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RESUMO

Introducio: Neisseria gonorrhoeae, agente etioldogico da gonorreia, ¢ um patogeno humano
obrigatorio que acomete as mucosas do trato genital inferior, reto, orofaringe, conjuntiva € em
casos raros, pode evoluir para artrite gonococica e sepse. O gonococo ¢ considerado uma
ameaga a saude publica devido ao surgimento de cepas resistentes aos antimicrobianos de todas
as classes utilizadas para o tratamento da infeccdo gonococica. Dessa forma, para conter o
avanco da transmissdo de cepas resistentes, € necessario que os paises realizem vigilancia das
cepas circulantes, a fim de adequar os esquemas terapéuticos nacionais. O objetivo deste estudo
foi otimizar duas etapas importantes nos estudos de vigilancia, que consistem no
armazenamento da amostra coletada até seu processamento € no tempo e temperatura de
congelamento dos isolados recuperados até seu envio para o laboratorio de referéncia, onde sdo
realizados os testes de sensibilidade antimicrobiana. Materiais e métodos: 15 cepas do
gonococo foram armazenadas em criotubos contendo caldo casoy e glicerol e mantidas a -20
°C e -80°C por longos periodos de tempo. 4 cepas foram mantidas em dois meios de transporte
comerciais por diferentes periodos de tempo. A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada
através de semeadura em agar chocolate. Resultados: Apos 30 dias, apenas 53% das cepas
provenientes da suspensdo em escala 1 de McFarland apresentaram viabilidade. Na
concentracdo em escala 2 de McFarland, 80% das cepas permaneceram vidveis. As cepas
armazenadas a -80°C se encontravam viaveis apds 150 dias. No meio Amies com carvao
(Copan®), observou-se viabilidade por um periodo minimo de 24 h, e no meio ESwab — amies
liquido (Copan®) por até 72 h. Discussio: A concentragdo bacteriana afetou a sobrevivéncia
das cepas armazenadas a -20°C. O meio Amies com carvao manteve a viabilidade celular até
24 horas e o meio ESwab — amies liquido até 72 horas. O perfil fenotipico de resisténcia nao
influenciou o perfil de crescimento das cepas analisadas. Conclusao: Apoés 30 dias de
armazenamento, grande parte das cepas armazenadas a -20°C perde a viabilidade, enquanto a
temperatura de -80°C a viabilidade celular se mantém por 150 dias ou mais. O meio Amies com
carvao manteve as cepas vidveis por 24 horas, € 0 meio ESwab - Amies liquido por 72 horas.
A otimizagao destas etapas pode promover a participagdo de mais centros sentinelas nos estudos

de vigilancia, aumentando a representatividade das diferentes regides do Brasil.

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae. Vigilancia. Armazenamento.



ABSTRACT

Introduction: Neisseria gonorrhoea, etiologic agent of gonorrhoea, is a human obligatory
pathogen that affects the lower genital tract, rectum, oropharynx and ocular’s mucosas, and in
rare cases it can evolve into sepsis. The gonococcus is considered to be a threat to public health
since there are cases of resistant strains to all classes of antimicrobials used for the treatment of
gonococcal infection. Therefore, to stop the advance of resistant strains’ transmission it is
necessary that countries perform surveillance of the circulating strains, so it’s possible to
adequate the national therapeutic schemes. In the present study we have the aim to optimize
two important steps of the surveillance studies, that consists in the collected sample storage
until its processing and freezing of bacterial isolates recovered from samples until it is sent to
reference laboratory, where the antimicrobial sensibility tests are performed. Results: After 30
days of storage, only 53 % of the strains from the bacterial suspension 1 McFarland remained
viable. At concentration of 2 McFarland, 80 % of the strains remained viable. The strains
storaged at -80°C were viable after 150 days. At the Amies with charcoal (Copan®) medium it
was observed viability for a minimum period of 24 hours, and at the ESwab- liquid Amies
(Copan®) medium the maximum period was 72 hours. Materials and methods: 15 gonococcal
strains were stored in cryotubes containing tryptic soy broth and glycerol e kept at -20 °C e -
80°C for a long period of time. 4 strains were stored into two commercial transport mediums
for different period of time. The cellular viability was evaluated through chocolate agar growth.
Discussion: The bacterial concentration affected the survival of strains storaged at -20°C.
Amies with charcoal medium kept cellular viability for 24 hours and ESwab — liquid Amies for
72 hours. The resistence profile didn’t influence the growth of the analysed strains. Conclusion:
After 30 days of storage, a great part of the strains kept at -20°C loses viability. At -80°C, the
strains can maintain their viability for 150 days or more. The Amies with charcoal medium is
able to store the strains for at least 24 hours, and the ESwab — Amies liquid medium for 72
hours. The optimization can promote the participation of more sentinel sites, increasing the

representation of different regions of Brazil in the surveillance studies.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae. Surveillance. Storage.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Diplococos intracelulares, sugestivos de NG, corados com Gram (seta)... 17

Figura 2- Fatores de viruléncia associados a membrana externa de N. gonorrhoeae 18

Figura 3- Teste de disco-difusdo de N. gonorrhoeae em meio GC...............cc.cc........ 22
Figura 4- Meio Amies com carvao (Copan®).........cceeecveeeeerieeeiieeenirieenreeesreeesevee e 26
Figura 5- Meio ESwab — amies liquido (Copan®)..........cccccveeeiieeriieerieeeniee e 27

Figura 6- Crescimento da cepa WHO W a -20 °C apos 30 dias de armazenamento .31
Figura 7- Crescimento da cepa WHO W a -20 °C apos 30 dias de armazenamento .31
Figura 8- Crescimento da cepa WHO W a -80 °C apos 60 dias de armazenamento .32

Figura 9- Crescimento das cepas de NG armazenadas a -80°C apds 120 dias .......... 34
Figura 10- Crescimento da WHO W apds 150 dias 2 -80°C........cceevveiverieecieennnnne. 34
Figura 11- Cepas WHO L e WHO V mantidas em meio Amies com carvao............ 35
Figura 12- Crescimento das cepas WHO F e WHO X ap0s 48 h ...c.coovveiiiiiennnnne 36
Figura 13- Crescimento da cepa WHO L ap0s 48 h.....ooovvviiiiiiiiiiiieee 37
Figura 14- Crescimento de NG do meio Amies liquido ap6s 24 h.......ccceeevveeneennnee. 40

Figura 15- Crescimento de NG do meio Amies liquido ap6s 48 h.......ccevvvvvennennnee. 41


file:///C:/Users/Ketlyn/Desktop/TCC/TCC%20II_%20KETLYN_Luiza.docx%23_Toc58917187

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Testes bioquimicos para identificagdao de N. gonorrhoeae......................... 21
Tabela 2- Crescimento das cepas de N. gonorrhoeae (ap6s 0, 30, 60 e 90 dias) ....... 28
Tabela 3- Crescimento das cepas N. gonorrhoeae a -80°C (ap6s 120 e 150 dias).....33



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMR do inglés Antimicrobial Resistence

BHI do inglés Brain Heart Infusion

CEACAM do inglés Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
CLSI do inglés Clinical and Laboratory Standards Institute

DCCI Departamento de doengas de condigdes cronicas e infecgdes sexualmente

transmissiveis
DNA do inglés deoxyribonucleic acid
EUCAST do inglés European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
g grama
HIV do inglés Human immunodeficiency virus
HSH homens que fazem sexo com homens
IM Intramuscular
ISTs Infeccdes sexualmente transmissiveis
LBMMS Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia
LOS do inglés lipooligosaccharide
mg miligrama
MIC do inglés minimum inhibitory concentration
mL mililitro
MS Ministério da Satude
NAATS do inglés Nucleic acid amplification tests

NG Neisseria gonorrhoeae



OMS Organizacao Mundial da Saude

PCDT Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas
RNA do inglés Ribonucleic acid

SVS Secretaria de Vigilancia em Satude

Ttp do inglés type four pili

UFC Unidades Formadoras de Colonia

UFSC Universidade Federal de Santa Catarina

WHO do inglés World Health Organization



SUMARIO

1 INTRODUCAO .15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cucuevverrerressessessessesssssessssssssessessessessessesssssssesss 17
2.1 NEISSERIA GONORRHOEAE ...........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeesee e 17
2.2 GONORREIA .......coooimioeeeeeeeeeeeee oo eeee e 18
2.3 EPIDEMIOLOGIA ........ooouieeeeeeeeeeeeeee e seee e 19
2.4 DIAGNOSTICO ... 20
2.5 TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIMICROABIANOS ................... 23
3 OBJIETIVOS ....ooeeereeresressessessessessssssssssssssssssessesssssessessssssssssessessessssssessessssssseses 24
3.1 OBJETIVO GERAL ..o 24
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o, 24
4 MATERIAIS E METODOS .....cvvereresresressessessessessessessessssssessessessessessessessesesse 25
4.1 CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEAE ............coeooeeeeveeeeseseeeeeeeeereeeennns 25
42 PREPARACAO DA SUSPENSAO BACTERIANA .......cc.coovvoiieeeeeeeeereenn. 25
43 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ......cc.cooovviivieeeeeeeeeeeereene 25
4.4 MEIOS DE TRANSPORTE ........ooovuiiiiieeeeeeeeeeeeseee oo 26
5 RESULTADOS .28
5.1 VIABILIDADE  CELULAR EM  LONGOS  PERIODOS DE
ARMAZENAMENTO ......oovieiieeeeeeeeeeeesee e nes s esneens 28
52 VIABILIDADE CELULAR EM DIFERENTES MEIOS DE TRANSPORTE ... 35
6 DISCUSSAOQ ...cueeeerreereresesssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesessssssssssssssssesess 38
6.1 LONGOS PERIODOS DE ARMAZENAMENTO .......cccccooiviiieieeeeeeeeeenns 38
6.2 DIFERENTES MEIOS DE TRANSPORTE .........ooovvivieeieieeeeeeeeeeeeeeeseeenes 39
7 CONCLUSAO . ....covetrreereresssssessesssessssssssssessssssessesssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssses 42
8 REFERENCIAS .. 44

APENDICE A- FENOTIPO DE RESISTENCIA DAS CEPAS WHO



15

1 INTRODUCAO

Neisseria gonorrhoeae (NG), ou gonococo, ¢ o agente etiologico da gonorreia, uma
infec¢ao sexualmente transmissivel (IST) que permanece como um grande problema de saude
publica global. A vigilancia realizada pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) em isolados
clinicos do gonococo, tem identificado cepas resistentes a maioria dos antimicrobianos
disponiveis, destacando a possibilidade iminente da transmissao de infec¢des gonocdcicas
intrataveis (QUILLIN; SEIFERT, 2018). Em 2016, estimou-se 87 milhdes de novos casos de
gonorreia em um ano, 0s quais aconteceram, em sua maioria, em paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento (ROWLEY et al., 2019).

O gonococo infecta mucosas humanas, as quais incluem uretra, endocérvice, faringe,
conjuntiva e reto. Em alguns casos, principalmente em mulheres, a infeccdo gonocdcica pode
evoluir para quadros complicados, como salpingite, doenca inflamatéria pélvica e bacteremia.
Se ndo tratada, ou tratada incorretamente, pode levar a esterilidade, gravidez ectopica, artrite
séptica e morte (HILL; MASTERS; WACHTER, 2016).

Em 2016, as Nagdes Unidas apoiaram a estratégia global da OMS 2016-2021 no setor
de saude em infeccOes sexualmente transmissiveis. A principal meta dessa estratégia ¢ a
redugdo de 90% na incidéncia mundial de gonorreia mundialmente. Para alcangar esta meta,
conhecer o perfil de resisténcia antimicrobiana do gonococo ¢ um dos fatores importantes e
precisa ser identificado, o que s6 € possivel por meio do fortalecimento da rede de vigilancia
nos paises, principalmente nos que possuem alta taxa de transmissdo de HIV e outras ISTs (WI
etal., 2017, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Desde 2015, o Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia
(LBMMS) atua como centro coordenador do projeto nacional de vigilancia da resisténcia de
Neisseria gonorrhoeae aos antimicrobianos no Brasil. Os resultados do primeiro estudo
demonstraram mais de 50% de resisténcia ao ciprofloxacino nos isolados circulantes no pais,
medicamento utilizado para o tratamento da infec¢ao gonococica até¢ 2017. Dessa forma, o
Ministério da Satude brasileiro atualizou o protocolo de tratamento levando em consideragao os
dados obtidos no estudo (BAZZO et al., 2018; BRASIL, 2017).

N. gonorrhoeae ¢ caracterizada por ser fastidiosa e requintadamente adaptada ao seu
nicho, as mucosas humanas. Dessa forma, sua capacidade bioquimica foi afetada, limitando sua
fonte de carbono apenas a glicose. Além disso, o gonococo perdeu sua capacidade de sintetizar

nutrientes que estdo disponiveis nos tecidos infectados, o que reforca a necessidade de
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suplementagdo nos meios de cultivo e armazenamento (MCSHEFFREY; GRAY-OWEN,
2014). .

NG e Martin (2005) propuseram alguns métodos para transporte e armazenamento de
culturas de N. gonorrhoeae. Para armazenamento das culturas congeladas, a recomendagao
proposta foi realizar uma suspensdo bacteriana em caldo cérebro-coragdo (BHI) e 20% de
glicerol e armazena-la em freezer -80°C ou nitrogénio liquido, e, quando necessario, o
transporte deveria ser realizado em gelo seco. No caso de transporte a temperatura ambiente,
os autores sugerem utilizar swabs comerciais em meio contendo agar com ou sem carvao
ativado para manter o gonococo viavel durante 6 a 12 h (NG; MARTIN, 2005).

Os resultados deste estudo puderam otimizar etapas importantes dos estudos de
vigilancia dos isolados de NG, oferecendo respostas sobre o comportamento do gonococo em
diferentes meios de transporte ou condigdes de armazenamento, diminuindo custos com o

transporte e melhorando a manutencao das cepas no laboratorio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NEISSERIA GONORRHOEAE

Neisseria gonorrhoeae (NG), 0 gonococo, caracteriza-se por ser uma bactéria fastidiosa,
diplococo gram-negativa e oxidase-positiva. E um patdgeno humano obrigatorio pertencente a
familia Neisseriaceae, que compreende o género Neisseria € a0 menos outras 23 espécies,

dentre as quais o patdgeno oportunista Neisseria meningitidis. E o unico patégeno verdadeiro

do seu género (MCSHEFFREY; GRAY-OWEN, 2014; UNEMO et al., 2019).

Figura 1- Diplococos intracelulares, sugestivos de NG, corados com Gram (seta

Fonte: LBMMS, 2020.

Por ser adaptada aos nichos em que habita, NG teve a capacidade bioquimica afetada, o
que restringiu sua fonte de carbono apenas a glicose e diminuiu a capacidade de sintetizar
nutrientes prontamente disponiveis nos tecidos infectados, reforcando a necessidade de
suplementagdo dos meios de cultivo e armazenamento (MCSHEFFREY; GRAY-OWEN,
2014).

As proteinas Opa sao nomeadas dessa forma devido a capacidade de conferir morfologia
opaca as colonias de Neisseria gonorrhoeae. Sao responsaveis por promover aderéncia

intercelular e adesdo e invasao as células do hospedeiro. As proteinas Opa se ligam as moléculas
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CEACAM (com especificidade as CEACAM das células humanas), e dao inicio ao processo de
interiorizagao das bactérias as células do hospedeiro (ISLAM et al., 2018).

Neisseria gonorrhoeae possui duas classes de porinas: IA (PorB1A) e IB (PorB1B),
cuja estrutura nativa € trimérica e formada por trés polipeptideos que conferem conformagao
de barril  pregueado a molécula. As porinas formam poros permitindo a troca de ions entre a
bactéria ¢ o ambiente em que se encontra. Além disso, as porinas do tipo PorB1A foram
associadas ao aumento da capacidade de invasao bacteriana (MASSARI et al., 2003).

As moléculas LOS (lipooligossacarideos) sdo um complexo glicolipidico que consiste
em trés cadeias oligossacaridicas. Através de sialyltransferases presentes no tecido infectado, o
LOS pode sofrer sialilagdo, o que promove a inibigdo da ativacao das vias classica e alternativa
do sistema complemento (SHAUGHNESSY; RAM; RICE, 2019).

O gonococo faz uso de diversos outros meios para sobreviver ao sistema de defesa do
hospedeiro. Para evitar a opsonizagdo por anticorpos, algumas estruturas responsaveis por
causar a infec¢do, como pili tipo IV (Tfp) e LOS, sofrem alteragdo antigénica, enquanto PorB
possui grande variagdo alélica. O gonococo também estimula a liberacdo de interleucina-10,

que ajuda a suprimir a resposta imune mediada por células T (PALMER; CRISS, 2018).

Figura 2- Fatores de viruléncia associados @ membrana externa de N. gonorrhoeae

Proteina Opa

Membrana
1 | Externa
* [’_‘)
- O
LOS Membrana
Interna

: Pili tipo IV
Citoplazma

Fonte: Adaptado de QUILIN e SEIFERT (2019).

2.2 GONORREIA
Neisseria gonorrhoeae € responsavel por causar a gonorreia em humanos, uma infec¢ao
sexualmente transmissivel. Esta bactéria infecta mucosas humanas, as quais incluem uretra,

endocérvice, faringe, conjuntiva e reto. Em alguns casos, principalmente em mulheres, que sdo
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um grupo majoritariamente assintomatico, a infeccdo gonococica pode evoluir para quadros
complicados, como salpingite, doenga inflamatoria pélvica, artrite gonococica e, em casos
raros, bacteremia. Se ndo tratada, ou tratada incorretamente, pode levar a esterilidade, gravidez
ectopica, artrite séptica e morte. Na gravidez ha risco de transmissao vertical, que pode dar
origem a infeccdo da mucosa ocular do neonato (HILL; MASTERS; WACHTER, 2016;
UNEMO et al., 2019).

A sintomatologia classica no sexo masculino ¢ a uretrite aguda, que causa disuria e
origina um exsudato purulento, que contém predominantemente neutréfilos polimorfonucleares
e gonococos intracelulares. A infeccdo raramente ira ascender ao trato urogenital masculino
(MCSHEFFREY; GRAY-OWEN, 2014). Em mulheres, os principais sintomas sao aumento ou
mudangas na secre¢do vaginal, dor abdominal inferior e distiria (BIGNELL; UNEMO, 2013).

A transmissdo de N. gonorrhoeae ocorre através de relagdes sexuais por via vaginal,
anal ou oral sem prote¢do. O gonococo adere ao esperma e ¢ facilmente transmitido do homem
as suas parcerias durante as relagdes sexuais. Para aderir ao epitélio uretral masculino, a
superficie bacteriana precisa estar livre de 4cido sialico e para isso necessita que o LOS seja
dessialidado. Estudos mostram que a microbiota cervicovaginal feminina secreta sialidases
bacterianas, que garantem a transmissao eficiente (QUILLIN; SEIFERT, 2018).

Apos a associagdo com as células, as bactérias sdo internalizadas no interior de vactiolos
na superficie apical das células epiteliais. No interior dos vactolos, o gonococo replica e faz
transcitose para a superficie basolateral das células, até o rompimento que os libera para o
espago subepitelial. Essa cascata de eventos resulta na indu¢do do processo inflamatorio e

infeccdo de outras células epiteliais (SHAUGHNESSY; RAM; RICE, 2019).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Em 2016, estimou-se 87 milhdes de novos casos de gonorreia em um ano, os quais
acontecem, majoritariamente, em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. No Brasil,
estima-se que ocorram cerca de 9 milhdes de casos de gonorreia por ano entre pessoas de 15 a
49 anos (COSTA-LOURENCO et al., 2017; ROWLEY et al., 2019).

A infecgdo pelo gonococo esta associada a infeccao por outras ISTs, como Chlamydia
trachomatis (CREIGHTON, 2014), e estudos apontam que a infec¢do gonocdcica aumenta as

chances de transmissao do virus HIV (GUVENC; KAUL; GRAY-OWEN, 2020).
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A prevaléncia de gonorreia, além de ser maior em jovens adultos que vivem em paises
subdesenvolvidos, também ¢ maior entre grupos minoritarios, como a populagdo de Homens
que fazem sexo com homens (HSH), pessoas transgéneras, trabalhadores do sexo e

comunidades indigenas (KIRKCALDY et al., 2019).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagndstico de gonorreia em homens ¢ feito principalmente de forma sindromica, ja
que a maioria das infec¢des apresentam sintomatologia classica. No entanto, o esfregaco corado
com a coloracdo de Gram também pode ser usado para auxiliar no diagnostico. A grande
maioria das mulheres sdo assintomaticas, ou desenvolvem sintomas inespecificos. Além disso,
apenas 40% a 60% dos esfregagos de secrecdes cervicais detectam a presenca dos diplococos
Gram negativos. Nestas situagdes, ou quando as infecgdes ocorrem em sitios extragenitais,
necessita-se de outros métodos diagnosticos, como a cultura e testes de amplificagdo de acidos
nucleicos (NAATS), que detectam DNA ou RNA bacteriano (PCDT, 2020; UNEMO et al.,
2019).

Em amostras do trato urogenital de homens sintomadticos, a cultura ¢ altamente
especifica e sensivel, mas amostras de sitios extragenitais como conjuntiva, reto e orofaringe
necessitam de condic¢des ideais para crescimento e, como os swabs de secrecao vaginal e urina,
raramente observa-se o crescimento do gonococo (MEYER; BUDER, 2020).

Para identificacdo e diferenciacdo das espécies de Neisseria, o teste da catalase pode ser
utilizado. As cepas de NG produzem grande quantidade de catalase, e as colonias do gonococo
produzem borbulhamento répido e intenso quando em contato com uma gota de peroxido de

hidrogénio (H20:) (SAGINUR et al., 1982).
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Tabela 1- Testes bioquimicos para identificacdo de N. gonorrhoeae

Atividade enzimatica Resultado Producao de acido Resultado
Oxidase + Glicose +
Catalase + Maltose -
DNase - Lactose -
Beta-galactosidase - Sucrose -
Metabolismo Resultado Sensibilidade
antimicrobiana
Redugao de nitrato - Colistina Resistente
Produgao de polissacarideos - Vancomicina Resistente
Trimetoprima Resistente

Fonte: Adaptado de Molecular Medical Microbiology (MCSHEFFREY; GRAY-OWEN, 2014)

Devido a crescente AMR, faz-se cada vez mais necessaria a realizagdo de testes de
sensibilidade para triagem de cepas com alta resisténcia. KING (2001) recomenda o método de
disco-difusdo (Figura 3) para triar as cepas, aliado a determinacdo do MIC ou outro método
para confirmar a resisténcia, pois este teste oferece apenas um resultado aproximado da

sensibilidade bacteriana (KING, 2001).
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Figura 3- Teste de disco-difusdo de N. gonorrhoeae em meio GC

Fonte: Martins, 2018.

A determinagdo do MIC pelo método de agar diluigdo é padrdo ouro para determinar a
susceptibilidade bacteriana aos antimicrobianos. Os meios de cultura utilizados, como o GC,
sdo meios a base de proteinas de carne ou leite, fontes de nitrogénio e aminoacidos, amido de
milho, fosfato de potassio para tamponar o meio e cloreto de sodio e adi¢ao de agar (SPENCE;
WRIGHT; CLARK, 2008).

Disponiveis comercialmente, também se encontram fitas de gradiente de concentragio
para determinagdo de MIC, como o ETEST® da bioM¢érieux, que oferecem uma alternativa
mais rapida ao método de agar diluicdo. No entanto, sdo testes caros (JONSSON et al., 2018).

Apesar de ser um método confiavel para determinar a concentragdo inibitéria minima,
o método de 4gar diluigcdo € complexo e laborioso, o que faz com que esse método seja utilizado
apenas para fins de pesquisa. Além disso, nem todos os antimicrobianos possuem ponto de corte
definido pela EUCAST e CLSIL

As caracteristicas fastidiosas de N. gonorrhoeae tornam seu cultivo um desafio e fazem
com que na pratica a determinagdo de sensibilidade ndao seja aplicavel a rotina de um
laboratorio. Por mais que seja de extrema necessidade a triagem de cepas resistentes no atual
cendrio de resisténcia antimicrobiana, os testes de sensibilidade ainda precisam ser
aprimorados, para que essa seja uma pratica mais acessivel e possibilite a ampla testagem das

amostras clinicas, favorecendo os estudos de vigilancia.
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2.5 TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIMICROABIANOS

Em paises que nao realizam vigilancia de resisténcia antimicrobiana, a Organizagao
Mundial da Satide recomenda a terapia combinada de ceftriaxona 250 mg intramuscular (IM)
dose tnica, mais azitromicina 1 g oral dose tinica (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). No Brasil, a recomendacdo ¢ a administracdo combinada de ceftriaxona 500 mg 1M,
dose tnica, mais azitromicina 500 mg, dois comprimidos por via oral (PCDT, 2020). Uma vez
que os estudos de vigilancia permitem a adaptacao dos protocolos de tratamento, a terapia de
escolha pode variar de acordo com o perfil de sensibilidade apresentado pelas cepas que estdo
circulando em cada regido.

A vigilancia realizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em isolados clinicos
do gonococo, tem identificado cepas resistentes a maioria dos antimicrobianos disponiveis,
destacando a possibilidade iminente da transmissdo de infecgdes gonococicas intrataveis
(QUILLIN; SEIFERT, 2018). Foram descritas cepas do gonococo resistentes a todas as classes
de antimicrobianos, inclusive a ceftriaxona, que pertence a classe dos antimicrobianos de
primeira linha usados no tratamento atualmente (OHNISHI et al., 2011; UNEMO; SHAFER,
2014).

O Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS) atua desde
2015 como centro coordenador do projeto nacional de vigilancia da resisténcia de Neisseria
gonorrhoeae aos antimicrobianos, uma parceria da UFSC com o DCCI/SVS/MS
(Departamento de Doengas de Condigdes Cronicas e Infecgdes Sexualmente Transmissiveis/
Secretaria de Vigilancia em Saude/ Ministério da Satde). O objetivo do projeto € realizar
vigilancia das cepas de gonococo circulantes no Brasil, rastreando os casos de resisténcia
antimicrobiana e tragando o perfil de sensibilidade de diferentes regides do Brasil. No primeiro
estudo, foram incluidos 550 isolados clinicos provenientes de amostras de secrecdo uretral
masculina. Os isolados foram coletados em 7 centros sentinelas, que representam as 5 regioes
brasileiras, e enviados ao LBMMS para realizagao dos testes de sensibilidade. Os resultados do
primeiro estudo demonstraram mais de 50% de resisténcia ao ciprofloxacino nos isolados
circulantes no pais, medicamento utilizado para o tratamento da infec¢do gonococica até entdo,
0 que resultou na mudanga do protocolo de tratamento adotado pelo Ministério da Saude

brasileiro (BAZZO et al., 2018; BRASIL, 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a viabilidade celular de Neisseria gonorrhoeae em diferentes temperaturas de

armazenamento e diferentes meios de transporte.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar o tempo de viabilidade celular de NG em dois meios de transporte comerciais;
Comparar a viabilidade de cepas de NG armazenadas a -20°C e a -80°C;
Observar se os diferentes fendtipos de NG interferem no periodo de viabilidade celular das
cepas armazenadas em diferentes temperaturas e diferentes meios de transporte;

Verificar a influéncia da concentragao bacteriana nos meios de armazenamento.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEAE

Foram utilizadas 14 cepas de referéncia da Organizacdo Mundial da Satde e 1 cepa
ATCC (ATCC 49226®). O painel de cepas WHO foi escolhido por representar a diversidade

espécie e ter os determinantes de resisténcia genotipicos e fenotipicos definidos.

4.2 PREPARACAO DA SUSPENSAO BACTERIANA

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir do cultivo de cepas que estavam
congeladas em freezer -80°C. As cepas foram semeadas em agar chocolate (Laborclin®) e
cultivadas em temperatura de 36+1°C + 5% CO: por 24 horas.

Para o experimento que avaliou o armazenamento das cepas, foram preparados
in6culos em triplicata e para cada uma das cepas utilizadas, nas concentragdes de 1 McFarland
e 2 McFarland com o auxilio de um nefelometro (DensiCHEK™ Plus Biomérieux®). Em
seguida foram armazenados em criotubos contendo Casoy (Tryptic Soy Broth, Difco®) com
20% de glicerol (Sigma-Aldrich®).

Para avaliar o meio de transporte ESwab — amies liquido (Copan®) foram preparados
in6culos bacterianos em salina (NaCl 0,9%) estéril na concentragdo de 2 McFarland, para as
cepas WHO F, L, V e X e em triplicata. Os swabs foram mergulhados nos indculos, devolvidos
ao frasco contendo o meio de transporte € mantidos em temperatura ambiente até que o tempo
necessario para analise fosse atingido. A avaliacdo do meio Amies com carvao (Copan®) foi
feita a partir de indculos das cepas WHO F, L, V e X na escala 0,5 McFarland, em solucao de
salina (NaCl 0,9%) estéril. Os swabs também foram mergulhados na solugdo contendo os

in6culos e permaneceram em temperatura ambiente pelo periodo necessario até a analise.

4.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo da viabilidade celular ap6s o armazenamento das cepas de N. gonorrhoeae
em temperatura de -20°C e -80°C foi feita a partir da semeadura dos in6culos mantidos nos
criotubos em placas contendo dgar chocolate. Para garantir que as cepas se encontravam viaveis
a partir do primeiro dia do preparo dos indculos, foram realizadas semeaduras em agar
chocolate a partir dos criotubos antes do congelamento inicial. As placas de agar chocolate
foram incubadas em temperatura de 36+1°C + 5% CO: e, apos 24 horas, foi realizada a

visualizagdo do crescimento bacteriano. Durante os proximos 5 meses subsequentes, foram
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realizadas semeaduras sob as mesmas condi¢des acima citadas, uma vez a cada 30 dias, para as
180 aliquotas armazenadas.

A avaliagcdo dos inoculos mantidos nos meios de transporte foi feita através da
semeadura, utilizando os swabs, em meio agar chocolate e incubacdo em temperatura de
36£1°C + 5% CO.. Apds 24 horas foi observado o crescimento bacteriano. Para o meio de
transporte Amies com carvao (Copan®) foram realizadas semeaduras nos tempos de 0 h, 4 h, 8
h, 12 € 24 h, e para o meio ESwab — amies liquido (Copan®) foram realizadas semeaduras nos

tempos O h, 24 h, 48 h, 72 ¢ 96h.

4.4 MEIOS DE TRANSPORTE

Os meios ESwab — amies liquido (Copan®) e Amies com carvao (Copan®) sdo meios
de transporte comerciais utilizados para manter a viabilidade celular de organismos aerébios,
anaerobios e fastidiosos, como N. gonorrhoeae. A formulagdo ¢ uma modificagdo do meio
Amies (AMIES, 1967), e contém tampao fosfato, sais de calcio e magnésio, cloreto de sddio e
tioglicolato de sddio. O meio de transporte contendo carvao consiste em um tubo que contém,
além do meio Amies, agar na formulagdo, e um swab com ponta em Rayon®, que ¢ utilizado
para a coleta. O meio de transporte ESwab contém um tubo com 1 mL de meio Amies e
acompanha um swab com ponta em nylon macio, cuja proposta ¢ facilitar a absor¢do do
contetdo bioldgico no momento da coleta e favorecer a liberagdo do material coletado em meio

de cultura para analise em laboratorio.

Figura 4- Meio Amies com carvao (Copan®)
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Fonte: https://www.copanusa.com/sample-collection-transport-processing/transystem/ Acesso em

25/11/2020.

Figura 5- Meio ESwab — amies liquido (Copan®)

Fonte: https://us.vwr.com/store/product/28969276/eswab-regular-flocked-swab-with-liquid-amies-

medium-copan-diagnostics Acesso em 25/11/2020.


https://www.copanusa.com/sample-collection-transport-processing/transystem/
https://us.vwr.com/store/product/28969276/eswab-regular-flocked-swab-with-liquid-amies-medium-copan-diagnostics
https://us.vwr.com/store/product/28969276/eswab-regular-flocked-swab-with-liquid-amies-medium-copan-diagnostics

SRESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR EM LONGOS PERIODOS DE ARMAZENAMENTO

Antes do inicio do armazenamento, as cepas foram semeadas para garantir que se
encontravam viaveis. Apos 24 horas, observou-se o crescimento de todas as cepas, e este foi

denominado o dia zero (0) do experimento. Apds 30 dias, o crescimento das cepas armazenadas

a -20°C na concentra¢do 1 McFarland foi de apenas 53%, e para as suspensodes de

concentracdo 2 McFarland foi observado crescimento de 80%. Nos outros periodos avaliados,
dias 60 e 90, ndo houve crescimento de nenhuma cepa armazenada a -20 °C, enquanto 100%

das cepas em temperatura -80°C continuaram vidveis. Os resultados estdo representados abaixo

(Tabela 1).

Tabela 2- Crescimento das cepas de N. gonorrhoeae (ap6s 0, 30, 60 e 90 dias)

DIA 0 DIA 30 DIA 60 DIA 90
WHO F (1McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO F (2 McFarland -20) 1 3 NHC NHC
WHO F (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO F (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO G (1McFarland -20) 1 3 NHC NHC
WHO G (2 McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO G (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO G (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO K (1McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO K (2 McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO K (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO K (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO L (1McFarland -20) 1 NHC NHC NHC
WHO L (2 McFarland -20) 1 4 NHC NHC

WHO L (1 Mcfarland -80)




WHO L (2 Mcfarland -80)

WHO M (1McFarland -20) NHC NHC SNR
WHO M (2 McFarland -20) NHC NHC SNR
WHO M (1 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO M (2 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO N (1McFarland -20) 2 NHC NHC
WHO N (2 McFarland -20) 3 NHC NHC
WHO N (1 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO N (2 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO O (1McFarland -20) 4 NHC NHC
WHO O (2 McFarland -20) 2 NHC NHC
WHO O (1 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO O (2 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO P (1McFarland -20) 2 NHC NHC
WHO P (2 McFarland -20) 2 NHC NHC
WHO P (1 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO P (2 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO U (1McFarland -20) NHC NHC NR
WHO U (2 McFarland -20) 4 NHC NHC
WHO U (1 Mcfarland -80) 1 1 1
WHO U (2 Mcfarland -80) 1 1 NHC
WHO V (1McFarland -20) NHC NHC SNR
WHO V (2 McFarland -20) NHC NHC SNR

WHO V (1 Mcfarland -80)
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WHO V (2 Mcfarland -80)

WHO W (1 McFarland -20) 1 3 NHC NHC
WHO W (2 McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO W (1 McFarland -80) 1 1 1 1
WHO W (1 McFarland -80) 1 1 1 1
WHO X (1McFarland -20) 1 NHC NHC NHC
WHO X (2 McFarland -20) 1 4 NHC NHC
WHO X (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO X (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO Y (1McFarland -20) 1 NHC NHC SNR
WHO 'Y (2 McFarland -20) 1 NHC NHC SNR
WHO Y (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO'Y (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO Z (1McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO Z (2 McFarland -20) 1 2 NHC NHC
WHO Z (1 Mcfarland -80) 1 1 1 1
WHO Z (2 Mcfarland -80) 1 1 1 1
ATCC (1 McFarland -20) 1 NHC NHC NHC
ATCC (2 McFarland -20) 1 3 NHC NHC

ATCC (1 Mcfarland -80)

ATCC (2 Mcfarland -80)

1

1

1

1
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Legenda: 1: Crescimento uniforme; 2: crescimento espagado (> 20 colonias); 3: Poucas colonias (5 a

20 coldnias); 4: Raras coldnias (até 5); NHC: Nao Houve Crescimento. SNR: Semeadura Nao Realizada.



Figura 6- Crescimento da cepa WHO W a -20 °C apos 30 dias de armazenamento

i i e —— oy
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Legenda: Apds 30 dias a cepa WHO W apresentou crescimento de poucas coldnias na cultura
proveniente da suspensdo bacteriana de 1 McFarland.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Figura 7- Crescimento da cepa WHO W a -20 °C ap6s 30 dias de armazenamento

<

Legenda: A cepa WHO W proveniente de suspensdo bacteriana e 2 McFarland apresentou
crescimento muito mais intenso em agar chocolate, ap6s 30 dias de armazenamento.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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Figura 8- Crescimento da cepa WHO W a -80 °C apos 60 dias de armazenamento
e F o 1-“‘ »" - _ "',_&\_ )

Legenda: Apds 60 armazenadas em freezer -80°C, a cepa WHO W ainda apresentava crescimento
abundante tanto na concentragdo 1 McFarland (& esquerda), quanto na concentracdo 2 McFarland (a direita).

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Nos dias 120 e 150, ndo sendo mais visualizado o crescimento das cepas armazenadas
em temperatura -20°C, analisou-se apenas a viabilidade celular das cepas armazenadas em -
80°C, cujos resultados estdo representados na tabela 2. Apds 120 dias, 100% das cepas ainda
permaneciam viadveis. As cepas semeadas no dia 120 foram completamente descongeladas e
mantidas em temperatura ambiente pelo periodo de 1 hora, e entdo novamente armazenadas a -
80 °C. Apds 30 dias (dia 150 do experimento), 67% das cepas provenientes da suspensao 1
McFarland apresentaram crescimento uniforme, e 33% crescimento espacado, enquanto 80%
das cepas de concentracdo 2 McFarland apresentaram crescimento uniforme e 20% crescimento

espacado, ou seja, quando ha crescimento de mais de 20 colonias.



Tabela 3- Crescimento das cepas N. gonorrhoeae a -80°C (ap6s 120 e 150 dias)

DIA 120

DIA 150

WHO F (1 Mcfarland -80)

1

1

WHO F (2 Mcfarland -80)

1

1

WHO G (1 Mcfarland -80)

WHO G (2 Mcfarland -80)

WHO K (1 Mcfarland -80)

WHO K (2 Mcfarland -80)

WHO L (1 Mcfarland -80)

WHO L (2 Mcfarland -80)

WHO M (1 Mcfarland -80)

WHO M (2 Mcfarland -80)

WHO N (1 Mcfarland -80)

WHO N (2 Mcfarland -80)

WHO O (1 Mcfarland -80)

WHO O (2 Mcfarland -80)

WHO P (1 Mcfarland -80)

WHO P (2 Mcfarland -80)

WHO U (1 Mcfarland -80)

WHO U (2 Mcfarland -80)

WHO V (1 Mcfarland -80)

WHO V (2 Mcfarland -80)

WHO W (1 Mcfarland -80)

WHO W (2 Mcfarland -80)

WHO X (1 Mcfarland -80)

WHO X (2 Mcfarland -80)

WHO 'Y (1 Mcfarland -80)

WHO Y (2 Mcfarland -80)

WHO Z (1 Mcfarland -80)
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WHO Z (2 Mcfarland -80) 1 1
ATCC (1 Mcfarland -80) 1 2
ATCC (2 Mcfarland -80) 1 2

Legenda: 1: Crescimento uniforme; 2: crescimento espagado (> 20 colonias).

Figura 9- Crescimento das cepas de NG armazenadas a -80°C apos 120 dias

Legenda: As cepas de NG mantidas a -80°C apresentaram crescimento uniforme e abundante apos
120 dias de estoque (a esquerda cepa WHO F de concentragdo 1 McFarland; a direita cepa WHO F de
concentragdo 2 McFarland).

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Figura 10- Crescimento da WHO W apd6s 150 dias a -80°C

Legenda: A cepa WHO W apds 150 dias em temperatura de -80°C e 30 dias ap6s o descongelamento
completo. Apesar de ambas as concentragdes (1 McFarland a esquerda e 2 McFarland a direita) mostrarem
crescimento uniforme, o crescimento da concentragdo 2 McFarland foi mais abundante.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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5.2 VIABILIDADE CELULAR EM DIFERENTES MEIOS DE TRANSPORTE
As 4 cepas armazenadas em meio Amies com carvao apresentaram crescimento em
todos os periodos analisados, mantendo-se viaveis por, no minimo, 24 horas. Apenas a cepa

WHO V apresentou pouco crescimento apos 24 h.

Tabela 3- Crescimento bacteriano em meio Amies com carvao

Oh 4h 8h 12h 24 h
WHO F + + + + +
WHO L + + + + +
WHO V + + + + PC
WHO X + + + + +

Legenda: +: Crescimento uniforme; PC: Pouco Crescimento.

Figura 11- Cepas WHO L e WHO V mantidas em meio Amies com carvao

Legenda: Apds 4 horas, as cepas WHO L (2 esquerda) e WHO V (a direita) apresentaram crescimento
abundante em meio agar chocolate.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Apos a incubacdo das cepas armazenadas em ESwab Amies Liquido, observou-se o
crescimento bacteriano em agar chocolate no periodo de 0 h, assim confirmando a viabilidade
das cepas utilizadas, e também no periodo de 24 h. As cepas que foram mantidas nos meios de
transporte que permaneceram em temperatura ambiente por 48 e 72 horas mostraram-se viaveis,
mas o crescimento foi consideravelmente menor, e apds 96 h ndo houve mais desenvolvimento

bacteriano de nenhuma das 4 cepas WHO.
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Tabela 4- Crescimento bacteriano em ESwab Amies Liquido

0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
WHO F + + + PC NHC
WHO L + + PC PC NHC
WHO V + + PC PC NHC
WHO X + + + PC NHC

Legenda: +: Crescimento uniforme; PC: Pouco Crescimento; NHC: Nao Houve Crescimento.

Figura 12- Crescimento das cepas WHO F e WHO X apos 48 h
— ; '-4-..,__‘_5 = "- P

Legenda: Crescimento das cepas WHO F (esquerda) e WHO X (direita) ap6s 48 horas, testadas no
meio de transporte Amies liquido. Ambas as cepas cresceram de maneira uniforme, mas a WHO X apresentou
crescimento mais abundante.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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Figura 13- Crescimento da cepa WHO L apos 48 h

Legenda: A cepa WHO L apresentou pouco crescimento quando mantida por 48 horas em meio
Amies liquido.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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6 DISCUSSAO
6.1 LONGOS PERIODOS DE ARMAZENAMENTO

Para o armazenamento das culturas congeladas, NG e Martin sugeriram realizar uma
suspensdo bacteriana em caldo cérebro-coracdo (BHI) e 20% de glicerol e armazena-la em
freezer -80°C ou nitrogénio liquido, e, quando necessario, o transporte deveria ser realizado em
gelo seco (NG; MARTIN, 2005).

Para analisar a preservagdo do gonococo a -20°C, HARBEC e TURCOTTE (1996)
avaliaram trés meios de armazenamento, sendo dois meios a base de gelatina e um meio
contendo triptona de soja com 10% de glicerol. Apds 12 meses de armazenamento todas as
cepas permaneceram vidveis nos meios a base de gelatina, porém em apenas 4 meses a maioria
das cepas armazenadas em triptona de soja teve a viabilidade celular drasticamente reduzida
(HARBEC; TURCOTTE, 1996).

O armazenamento de culturas pelo método de liofilizagdo também vem sendo utilizado
ha anos, principalmente para estoque de microrganismos ha longo prazo (MORGAN et al.,
2006). Para NG essa ¢ uma forma eficiente de manter as culturas armazenadas a -20°C por um
periodo de tempo maior, o que exclui a necessidade de um ultrafreezer no laboratdrio.
ALEXANDER (1981) testou um método de liofilizacdo de cepas de NG utilizando tubos
capilares e observou que apés 1 ano todas as cepas do gonococo armazenadas a -20°C
permaneciam viaveis (ALEXANDER, 1981). Outro estudo também mostrou que a liofilizacao
das culturas de NG pode manter a viabilidade das cepas por até mais de 10 anos (MEHAFFEY;
COOK; GRIFFIN, 1984).

Para simplificar o armazenamento de microrganismos fastidiosos, VILLA et al. (2020)
testaram a viabilidade de cepas de NG em swab de algodao e armazenaram em freezer -80°C.
As cepas haviam sido previamente cultivadas em agar chocolate e os swabs foram rolados sobre
as placas para coletar as colonias, e em seguida inseridos em criotubos que foram
imediatamente armazenados no freezer. Apos cerca de 8 anos, 100% das cepas de NG
permaneciam viadveis e ainda apresentavam o mesmo perfil de resisténcia na CIM,
demonstrando que este método ndo altera as caracteristicas fenotipicas de resisténcia do
organismo (VILLA et al., 2020).

Neste estudo, as cepas armazenadas em temperatura de -20°C ndo sobreviveram até o
periodo de 60 dias, e muitas delas perderam a viabilidade em apenas 30 dias. Por outro lado, a
-80°C as cepas permaneceram vidveis por pelo menos 150 dias, mesmo depois de serem

mantidas em temperatura ambiente por 1 hora e novamente congeladas.
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Um achado muito importante deste estudo ¢ a influéncia da concentragao bacteriana na
taxa de recuperagdo das cepas em agar chocolate. Apos 30 dias mantidas a -20°C, houve 27%
a mais de crescimento das cepas preparadas em suspensdes de concentragao 2 McFarland, em
relagdo as cepas preparadas em concentracdo 1 McFarland. Observou-se também como a
concentragdo bacteriana afetou o crescimento das cepas armazenadas a -80 °C. Apds 150 dias
e um descongelamento total das aliquotas (os criotubos foram deixados a temperatura ambiente
durante uma hora), 67 % das cepas proveniente das suspensdes de concentracdo 1 McFarland
apresentaram crescimento uniforme em 4gar chocolate, enquanto 80% das provenientes das
suspensdes de 2 McFarland apresentaram crescimento uniforme. Portanto, o descongelamento
que as cepas foram submetidas afetou menos o crescimento daquelas provenientes da suspensao
com concentragdo maior de bactérias, que mantiveram o perfil de crescimento que
apresentavam antes do descongelamento.

A viabilidade celular das cepas analisadas parece ndo sofrer influéncia do perfil
fenotipico de resisténcia, do método e meio de armazenamento utilizados neste estudo, uma vez
que nao foi possivel observar um padrao de crescimento relativo ao fenotipo das cepas.

Na cultura realizada ap6s os primeiros 30 dias, a cepa WHO F de concentragdo 1
McFarland apresentou maior crescimento que a cepa WHO F de concentracao 2 McFarland. O
crescimento maior de uma cepa proveniente de uma suspensdao com menor concentragao pode
ter sido resultante da sedimentacdo do inoculo e nao reflete em um dado relevante para este

estudo.

6.2 DIFERENTES MEIOS DE TRANSPORTE

Para o transporte de culturas de N. gonorrhoeae em temperatura ambiente, NG e Martin
(2005) propuseram a utilizagdo de swabs comerciais em meio contendo 4gar com ou sem carvao
para manter o gonococo viavel durante 6 a 12 h (NG; MARTIN, 2005).

BARRY, FAY e SAUER (1972) sugeriram o uso de carvao nos meios de transporte
com Amies para neutralizar substancias toxicas, como acidos graxos, € melhorar a viabilidade
e arecuperacao N. gonorrhoeae em amostras clinicas (BARRY; FAY; SAUER, 1972). Estudos
posteriores mostraram que meios de transporte com carvdo em sua formulacdo obtiveram
melhores resultados que meios sem carvao, mantendo viaveis cepas de NG por mais de 24 h
(BARBER; LAWSON; GROVE, 1998) e melhorando a recuperagdao bacteriana ap6s 48 h
(WADE; GRAVER, 2003).
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Um estudo de DRAKE et al., realizado em 2005, comparou a viabilidade celular de
cepas do gonococo em dois swabs comerciais (Easy-Flow Copan Liquid Stuart’s e Starplex
Swab Transport Systems) que continham o meio liquido Stuart, sem carvao, em sua formulagdo.
Os resultados mostraram que apds 6 horas a recuperagdo de N. gonorrhoeae diminuiu
drasticamente quando comparada ao tempo 0 h, em ambos os meios de transporte, e foi nula
quando transcorridas 48 horas. A recuperagdo bacteriana no tempo 0 h, porém, foi maior no
meio da Copan, o que foi atribuido a capacidade do material do swab (swab Easy-Flow™,
fabricado com fibras de rayon) desenvolvido por esse fabricante de liberar os microrganismos,
uma vez que os indculos iniciais eram os mesmos (DRAKE et al., 2005).

Outro estudo comparou o ESwab com dois outros meios de transporte que possuem
meio Amies e agar na formulagao e todos foram capazes de recuperar N. gonorrhoeae em meio
de cultura, mas o desempenho do ESwab foi melhor quanto ao ntimero de coldnias que se
desenvolveram (VAN HORN et al., 2008), o que também foi demonstrado com os estudos de
(TAN et al., 2014) e (AVOLIO; CAMPORESE, 2015).

A cepa WHO F tem fendtipo de resisténcia sensivel a varios antimicrobianos. Em 24
horas no meio Amies liquido, apresentou crescimento abundante e uniforme, e em 48 horas o
crescimento ainda foi uniforme, mas o numero de colonias significativamente reduzido.
Observou-se, apds 72 horas, pouco crescimento ¢ nao foram observadas colonias apds 96 horas.

Figura 14- Crescimento de NG do meio Amies liquido apos 24 h

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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Figura 15- Crescimento de NG do meio Amies liquido apos 48 h

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

As cepas L e V apresentam fendtipo de resisténcia semelhante, sendo ambas resistentes
a penicilina, ao ciprofloxacino e a tetraciclina, e sensiveis a cefixima e espectinomicina. Estas
cepas obtiveram o mesmo perfil de crescimento no meio ESwab Amies liquido, com o nimero
de coldnias diminuido em 48 e 72 horas, € nenhum crescimento em 96 horas. A WHO X ¢,
dentre as 4 cepas testadas, a que apresenta maior resisténcia aos antimicrobianos, sendo
altamente resistente as cefalosporinas (cefixima e ceftriaxona) e ao ciprofloxacino. Embora seja
grande a diferenca no perfil fenotipico das cepas WHO F e X, ambas cresceram nos mesmos
periodos analisados, mas a cepa WHO apresentou maior numero de colonias.

Um dos objetivos do estudo foi tracar uma relagdo entre o perfil fenotipico das cepas
WHO. Para isso, foram escolhidas cepas com perfis de resisténcia variados, que abrangessem
tanto cepas com baixa resisténcia aos antimicrobianos, quanto cepas altamente resistentes,
como a WHO X. Porém, ndo foi encontrada relagdo entre o perfil fenotipico de resisténcia e a
recuperagdo das cepas WHO mantidas em meio de transporte apos a semeadura em agar
chocolate, uma vez que as cepas F e X apresentaram um perfil de crescimento semelhante.

Deve ser levado em consideracdo a presenga de outros elementos da uretra masculina,
como leucocitos polimorfonucleares e os microrganismos que fazem parte da microbiota da
uretra (NELSON et al., 2010), e que podem estar presentes na amostra clinica. A presenca de
polimorfonucleares na suspensao bacteriana, por exemplo, poderia favorecer o crescimento das
cepas de NG, pois mimetizaria as condi¢cdes da infec¢do gonococica in vivo, o que poderia

refletir em um periodo maior de viabilidade celular utilizando o meio Amies liquido.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que armazenar as culturas de gonococo em
temperatura de -20°C em caldo casoy e glicerol ndo ¢ eficiente para a maioria das cepas,
principalmente se a concentragdo de bactéria utilizada for baixa, o que refor¢a a necessidade de
novas pesquisas que auxiliem no desenvolvimento de um método barato e simples, a fim de
proporcionar ampliacao da vigilancia de resisténcia de NG em locais nos quais ndo € possivel
dispor da infraestrutura de um ultrafreezer.

Como os resultados deste estudo ndo foram capazes de definir o periodo exato em que
as cepas permanecem viaveis neste meio e a -20°C, ja que grande parte das cepas perderam a
viabilidade antes do periodo de 30 dias definido com a primeira andlise, um novo estudo
utilizando as mesmas condigdes de armazenamento e avaliando um periodo menor seria
importante para determinar a quantidade de dias em que ainda é possivel obter 100% de
viabilidade celular das cepas, o que poderia ser itil como uma opg¢ao para estoque rapido de
cepas em uma situacdo em que nao haja ultrafreezer disponivel no laboratério.

Este estudo demonstrou que o meio Amies com carvao (Copan®) consegue manter a
viabilidade celular de N. gonorrhoeae por um periodo minimo de 24 horas e o meio ESwab —
amies liquido (Copan®) por até 72 horas. Para ser possivel a comparacdo entre os dois meios
de transporte € necessaria a continuagdo da anélise de viabilidade em meio Amies com carvao
por mais periodos de tempo, ja que se observou crescimento bacteriano em todos os periodos
analisados. Também seria importante que se estudasse a viabilidade celular de NG a partir de
suspensoes com leucocitos polimorfonucleares, para analisar se hé influéncia deste fator sobre
a sobrevivéncias das cepas.

A literatura indica que armazenar o meio ESwab — amies liquido a 4 °C pode favorecer
a sobrevivéncia do gonococo (SERRA-PLADEVALL et al., 2018). Portanto, supde-se que se
mantido nessas condi¢des, o meio analisado poderia apresentar maior crescimento em 72 h ou
até permanecer viavel por um periodo maior.

A sobrevivéncia dos microrganismos entre a coleta e a analise no laboratorio ¢
fundamental para os estudos de vigilancia. Diversas pesquisas comparando a eficiéncia de
meios de transporte comerciais vém sendo realizadas ao longo das tltimas décadas, e elas
mostram a importancia da escolha adequada do meio para alcangar uma recuperagao bacteriana
eficiente a partir dos isolados clinicos. A formulagdo e a temperatura ideais dos meios de
transporte sdo condigdes que podem favorecer a sobrevivéncia dos microrganismos apos a

coleta, em especial daqueles fastidiosos. O material com que ¢ fabricado o swab de coleta
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também tem um papel importante na recuperagdo bacteriana, uma vez que precisa garantir a
absor¢do da amostra, sem inibir os organismos, ¢ garantir uma elui¢do eficiente em meio de
cultura.

Pesquisas como essa se fazem cada vez mais necessarias em um cenario em que 0s
estudos de vigilancia mostram um crescente aumento na resisténcia antimicrobiana por
Neisseria gonorrhoeae. E fundamental que mais paises possam ser incluidos nos estudos de
vigilancia, bem como que os paises que ja realizam os estudos possam ampliar cada vez mais a
amostragem, para que se possa detectar os casos de resisténcia antimicrobiana. Para isso, os
meios de transporte e armazenamento devem ter o menor custo possivel e serem eficientes,

garantindo a viabilidade celular dos isolados clinicos.
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APENDICE A — FENOTIPO DE RESISTENCIA DAS CEPAS WHO

WHO F WHO G WHO K WHOL WHOM WHO N WHO O WHO P WHO U WHO V WHO W WHO X WHOY WHO Z
Azitromicina S (0,125) S(0,25) S (0,25) 1(0,5) S (0,25) S(0,25) S (0,25) R4 R4) AR (>256) 1(0,5) 1(0,5) R (1) R (1)
Cefixima S(<0,016) S(<0,016) BR(0,25) S(0,125) S (<0,016) S (<0,016) S (<0,016) S (<0,016) S (<0,016) S (<0,016) BR (0,25) AR (4) AR (2) AR (2)
Ceftriaxona S (<0,002) S (0,008) S (0,064)  BR(0,25) S (0,016) S (0,004) S (0,032) S (0,004) S (0,002) S (0,064) S (0,064) AR (2) AR (1) BR (0,5)
Ciprofloxacino S(0,004) BR(0,125) AR (>32) AR (>32) R(2) R 4) S (0,008) $(0,004) S (0,004) AR(>32)  AR(>32) AR(>32) AR(32) AR(>32)
Espectinomicina S (16) S (16) S (16) S (16) S (16) S (16) AR (>1024) S (8) S (8) S (16) S (16) S (16) S (16) S (16)
Gentamicina * 4 4 4 4 4 4 4 4 4 8 4 4 8 4
Penicilina G S (0,032) 1(0,5) RMC(2) RMC(2) NGPP(>32) NGPP(>32) NGPP(>32)  1(0,25) 1(0,125) NGPP(>32) RMC®@) RMC @) 1(1) RMC (2)
Tetraciclina S(0,25) RMP (32) R(2) R(2) R(2) RMP (16) R(2) I(1) I(1) R(#) R#) R(2) R#) R#)

Legenda: S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; AR: Alta resisténcia; BR: Baixa resisténcia; RMC: Resisténcia mediada por cromossomo; NGPP: Neisseria
gonorrhoeae produtora de penicilinase; RMP: Resisténcia mediada por plasmideos. *Nao ha ponto de corte para gentamicina definido pela EUCAST.

Fonte: Adaptado de Unemo et al, 2016. (UNEMO et al., 2016)



