provavelmente a recomendagdo de associagdo com
azitromicina (praticamente sem isolados resistentes a época) possibilitou
a cura dos casos sem percepcao clinica de resisténcia. Além disso, 0s
aumentos da resisténcia a penicilina e a persisténcia das altas taxas de
resisténcia a tetraciclina evidenciam que esses antimicrobianos
dificilmente voltardo a ser utilizados na clinica para o tratamento da
gonorreia, como estad acontecendo com a espectinomicina em alguns
paises.

Vérios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
elucidar os padrGes moleculares da resisténcia as quinolonas em N.
gonorrhoeae. Mutacdo nos genes gyrA e parC que codificam
respectivamente a DNA girase e topoisomerase 1V, tém sido descritos e
associados ao desenvolvimento de resisténcia as quinolonas
(BELLAND et al., 1994; DEGUCHI et al., 1995; TANAKA et al.,
2000). A analise das sequéncias dos 80 isolados de N. gonorrhoeae
resistentes ao ciprofloxacino mostrou muta¢fes nos cddons 91 e 95 em
gyrA e mutagdes nos codons 78, 86, 87 e 91 de parC. Foram observados
em 52,5% (n= 40) dos isolados as mutaces S91F** e D95G* em gyrA e
S78R% em parC, concomitantemente, apresentando MICs variando de

21 591F: substituicio do aminoécido Serina por uma Fenilalanina no codon 91.
22 D95G: substituicio do aminoé4cido Acido aspértico por uma Glicina no cdon 95.
2 378R substituicdo do aminoécido Serina por uma Arginina no codon 78.
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4,0-16,0 pg/mL; 36,2% (n=29) dos isolados apresentaram ao mesmo
tempo as mutacdes S91F e DISN?* em gyrA e S78R em parC com
MICs variando de 4,0- 32,0 pg/mL.

No Rio de Janeiro (2000-2010) foi observada, em 40,0% dos
isolados resistentes ao ciprofloxacino com MIC entre 4,0-32,0 ug/mL, a
mutacdo S87R em parC juntamente com S91F e D91F em gyrA
(UEHARA et al., 2011). Em Manaus, Ferreira e colaboradores (2015)
descreveram as mutaces S91F e D95G em gyrA e S87R parC em dois
isolados apresentando MIC > 32,0ug/mL. No presente estudo as
mutacBes S87R e S87N? foram encontradas em 83,8% (n= 67) dos
isolados resistentes e destes 60,0% (n=40) apresentavam altos niveis de
resisténcia ao ciprofloxacino (MIC> 16,0pg/mL) sugerindo que as
mutacBes no codon 87 de parC tém relacdo com aumento da MIC e o
desenvolvimento de altos niveis de resisténcia a esse farmaco.

Pesquisadores do Japdo demonstraram que mutacGes SNP
isoladas em gyrA promovem niveis de resisténcia baixos a
intermediarios (MIC< 8ug/mL) (TANAKA et al., 2000), enquanto altos
niveis de resisténcia (MIC> 16,0pug/mL) sdo determinados por diferentes
mutacOes especificas concomitantes em parC, principalmente no cédon
88 (S88P%) e 91 (E91K*’) (BELLAND et al., 1994; TREES et al.,
1999; LINDBACK et al., 2002; ALCALA et al., 2003). No presente
estudo, foram observadas mutagfes em parC na posi¢do 91 em 6,2%
(n=5) dos isolados. Apesar disso, elas foram diferentes da mutagdo
E91K e estavam relacionadas a isolados apresentando valores de MIC
mais baixos (2 a 4,0pg/mL).

Belland et al. (1994) descreveu que a mutagdo missense no cédon
91 em gyrA (S91F%) de E. coli confere aumento de 100 vezes na
resisténcia ao ciprofloxacino enquanto a mutacio no cédon 95 (D95N*%)
duplica a resisténcia. Entretanto, no presente estudo foram encontradas
MIC variando de 1-4 pg/mL em 71,4% (20/29) dos isolados
apresentando essas mutacdes, sugerindo que MICs elevadas presentes
em isolados exibindo essas mutacdes sejam em virtude de alteragdes
adicionais em outros genes. Adicionalmente, ndo foram encontradas

24 DY5N: substituigdo do aminoacido Acido aspértico por uma Asparagina no cédon
95

5 S78N substituicdo do aminoacido uma Serina por uma Asparagina no cédon 78

%6 588P: substituicdo do aminoacido Serina por uma Prolina no cédon 88

T EQ1K: substituicdo do aminoacido glutamico por uma Lisina no cédon 91

%8 591F:Troca do aminoacido Serina por uma Fenilalanina no codon 91.

2 DY5N: Troca do aminoacido Acido aspartico por uma Asparagina no cédon 95.
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mutagBes nos genes gyrA e parC em 12,5% (n=10) dos isolados
resistentes ao ciprofloxacino (12,5%) apresentando MICs de 2,0-
16,0ug/mL.

A superexpressdo de bombas de efluxo, envolvidas na expulséo
do farmaco da célula, e a protecdo do sitio do alvo por uma proteina Qnr
mediada por plasmideo, sdo mecanismos envolvidos na resisténcia as
quinolonas (HARRISON et al., 2016). A Qnr pertence a familia de
proteinas com pentapeptideos repetidos e atua como um homdlogo ao
DNA, que compete pelo sitio de ligagdo do DNA na DNA girase e
topoisomerase 1V (COSTA-LOURENCO et al., 2017). Pensa-se que
essa reducdo na interacdo entre DNA e DNA girase, diminui as
oportunidades das moléculas de quinolona formarem e estabilizarem o
complexo girase-clivagem DNA-quinolona, o qual ¢ letal para a célula.
A presenca de Qnr confere baixo nivel de resisténcia as quinolonas, no
entanto, genes que codificam Qnr parecem promover o surgimento da
isolados altamente resistentes, facilitando a selecdo de mutantes com
pontos de mutacdo nos genes que codificam DNA girasse e/ou
topoisomerase IV(MUNITA; ARIAS, 2016).

Casos de resisténcia a azitromicina em gonococo foram descritos
na América Latina ja nos anos 90 em Cuba (10,0%), em 2001 ocorreu o
primeiro relato de gonococo exibindo alto nivel de resisténcia na
Argentina (MIC >2048 mg/L), caracterizando como pertencente ao
ST696 e presenca de mutacdes no gene mtrR e presenca do gene mef
(GALARZA et al., 2009; DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013) e
difundiram-se mundialmente (PALMER; YOUNG; WINTER; et al.,
2008; STARNINO; STEFANELLI, 2009; CHISHOLM; DAVE;
ISON, 2010; GALARZA et al., 2010; KATZ et al., 2012; UNEMO;
GOLPARIAN; HELLMARK, 2014). Na América Latina, entre 0s anos
de 2000 e 2009 a resisténcia a azitromicina aumentou de 6,0% para
20,0% (STARNINO et al., 2012).

No Brasil, a taxa de resisténcia a azitromicina em 2016 foi de
6,9% (variando de 4,1% na regido Sul a 9,9% no Sudeste (BAZZO et
al., 2018). No presente estudo foi encontrada resisténcia a azitromicina
de 5,2% e nenhum isolado apresentou altos niveis de resisténcia
(MIC=>256 pg/mL). Resultados equivalentes foram encontrados em Belo
Horizonte (4,5%) (COSTA et al., 2013) e na Alemanha (5,5% e 6,0%)
(HORN et al., 2014; REGNATH; MERTES; IGNATIUS, 2016). A
resisténcia a azitromicina relatada no presente estudo diminuiu nos anos
de 2011, 2014 e 2016 em comparacdo com o ano anterior (Figura 10).
Perfil que também foi observado em paises da América Latina e Caribe
nos anos 2010 e 2011 (THAKUR et al., 2017). Todavia, 9,2% (14/153)
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dos isolados do presente estudo apresentaram MIC= 0,5 pg/mL, um log
abaixo do ponto de corte de resisténcia preconizado pelo EUCAST
(MIC=1,0 pg/mL) e nos anos de 2013-2016 surgiram oS primeiros
isolados apresentando MIC=4,0 pug/mL (Figura 8).

A sUbita mudanca no perfil de sensibilidade & azitromicina requer
monitoramento constante da sensibilidade gonoc6cica, uma vez que,
relatos de gonococos exibindo resisténcia a esse antimicrobiano foram
encontrados na Europa e a resisténcia tem se difundido em paises da
Europa (JACOBSSON et al.,, 2016; COLE et al., 2017), Canada
(MARTIN et al., 2016), e outros paises (WI et al., 2017). Atualmente a
azitromicina é recomendada como um dos antimicrobianos para o
tratamento de primeira linha da gonorreia em varios paises, incluindo o
Brasil, e seu uso pode estimular o aumento da circulacdo de gonococos
resistentes (BIGNELL; UNEMO, 2013; CDC, 2015b; WHO, 2016;
BRASIL, 2017). Relatos de resisténcia a azitromicina no Brasil foram
observados desde 2006 no Rio de Janeiro, entretanto ainda ndo foram
observados isolados com altos indices de resisténcia a esse
antimicrobiano no Brasil (FERREIRA et al., 2007; COSTA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2015; BAZZO et al., 2018; COSTA-LOURENCO et
al., 2018).

Para evitar o aumento da resisténcia a esse valioso farmaco,
pesquisadores defendem restringir o uso da azitromicina para aqueles
pacientes com alergia as cefalosporinas ou com infeccdo simultanea por
clamidia (caso em que a azitromicina deve ser administrada juntamente
com uma cefalosporina) (REGNATH; MERTES; IGNATIUS, 2016).

Falhas no tratamento e reducdo da sensibilidade as ESCs tém sido
descritas no mundo inteiro (NDOWA; LUSTI-NARASIMHAN;
UNEMO, 2012; UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012;
UNEMO; ISON; et al., 2013; BALA et al.,, 2015; LEE et al., 2015;
SHIMUTA et al., 2015; CDC, 2016). Na América do Sul e Caribe
isolados com reducdo da sensibilidade a ceftriaxona (0,125 -250 pg/mL)
foram reportados entre 2007 e 2011, na Argentina, Brasil, Chile,
Uruguai e Cuba (DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013). Na
Argentina em 2014, foi relatado um isolado resistente a ceftriaxona e a
cefixima (MIC = 0,250 pg/mL). Em 2007 foi descrito em Manaus o
primeiro isolado com diminuicdo da sensibilidade a ceftriaxona no
Brasil (0,125 -250 pg/mL) (DILLON; TRECKER; THAKUR, 2013;
THAKUR et al., 2017).

Adotando os critérios estabelecidos pelo CLSI, todos os isolados
de N. gonorrhoeae do presente estudo foram sensiveis (MIC< 0,125
pg/mL) a cefixima e a ceftriaxona. No entanto, adotando-se o0s pontos de
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corte do EUCAST (0o BRCAST?® adota na maioria das vezes os critérios
do EUCAST), 85% (n=13) deles apresentaram diminuicdo da
sensibilidade a cefixima (MIC = 0,125ug/mL) (Figura 15), um log
abaixo do ponto de corte de resisténcia (MIC= 0,25 pg/mL) com
concomitante resisténcia a penicilina, & tetraciclina e ao ciprofloxacino
em 53,8% (n=7). Aumento sutil nas MICs foi observado para
ceftriaxona (Figura 16), mas principalmente para cefixima (Figura 16)
no segundo periodo do estudo (2013-2016). Embora no Brasil ainda
ndo tenham sido relatadas estirpes de N. gonorrhoeae apresentando
resisténcia a ceftriaxona, o estudo nacional de vigilancia da resisténcia
do gonococo em isolados de 2016, descreveu a primeira N. gonorrhoeae
com resisténcia a cefixima, isolada em Brasilia; adicionalmente foram
relatados nas cinco regides do pais, isolados com MIC= 0,125 pg/mL
para cefixima, com destaque para as cidades de Floriandpolis (oito
isolados) (BAZZO et al., 2018) e Rio de Janeiro (sete isolados)
(COSTA-LOURENCO et al., 2017). O encontro de isolados com MICs-
altas (0,125ug/mL) para cefixima pode ser atribuido a globalizacdo que
ampliou enormemente o fluxo de pessoas entre paises e favoreceu
também a circulagdo de isolados que se disseminaram nacionalmente.
Todavia, ndo pode ser excluida a hipétese de uma emergéncia interna
e/ou selecdo de isolados com sensibilidade diminuida & cefixima pelo
uso de outras cefalosporinas no Brasil. Os resultados do presente estudo
corroboram a indicagdo do uso da ceftriaxona, juntamente com a
azitromicina, para o tratamento empirico de infec¢Bes gonocdcicas na
Grande Floriandpolis. Contudo, como a cefixima e outras ESCs orais
menos potentes ndo foram amplamente utilizadas no tratamento da
gonorreia no Brasil (cefixima ndo tem registro na ANVISA), é provavel
gue haja uma baixa pressdo seletiva para a emergéncia e disseminagado
da resisténcia as ESCs no pais (BAZZO et al., 2018). Além disso,
quando os isolados foram coletados, ndo se tratava infeccdes
gonocdcicas com ceftriaxona na Grande Floriandpolis.

Alguns autores tém relatado que a exposigdo de Neisseria spp
comensais aos antimicrobianos favorece a selecdo de mecanismos de
resisténcia nessas bactérias, que posteriormente compartilham
mecanismos de resisténcia com N. gonorrhoeae (SAIKA et al., 2001;

% Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing é um comité da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas em conjunto com a Sociedade Brasileira
de Infectologia, de Microbiologia e de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial. O
desenvolvimento, padronizagdo e determinagdo dos pontos de corte de testes de
sensibilidade antimicrobiana no Brasil sdo alguns dos objetivos desse comité.
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TANAKA et al., 2006; FURUYA et al., 2007; TAPSALL et al., 2009;
UNEMO; SHAFER, 2011; UNEMO; NICHOLAS, 2012; UNEMO;
SHAFER, 2014).

Conhecer os padrfes locais de sensibilidade antimicrobiana
combinado com a incidéncia da variabilidade molecular entre estirpes de
N. gonorrhoeae é essencial para estabelecer a melhor diretriz de
tratamento regional. Entre as metodologias disponiveis que tém como
principio o sequenciamento, 0 NG-MAST é uma ferramenta vantajosa,
pois gera um ndmero (ST) por meio da combinacdo dos alelos
identificados dos genes porB e tbpB. Adicionalmente, disponibiliza
online o acesso da base de dados permitindo a comparagdo mundial de
estirpes de N. gonorrhoeae (CHISHOLM et al., 2011).

A tipagem molecular dos 153 isolados gonococicos determinou
64 STs, cinco clusters (> 7 isolados) e 19 novos STs que ndo haviam
sido descritos em nenhum outro lugar do mundo. Além disso, 21 novos
alelos de porB e dois de tbpB foram determinados. Contudo, 33 isolados
permaneceram com STs desconhecidos, pois ndo foi possivel enviar em
tempo habil todas as sequéncias de STs desconhecidos a plataforma de
dados do NG-MAST. Os tipos mais prevalentes foram: ST225 e
ST2992 (n=11 cada), ST1582 (n=10), ST338 (n=7), ST1407 (n=4),
ST2202 (n=4) e ST6827 (n=4) (Figura 17). Corroborando os dados do
presente estudo, na Hungria em 2013 os STs mais frequentes foram
ST2992 (19%) seguido pelo ST1407 e ST4995 (17% cada) (NEMES-
NIKODEM et al., 2014). Assim como o presente estudo Chisholm et al.
(2013) descreveram pela primeira vez na Europa o ST2992 como um
dos mais prevalentes. Ele foi detectado particularmente na Irlanda e na
Noruega. Os autores também sugerem um possivel surto entre HSH,
uma vez que, eles encontraram associagdo entre 0 ST2292 e HSH. O
ST2992 parece estar circulando mundialmente, uma vez que, um recente
estudo publicado na Indonésia, relatou esse ST como um dos mais
prevalentes entre usuarios de clinicas de IST no ano de 2014
(HANANTA et al., 2018). Contudo, no presente estudo, o ST2992
assim como ST225 circularam entre os anos de 2010 e 2015.

Estudos disponiveis de isolados gonocdcicos anteriores a 2005
ndo demonstraram predomindncia do ST1407 ou tipos relacionados na
Russia (UNEMO et al., 2007) e paises da Europa como a ltalia
(STARNINO et al., 2008), Portugal (FLORINDO et al., 2010), Suécia
(OLSEN et al., 2008) e Inglaterra (RISLEY et al., 2007). Em contraste
ST1407 foi documentado em pesquisas mais recentes em Portugal
(FLORINDO et al., 2010), na Noruega, (HIELMEVOLL et al., 2012) e
na Escocia (descrito pela primeira vez em 2007) (EASTICK, 2010). No
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presente estudo, ST1407, foi identificado pela primeira vez em 2013 e
continuou sendo detectado em 2016. O ST1407 e STs relacionados s&o
conhecidos globalmente e documentados em estudos que investigam
especificamente a sensibilidade diminuida e resisténcia as ESCs
(UNEMO et al., 2011), Noruega (UNEMO et al., 2010), Inglaterra
(CHISHOLM et al., 2011), Suécia (GOLPARIAN et al., 2010), Italia
(CARANNANTE et al.,, 2012), Estados Unidos (PANDORI et al.,
2009), Canadd (MARTIN et al., 2012), Australia (TAPSALL; RAY;
LIMNIOS, 2010b), China (LO; HO; LO, 2012), na Austria Japao
(TANAKA et al.,, 2011). Chisholm et al. (2013) forneceram mais
evidéncias de que a ampla disseminagdo do ST1407 na Unido Europeia
provavelmente ocorrera num futuro préximo. Além disso, ST1407 foi
responsavel pela maioria das falhas de tratamento com ESCs na Europa
(UNEMO et al., 2010; ISON et al., 2011; UNEMO; GOLPARIAN;
HESTNER, 2011; UNEMO; GOLPARIAN; NICHOLAS; et al., 2012;
UNEMO; GOLPARIAN; POTOCNIK; et al., 2012).

Dois genogrupos de STs estreitamente relacionados
(compartilhando um alelo tbpB idéntico e diferindo <1% no alelo porB)
foram formados G1407 e G225 (Figura 18). O genogrupo G1407 foi
significativamente associado com MIC= 0,125 pg/ml para cefixima
(p=0,001), RC: 11,60 (IC 95%: 3,15- 42,70; p< 0,001) e resisténcia ao
ciprofloxacino (p<0,001), penicilina (p=0,016) e tetraciclina (p<
0,001)0), RC: 16,72 (IC 95%: 3,61- 77,36; p< 0,001). Néo foi observada
associacdo significativa entre ambos 0s genogrupos e a resisténcia a
azitromicina. Resultados similares foram observados na Europa onde o
G1407 foi associado com sensibilidade a azitromicina (CHISHOLM et
al., 2013). Além disso, dos 13 isolados com MIC=0,125 pg/mL para
cefixima, sete compartilhavam o mesmo alelo tbpB 110 (comum ao ST
1407, ST3149 e ST1513). Dez eram resistentes ao ciprofloxacino (oito
com MIC> 16,0 pg/mL) e destes oito, sete eram resistentes
concomitantemente & penicilina e a tetraciclina e apresentaram
MIC=0,03- 0,06pg/mL para ceftriaxona e MIC=0,125 pg/mL para
azitromicina. Entre 2010 e 2012 o G1407 foi o genogrupo
frequentemente detectado no Canada (MARTIN et al., 2013) e no Japao
(SHIMUTA et al., 2013), na Europa, 23,0% dos isolados pertenciam ao
G1407, 10% ao G225 e 8% ao G2992 (ECDC, 2012). O uso excessivo
de antimicrobianos também leva a pressdo seletiva positiva para
disseminacdo mundial de clones Multidrug-resistant (MDR) tais como
G1407. lIsolados circulantes na Europa pertencentes ao G1407 sdo
resistentes ao ciprofloxacino, e fortemente associados com diminuicdo
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da sensibilidade ou resisténcia a cefixima e mostram MICs elevadas
para ceftriaxona e azitromicina (CHISHOLM et al., 2013).

O genogrupo G225 foi significativamente associado a resisténcia
ao ciprofloxacino (p< 0,001), RC: 20,16 (IC 95%: 2,57- 158,3; p=
0,004); a penicilina (p=0,016), RC: 4,22 (IC 95%: 1,40- 12,71 p=
0,011); e a tetraciclina (p< 0,001) (Tabela 10), RC: 15,53 (IC 95%:
3,33- 72,22; p< 0,001). O genogrupo G225 foi o genogrupo mais
prevalente ap6s o G1407 em um estudo desenvolvido na Europa
(CHISHOLM et al., 2013). O ST225 foi relatado como uma estirpe
altamente prevalente em paises da Unido Europeia (RISLEY et al.,
2007; OLSEN et al., 2008; PALMER; YOUNG; GRAHAM; et al.,
2008; FLORINDO et al., 2010), com uma associagdo confirmada com
resisténcia ao ciprofloxacino (OLSEN et al.,, 2008; PALMER,;
YOUNG; GRAHAM; et al., 2008; FLORINDO et al., 2010). Dado que
a maioria dos estudos comegou a amostrar entre 2003 e 2005, a
persisténcia do G225 até 2010 indica que € um clone NG-MAST estavel
e altamente bem-sucedido. Curiosamente, um recente estudo canadense
de isolados mostrando diminuicdo da sensibilidade a cefixima e/ou
ceftriaxona mostraram que 19% dos isolados eram ST225 (MARTIN et
al., 2012). Embora todos os isolados do presente estudo pertencentes ao
genogrupo G225 foram sensiveis a cefixima e a ceftriaxona, um
apresentou MIC=0,125ug/mL para cefixima (Figura 18). O potencial
para esta estirpe mostrar uma sensibilidade diminuida é motivo de
preocupacdo, dado o seu potencial para predominar e persistir.

A resisténcia ao ciprofloxacino foi associada aos clusters G1407
(p<0,001), G225 (p< 0,001) (RC: 20,16; IC 95%: 2,57- 158,3; p= 0,004)
e ST338 (p< 0,001). Os isolados resistentes ao ciprofloxacino que nédo
pertenciam a nenhum cluster foram distribuidos em diferentes STs.
Desta forma, a resisténcia ao ciprofloxacino foi menos prevalente em
isolados dispersos ao longo da arvore filogenética do que nos isolados
pertencentes a clusters associados a resisténcia a esse antimicrobiano
(Figura 18). Esses resultados sugerem uma evolucdo clonal da
resisténcia ao ciprofloxacino nos gonococos circulantes na Grande
Floriandpolis.

A andlise filogenética dos 153 isolados de N. gonorrhoeae
(Figura 18) revelou que gonococos compartilharam o mesmo alelo tbpB
29 foram associados com resisténcia a azitromicina (p= 0,008) razdo de
chance 8,0 (IC 95%: 1,78-35,6, p= 0,006). Entretanto, ndo foi observada
associacdo entre clones de STs e resisténcia a azitromicina em paises da
Unido Europeia (CHISHOLM et al., 2013).
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Somente cinco isolados foram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos e destes, dois apresentaram o ST16509, descrito pela
primeira vez nesse estudo, e trés apresentaram STs conhecidos
(ST16456, ST240 e ST5031) e ndo compartilhavam entre si alelos
idénticos de porB e tbpB. Nemes-Nikodém e colaboradores, em 2014,
encontraram apenas dois isolados sensiveis aos mesmos seis
antimicrobianos avaliados no presente estudo, no entanto os STs (ST387
e ST9901) foram diferentes dos descritos no presente estudo.

8 CONCLUSAO

O presente estudo descreveu a primeira analise do perfil de
sensibilidade antimicrobiana, filogenia e determinantes genéticos da
resisténcia em isolados clinicos de N. gonorrhoeae circulantes na
Grande Floriandpolis. Embora a penicilina e a tetraciclina ja ndo
integrem os protocolos de tratamento recomendados no Brasil hd muito
tempo, estudar o perfil de resisténcia aos dois antimicrobianos na série
histérica é importante para compreender a circulacdo de plasmideos,
suas interagdes com a resisténcia e as clonalidades ligadas a resisténcia
plasmidial. As altas taxas de resisténcia ao ciprofloxacino salientam a
ineficacia desse antimicrobiano no tratamento empirico da gonorreia na
Grande Florianépolis. Embora no Brasil, sejam raros os relatos de
estirpes de N. gonorrhoeae apresentando resisténcia as ESCs, esse
estudo descreveu 13 isolados de N. gonorrhoeae com MIC=0,125ug/mL
para cefixima, um log abaixo do ponto de corte de resisténcia
determinado pelo EUCAST. Esses achados reforcam a importancia do
estabelecimento de programas de vigilancia da AMR em todo o
territorio nacional, principalmente para o monitoramento do perfil de
sensibilidade a ESCs e a azitromicina, atualmente utilizada juntamente
com a ceftriaxona no tratamento de infec¢bes gonocdcicas ndo
complicadas.

Além disso, estudar uma série histérica com métodos moleculares
permite conhecer 0s mecanismos envolvidos na determinacdo da
resisténcia antimicrobiana e as clonalidades relacionadas a resisténcia
plasmidial e cromossdmica.

O presente estudo ocorreu em paralelo ao estudo nacional de
vigilancia da AMR em N. gonorrhoeae, que foi um estudo transversal.
Portanto, estudar uma série histérica permitiu o embasamento da
sequéncia de resisténcia dos isolados, fato que coloca o estado de Santa
Catarina entre os fornecedores de dados sobre infeccdo por N.
gonorrhoeae, dados esses tdo raros no cenario Latino Americano.
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9 PERSPECTIVAS

e Promover a indugdo da resisténcia nos 13 isolados de N.
gonorrhoeae com MIC=0,125ug/mL para cefixima e posterior
sequenciamento do genoma total, como o objetivo de elucidar
0s mecanismos de resisténcia as ESCs.

e Realizar o sequenciamento do genoma total em isolados
resistentes a azitromicina e isolados com resisténcia
cromossdmica a penicilina e tetraciclina;

e Estudar os determinantes genéticos da resisténcia a azitromicina
em isolados de N. gonorrhoeae com sensibilidade intermediaria
e resistente a azitromicina.

Inverstigar 0os mecanismos da resisténcia nos nove isolados
resistentes ao ciprofloxacino, que ndo apresentaram mutagdes em gyrA e
parC.
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APENDICE 1 - DILUICAO DOS ANTIMICROBIANOS PARA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

(MIC)
Azitromicina (0,03-4 pg/mL)
Solugdo estoque: 1.000 ug/mL
Concentracao Concentracao final,
Tubo Concentracdo (pug/mL) Fonte Volume (mL) Agua destilada (mL) Intermediaria diluicdo no agar
(ug/mL) 1:10(pg/mL)
1 1.000 Estoque 0,4 9,6 40 4
2 40 Tubo 1 2 2 20 2
3 40 Tubo 1 1 3 10 1
4 40 Tubo 1 1 7 5 0,5
5 5 Tubo 4 2 2 2,5 0,25
6 5 Tubo 4 1 3 1,25 0,125
7 5 Tubo 4 1 7 0,6 0,06
8 0.6 Tubo 7 2 2 2 0,03

Adaptado de (CLSI, 2018).
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Cefixima (0,0005- 1,0 pg/mL)

Solugdo estoque: 1.000 pg/mL

Tubo Concentra¢do (pug/mlL)

1.000

[

10

10

10
1,25
1,25
1,25

0,16

O W N R W N

0,16

0,16

[y
o

11 0,02
12 0,02

Adaptado de (CLSI, 2018).

Fonte

Estoque

Tubo 1
Tubo 1
Tubo 1
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 10
Tubo 10

Volume (mL)

0,1

Agua destilada (mL)

9,9

Concentracao
Intermediaria

(ng/mL)

10

5
2,5
1,25
0,6
0,3
0,16
0,08
0,04
0,02
0,01
0,005

Concentracao final,
diluicio no agar 1:10
{ug/mL)

1

0,5
0,25
0,125
0,06
0,03
0,016
0,008
0,004
0,002
0,001
0,0005
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Ceftriaxona (0,0005- 1,0 pg/mL)
Solugdo estoque: 1.000 pg/mL

Concentracgdo Concentracgdo final,
Tubo Concentragdao (pg/mL) Fonte Volume (mL) Agua destilada (mL) Intermediaria diluicdo no agar 1:10
{ug/mL) {ug/mL)
1 1.000 Estoque 0,1 9,9 10 1
2 10 Tubo 1 2 2 5 0,5
3 10 Tubo 1 il 3 2,5 0,25
a4 10 Tubo 1 1 7 1,25 0,125
5 1,25 Tubo 4 2 2 0,6 0,06
6 1,25 Tubo 4 1 3 0,3 0,03
7 1,25 Tubo 4 i 7 0,16 0,016
8 0,16 Tubo 7 2 2 0,08 0,008
9 0,16 Tubo 7 1 3 0,04 0,004
10 0,16 Tubo 7 1 7 0,02 0,002
11 0,02 Tubo 10 2 2 0,01 0,001
12 0,02 Tubo 10 1 3 0,005 0,0005

Adaptado de (CLSI, 2018).
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Ciprofloxacina (0,001-32 pug/mlL)

Solugdo estoque: 1.000 pg/mL

Tubo

O 0 N VU R W N R

RBoRE R R R R
W B W N R O

16

Concentrac¢do (pg/mlL)

1.000

320

320

320
40
40
40

5
5
0,6
0,6
0,6
0,08
0,08

0,08

Adaptado de (CLSI, 2018).

Fonte

Estoque

Tubo 1
Tubo 1
Tubo 1
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 10
Tubo 10
Tubo 10
Tubo 13
Tubo 13

Tubo 13

Volume (mL)

W
N

E RPN R P N R R NP PR NR BN

Agua destilada (mL)

9
]

NOWON N WN N WN N W NN WN

Concentraciao
Intermediaria
(ng/mL)

320

160
80
40
20
10

[

2,5

1,25
0,6
0,3

0,16
0,08
0,04
0,02

0,01

Concentracao final,
diluicdo no agar
1:10(ug/mL)

32

[
)]

= N b

0,5
0,25
0,125
0,06
0,03
0,016
0,008
0,004
0,002

0,001



Penicilina (0,016-128 pg/mL)

Solucdo estoque: 10.000 pug/mL

Tubo

N

O W N O U A W N

12

13

14

Adaptado de (CLSI, 2018).

Concentragdo (pg/mL)

10.000

1280
1280
1280
160
160
160
20
20
20
2,5
2.5
2,5

0,3

Fonte

Estoque

Tubo 1
Tubo 1
Tubo 1
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 4
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 7
Tubo 10
Tubo 10
Tubo 10

Tubo 13

Volume (mL)

o
N
[

N P R N F R N PR P NR RPN

Agua destilada (mL)

»
N
N

N N W N N WN N WN N W

Concentracao
Intermediaria

(ug/mL)

1280

640
320
160
80
40
20
10
5
2,5
1,25
0,6
0,3

0,16

165

Concentracao final,
diluicdo no agar 1:10
{ug/mL)

128

BN R~

0,5
0,25
0,125
0,06
0,03

0,016
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Tetraciclina (0,06-32 pg/mL)
Solugdo estoque: 1.000 pg/mL

Concentracao Concentracdo final,
Tubo Concentracdo (ug/mL) Fonte Volume (mL) Agua destilada (mL) Intermedidria diluicdo no agar 1:10
(ng/mL) (ng/mL)

1 1000 Estoque 3,2 6,8 320 32

2 320 Tubo 1 2 2 160 16

3 320 Tubo 1 1 g 80 8

4 320 Tubo 1 1 7 40 4

5 40 Tubo 4 2 2 20 2

6 40 Tubo 4 1 3 10 1

7 40 Tubo 4 1 7 5 0,5

8 5 Tubo 7 2 2 2,5 0,25

9 5 Tubo 7 1 3 1,25 0,125

10 5 Tubo 7 1 7 0,06 0,06

Adaptado de (CLSI, 2018).
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APENDICE 2 - PREPARO DO MEIO COM ANTIMICROBIANO

A~ N N N N/

f— 1,024mL ATH 2mlL 1mL 1 mL 2ml 1imlL 1mL ZmlL 1mL
g,976mL
o 2mL H,0 ImLH,0 TmLH,0 ImL H.0 3mLH,0 7mL H,0 2mL H,0 3mLH,0
2

o, |
Soluglo Estoque 10240 pg/mlL 5120 pg/mL 2560 pg/mL 1220 pg/mL 640 pg/mL 320 pgfmlL 160 pg/mL 20 pg/mlL 40 pg/mlL
Espectinomicina

[ ]100.000 lz,smL lQ,SmI. lEJSmL ll,SmL lQ,SmI. lZ,EmI. lE,SmL lZ,EmL lEJSmL

C m m m m om o om o om

[' 225mL / 22,5mL l 22,5mL [ 22,5mlL [ 22,5mL l 22.5mlL [ 225mL [ 22,5mL [ 22,5mL
Agar GC fgar GC Agar GC Agar GC fgar GC Agar GC Agar GC Agar GC Agar Gt
-

1024 pg/fmlL 512 pg/mL 255 g/mL 128 pg/mL &4 pg/mL 32 pg/mL 1€ pgfmL 8 pg/mL 4 pg/mL

Fonte: (MARTINS, 2018)
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APENDICE 3: PREPARO DA SUSPENCAO BACTERIANA E INOCULAGAO NAS PLACAS COM
ANTIMICROBIANO

0,5 mL
|o,5 mL I
0,5 mL
- 4,5mL 4,5 mL 4,5 mL
caldo MH caldo MH caldo MH
Cultivo 18-24h dos Suspensdo
isolados clinicos bacteriana: 0,5 250pL de cada
- > Mc Farland diluigdo

MeRACELL 1501 | © U = = ==\ . ~
v i‘ ¢ ) ¢ ) € ) Pipetar a suspensao
o bacteriana de cadaisolado

Incubar durante 24h a + 352C c > )

em um pogo
em atmosfera de 5% de CO, pos

Fonte: (MARTINS, 2018)



APENDICE 4: CONTROLE DE QUALIDADE

Tabela 18: Intervalo de MIC aceitaveis e categorizagéo sensibilidade das cepas referencia WHO recomendadas para o controle de
qualidade da MIC.
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AM Cepas Referencia WHO? ATCC
(mg/L) WHO F WHO G WHO K WHO L WHO M WHO N WHO O WHO P 49226°
PEN 0,032 (S) 0,5 (1) 2,0(R)CMRNG | 2,0 (R)CMRNG |>32,0(R) PPNG® |>32,0 (R)PPNG? |>32 (R)PPNG? | 0,25 () 0,25-1,0
CFX <0,016 (S) | <0,016 (S) 0,25 (LLR) 0,125 (S) <0,016 (S) <0,016 (S) 0,016 (S) <0,016 (S) | 0,004-0,03
CRO <0,002 (S) 0,008(S) 0,064 (S) 0,25 (LLR) 0,016 (S) 0,004 (S) 0,032 (S) 0,004 (S) | 0,004-0,016
AZT 0,125(S) 0,25 (S) 0,25 (S) 0,5 (1) 0,25 (S) 0,25 (S) 0,25 (S) 4,0 (R) 0,25-1,0

CIP 0,004 (S) | 0,125 (LLR) >32 (HLR) >32 (HLR) 20 (R) 40 (R) 0,008 (S) 0,004 (S) | 0,001-0,008
TET® 0,25(S) | 32 (R) TRNG 2,0 (R) 2,0 (R) 2.0 (R) 16 (R) TRNG 2,0 (R) 1,0 (1) 0,25-1,0

B_
Néo Néo Néo Néo Sim Sim Sim Néo Néo
lactamase

AM: Antimicrobiano; PEN: Penicilina G, CFX: Cefixina; CRO: ceftriaxona, AZT: Azitromicina; CIP: Ciprofloxacino;
TET: Tetraciclina; S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; LLR: low-level resistant; HLR: high-level resistant. * As
MICs aceitaveis para cada antimicrobiano é o valor da tabela + uma diluigdo da MIC (UNEMO et al., 2016). ™ Intervalo de
(CLSI, 2018). © Sempre é considerado PPNG pela produgdo da enzima [-lactamase,
independente do valor da MIC (UNEMO et al., 2016).

MIC recomendados pelo CLSI
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