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RESUMO

A infecdo por Neisseria gonorrhoeae € a segunda infecdo sexualmente transmissivel
mais prevalente na Europa. Atualmente, a terapéutica indicada para o tratamento da
infecdo por N. gonorrhoeae consiste na administracdo de ceftriaxona em combinacao
com a azitromicina. No entanto, foram relatadas falhas terapéuticas ap6s a
administracao de cefalosporinas de terceira geracao, a nivel mundial.

A inexisténcia de uma alternativa a terapéutica de primeira linha, adequada e eficaz,
torna imperativo a realizagdo de vigilancia epidemiolégica de resisténcias, sobretudo
nas populacdes de risco, como 0s homens gque tém sexo com homens (HSH).

O conhecimento abrangente sobre a base genética associada a perfis de suscetibilidade e
resisténcia aos antibidticos tem elevada importancia, uma vez que os testes de
amplificacdo de &cidos nucleicos estdo a substituir rapidamente o método de cultura no
diagnostico de infecdo por N. gonorrhoeae.

O teste de suscetibilidade aos antibiéticos foi realizado para a penicilina, a tetraciclina, a
espectinomicina, a ceftriaxona, a cefixima, a ciprofloxacina e a azitromicina, através
dos métodos difusdo em disco e Etest, de forma a obter-se o fen6tipo de resisténcia de
cada isolado de N. gonorrhoeae em estudo. Com base no fenétipo de resisténcia,
pesquisou-se a presenca de mutacdes nos genes penA, mtrR, parC e gyrA.

Assim, na populagdo estudada (homens que tém sexo com homens) obtiveram-se 30
culturas positivas para N. gonorrhoeae, das quais 73% apresentaram resisténcia
intermédia ou resisténcia a penicilina, 60% a tetraciclina e 37% a ciprofloxacina.

O reduzido numero de casos positivos ndo permitiu retirar conclusbes com valor
estatistico quantitativo, no entanto, qualitativamente, permitiu compreender que as
mutacdes detetadas sdo idénticas as obtidas por outros autores, estando associadas a

fenotipos de resisténcia.



ABSTRACT

Neisseria gonorrhoeae infection is the second most prevalent sexually transmitted
infection in Europe. Currently, dual therapy for N. gonorrhoeae infections (e.g.,
treatments including ceftriaxone and azithromycin) is now recommended. However,
treatment failures have been reported following administration of third-generation
cephalosporins.

The lack of an appropriate and effective alternative for first-line therapy makes it
imperative to carry out epidemiological surveillance of resistance, especially among at-
risk populations, such as men who have sex with men (MSM).

In an era in which N. gonorrhoeae infection is increasingly being diagnosed by nucleic
acid amplification tests, knowledge on molecular surveillance of resistance, is highly
important.

Antibiotic susceptibility testing was carried out to penicillin, tetracycline,
spectinomycin, ceftriaxone, the cefixime, ciprofloxacin, and azithromycin, by the
diffusion disc and Etest methods, so as to obtain the resistance phenotype of each N.
gonorrhoeae isolate under study.

Polymerase chain reaction and direct DNA sequencing were performed to identify
mutations within the penA, mtrR, gyrA and parC genes of the isolates, which thus
explain the resistant phenotypes.

Thus, the study population (men who have sex with men) yielded 30 positive cultures
for N. gonorrhoeae, of which 73% had intermediate resistance or resistance to
penicillin, 60% to tetracycline and 37% to ciprofloxacin.

The reduced number of positive cases does not allow us to draw conclusions in
quantitative statistical value. However, allowed in qualitative conclusions that the
detected mutations are identical to those obtained by other authors, and are associated

with resistance phenotypes.
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1. INTRODUCAO

1.1. JUSTIFICACAO DA TESE

A infecdo causada por Neisseria gonorrhoeae tem um elevado potencial de epidemia e
elevados niveis de resisténcia a antimicrobianos tradicionais, diminuindo as opcGes de
tratamento e, consequentemente, as hipdteses de se tornar uma infecéo curavel (10).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima que em 2008, na globalidade, surgiram
106 milhdes de novos casos de infegdo por N. gonorrhoeae em adultos (figura 1). No
entanto, a incidéncia em varios paises é subestimada devido a diagndsticos suboptimos,

auséncia de notificacdo de casos e vigilancia (11).
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Figura 1: Numero de novos casos de infecdo por N. gonorrhoeae, C. trachomatis, T. pallidum e T.
vaginalis em homens e mulheres com idades entre os 15 e 0s 49 anos, em milhdes, em 2008. Adaptado de
WHO (2012) (11).

Na Europa a infecdo por N. gonorrhoeae é a segunda infecdo bacteriana sexualmente

transmissivel mais comum (12). A diminuigdo da suscetibilidade de N. gonorrhoeae as
cefalosporinas de terceira geracdo de tornou-se uma importante questdo de saude
publica, provavelmente é apenas uma questdo de tempo para que este fendtipo se torne
generalizada na Europa. A figura 2 apresenta a dispersdo dos isolados de N.

gonorrhoeae com suscetibilidade diminuida a cefixima na Europa, em 2011 (13).
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Figura 2: Suscetibilidade diminuida a cefixima dos isolados de N. gonorrhoeae detetadas na Europa,
2011. Adaptado de ECDC, 2013 (13).

Esta situacdo acarreta elevados custos para os sistemas de salde e pode ter
consequéncias profundas para o doente, sendo imperativo que novas e melhores
estratégias de controlo sejam elaboradas e implementadas (14).

Consideram-se como fatores cruciais: a vigilancia epidemiolégica; o diagndstico
laboratorial da infecdo por N. gonorrhoeae; a realizagdo do teste de suscetibilidade aos
antibidticos; terapéutica adequada com controlo da eficacia e a utilizacdo correta do
antibidtico (tipo e dose); a notificacdo dos casos de infecdo por N. gonorrhoeae; a
caracterizagdo molecular dos isolados de N. gonorrhoeae (14).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana requerem cultura de N. gonorrhoeae. No
entanto, em algumas areas geograficas com populacdo de alta prevaléncia, os testes de
amplificacdo de &cidos nucleicos estdo a substituir rapidamente a cultura para o
diagnostico de infecdo por N. gonorrhoeae. Assim, o conhecimento abrangente sobre a
base genética associada a perfis de suscetibilidade e a resisténcia a muitos
antimicrobianos € crucial para o desenvolvimento de ensaios moleculares para detecéo
de resisténcia antibacteriana em N. gonorrhoeae (15,16).

Os mecanismos genéticos de resisténcia de N. gonorrhoeae a agentes antibacterianos
sdo complexos e ndo estdo completamente esclarecidos. No entanto, a aquisicdo de
determinados genes e o desenvolvimento de mutacdes em genes e regides reguladoras
estdo relacionadas de forma inequivoca no desenvolvimento de resisténcia (15,16).

A infecdo por N. gonorrhoeae na populacdo de homens que tém sexo com homens
(HSH) ocorre frequentemente em locais extragenitais, e além disso, a maioria destas

infecdes sdo assintomaticas. Por este motivo, este grupo € um dos principais meios de

2
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transmisséo da infe¢do por N. gonorrhoeae (13,17). O Centro de Controlo e Prevencédo
de Doengas (CDC) recomenda a implementacdo na rotina do rastreio de infegéo por N.
gonorrhoeae em locais extragenitais para todos os HSH sexualmente ativos (18,19).

Neste estudo, considera-se importante a vigilancia epidemiolégica eficaz sobretudo das
populacdes em maior risco, como € o caso da populacdo de HSH, e o diagndstico da
infecdo por N. gonorrhoeae por cultura com pesquisa dos fenotipos de resisténcia, bem

como a caracterizacdo molecular dos isolados resistentes.

1.2. Neisseria gonorrhoeae

A espécie Neisseria gonorrhoeae pertence a familia Neisseriaceae que inclui trés
géneros que sdo Neisseria, Moraxella e Kingella. Este microrganismo pertence ao
género Neisseria designacdo que provém do nome do médico alemao Albert Neisser, o
qual foi o primeiro a descrevé-lo (em 1897) a partir da observacdo microscopica de um
exsudado uretral e da conjuntiva. O nome da espécie N. gonorrhoeae provém dos
nomes gone que significa “semente” e rhoia que indica “fluxo”, ou seja, refere-se a um
“fluxo de sementes” que se relaciona com os sintomas da infecdo por
N. gonorrhoeae (20,21).

1.2.1.FISIOLOGIA, CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E ESTRUTURA

O microrganismo N. gonorrhoeae € uma bactéria de Gram-negativo que
morfologicamente se dispde em diplococos. As espécies do género Neisseria spp.
apresentam reacdo de oxidase e de catalase positivas. Além disto, produzem acido a
partir da utilizacdo de diferentes hidratos de carbono (20).

As espécies do género Neisseria sdo constituidas por uma membrana citoplasmatica
interna, uma fina camada de peptidoglicano, um espago periplasméatico e uma
membrana externa com lipopoligossacarideos (LOS), tal como estd representada a
figura 3 (22,23).
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Figura 3:Representacdo da estrutura de superficie de N. gonorrhoeae. Adaptado de Koneman et al. (20).

Bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE

A bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE encontra-se presente nos isolados de
N. gonorrhoeae e pertence a familia de bombas de efluxo de resisténcia-nodulagéo-
divisdo celular (RND). Esta bomba de efluxo permite a expulséo direta de diversos
compostos hidrofébicos do espaco periplasmatico, tais como agentes antimicrobianos
(R — lactamicos, macrdlidos e tetraciclinas), corantes (violeta de cristal) e detergentes
(Triton X-100 e o nonoxinol-9) (24,25).

A proteina MtrR € um membro da familia TetR e é codificada pelo gene mtrR que se
encontra localizado a 250 pares de bases (pb) acima de mtrCDE. Este gene é transcrito
divergentemente em cadeias opostas. A proteina MtrR regula negativamente a
transcricdo de mtrCDE, através da ligacdo de dois homodimeros numa sequéncia de
ADN na regido do promotor de mtrCDE, como demonstrado na figura 4 (26,27).

e &
\/O

mtrF m m - mtrcl mtrD ]mtrE>

-35 mirC 10 mtrC

-10 mtrR -35 mtrR

Figura 4: Organizagdo do operdo mtrCDE de N. gonorrhoeae. Os circulos selecionam os reguladores de
transcricdo. As setas indicam os promotores de mtrF, mtrR e mtrCDE. Os promotores de mtrCDE e mtrR
estdo apresentados na sequéncia aumentada. A caixa a picotado marca a regido invertida (com 13pb) entre
o0s hexameros -10 e -35 na sequéncia que se encontra na sequéncia do promotor do gene mtrR. Adaptado
de Ohneck et al. (28).
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1.2.2. MANIFESTACOES CLINICAS E TRANSMISSAO DA INFECAO POR Neisseria

gonorrhoeae

A infecdo genital masculina € primariamente restrita a uretra e apresenta sintomas como
disuria e corrimento uretral purulento, contudo esta pode ser assintomatica. Caso a
infecdo ndo seja tratada, pode evoluir com complicagcdes, como a epididimite, a
prostatite e 0 abscesso na cavidade peritoneal (21,29).

Nas mulheres, o local primério da infecdo é o colo do Utero e, quando sintomatica,
geralmente apresenta corrimento cervico-vaginal purulento, disuria, hemorragia
anormal ou intermenstrual e dor abdominal ou pélvica. As infe¢des genitais ascendentes
na mulher podem causar salpingite, doenca inflamatéria pélvica e abscesso no tubo
ovariano. Estas podem estar na origem de uma gravidez ectopica e esterilidade (21,30).
A populagcdo HSH e as mulheres podem adquirir infecdo da faringe e/ou rectal, através
de relacOes sexuais orais e/ou anais desprotegidas com um parceiro infetado. A maioria
das infecdes na populacdo HSH sao assintomaticas, portanto recomenda-se o rastreio de
rotina anual de infecdo por N. gonorrhoeae em locais extragenitais (17,18).

A conjuntivite em recém-nascidos é adquirida durante a passagem através do canal do
parto infetado por N. gonorrhoeae. A infegdo ocular manifesta-se por uma secrecao
purulenta abundante, hiperemia conjuntival, edema palpebral, podendo ocorrer cegueira
se ndo tratada (31).

A infecdo disseminada por N. gonorrhoeae ocorre quando a referida espécie invade a
corrente sanguinea. As complicaces desta patologia incluem alteracBes permanentes
das articulacdes, peri-hepatite, endocardite, e raramente, meningite (32).

A transmissao da infecdo por N. gonorrhoeae ocorre por inoculacdo direta da secrecéo
da mucosa infetada de pessoa a pessoa, por via genital-genital, genital-anal, oro-genital,

oro-anal ou transmisséo por parte da mée para o recém-nascimento durante o parto (2).
1.2.3.DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A colheita de amostras para a pesquisa de N. gonorrhoeae, por método de cultura, deve
ser efetuada com uma zaragatoa que deve ser inserida 2 a 3 centimetros na uretra
masculina ou 1 a 2 centimetros no canal endocervical, seguida por duas ou trés rotacoes.
O melhor sistema de transporte da amostra é o proprio meio de cultura inoculado com a
zaragatoa, apos a colheita, colocado imediatamente numa atmosfera enriquecida com

CO, e transportado para o laboratdrio (18).
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1.2.3.1. ldentificacdo presuntiva

A identificagéo presuntiva de N. gonorrhoeae a partir de um isolado num meio seletivo
pode ser realizada com base na morfologia das colonias, na observacdo tipica de
diplococos aos pares, tétrades ou em grupo (de um esfregaco efetuado a partir de
colonias e corado pela coloracdo de Gram) e através da observacdo de uma reacdo de

oxidase positiva (18,33).
Cultura

Para o isolamento primario, as amostras de locais anatobmicos normalmente ndo estéreis
(por exemplo, uretra, cérvix, vagina, reto e orofaringe) devem ser semeadas num meio
de cultura seletivo (por exemplo, meio de cultura Thayer-Martin ou Martin-Lewis) e as
amostras de locais anatomicos estéreis, como a conjuntiva, devem ser semeadas em
meios de cultura ndo seletivos (por exemplo, meio de cultura agar de chocolate) (18).

Os meios inoculados sdo incubados entre 35 °C a 36,5 °C numa atmosfera enriquecida
com 5% de CO, e examinados ap6s 24 horas e 48 horas. O CO, suplementar pode ser
fornecido por uma incubadora de CO,, através de um frasco fechado com uma vela sem

cheiro ou por saquetas geradoras de CO, (18).
Coloracédo de Gram

A coloracdo pelo método de Gram tem elevada especificidade (> 99%) e sensibilidade
(> 95%) no diagnostico de infecdo por N. gonorrhoeae em homens sintomaticos (18).
No caso de homens assintomaticos, amostras endocervicais, orofaringe ou amostras

rectais, esta técnica apresenta menor sensibilidade (18).
Teste da Oxidase

O teste da oxidase tem como objetivo detetar a presenca da enzima citocromo c oxidase
presente na cadeia respiratéria de um microrganismo. Neste teste o substrato N,N-
tetrametil-1,4-fenilenodiamina entra em contato com as coldnias e caso a enzima esteja
presente resulta em reacdo positiva, visualizada pela alteracdo de cor. A espécie
N. gonorrhoeae apresenta teste de oxidase positivo (33).

1.2.3.2. ldentificacao confirmatoria

A identificacdo presuntiva de N. gonorrhoeae é suficiente para iniciar a terapia
antimicrobiana, mas testes adicionais devem ser realizados para confirmar a

identificacdo (34). Estes testes podem ser bioquimicos e enzimaticos, que incluem: a
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reacao de catalase; a resisténcia a colistina; a producao de polissacarideo de sacarose; 0

teste de utilizacdo de agUcares; a redugdo de nitrato (33).
Teste de utilizacdo de agUcares

Esta técnica depende de enzimas formadas durante o crescimento do microrganismo que
utilizam os hidratos de carbono como a glucose, a maltose, a lactose e/ou a sacarose. Na
execucao do teste é incubada uma suspensdo do isolado a estudar juntamente com 0s
referidos hidratos de carbono. Caso haja producdo de acido, devido a utilizacdo dos
mesmos, observa-se mudanca de cor. Diferentes espécies de Neisseria spp. utilizam

hidratos de carbono diferentes. A espécie N. gonorrhoeae apenas utiliza a glucose (35).
Teste bioquimico comercial

Um teste confirmatorio para identificacdo laboratorial de N. gonorrhoeae pode ser um
teste bioquimico comercial, como por exemplo, o sistema APl NH, que permite a
identificacdo confirmatoria de Neisseria spp., Haemophilus spp. e Moraxella
catarrhalis (Branhamella catarrhalis). A identificacdo € obtida através de reacdes
enziméaticas ou fermentagbes de aclcares em 10 microtubos com substratos
desidratados, que se traduzem por mudancas de cor espontaneas ou reveladas através da

adicdo de reagentes (36).
1.2.4. TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

O método de diluicdo em placa com agar é o método de referéncia para testar a
suscetibilidade aos antibidticos para a espécie N. gonorrhoeae, no entanto, pode ser
muito dificil de executar em laboratérios com capacidade limitada. O método de difusédo
em disco e 0 método epsilométrico (Etest) sdo métodos alternativos ao método de
referéncia no estudo da suscetibilidade dos isolados de N. gonorrhoeae (18).

A fim de se desenvolver uma perspetiva global sobre a resisténcia antimicrobiana de N.
gonorrhoeae, os laboratdrios de referéncia realizam testes de suscetibilidade
antimicrobiana para uma vasta gama de antibidticos: cefalosporinas de terceira geragao
(por exemplo, a ceftriaxona e a cefixima) penicilina, tetraciclina, espectinomicina,
fluoroquinolonas (por exemplo, a ciprofloxacina), e a azitromicina (18).

Apenas a estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 é designada pelo Instituto de Normas
Laboratoriais e Clinicas (CLSI) para o controlo de qualidade dos testes de
suscetibilidade aos antibidticos para a espécie N. gonorrhoeae (33).
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1.2.5. TERAPEUTICA PARA A INFECAO POR Neisseria gonorrhoeae

A terapéutica recomendada no caso de infe¢Ges uretrais, cervicais, rectais e da faringe
ndo complicadas por N. gonorrhoeae em adultos e adolescentes, quando a sensibilidade
antimicrobiana da infecdo é desconhecida, é a ceftriaxona 250 mg ou 500mg via
intramuscular em dose Unica em conjunto com 1 grama (g) ou 2 g de azitromicina em
dose Unica oral (37,2).

Esta terapéutica combinada para a infecdo por N. gonorrhoeae garante também o
tratamento de coinfecgOes por C. trachomatis e reflete a preocupagédo da emergéncia de
resisténcia de N. gonorrhoeae aos antibioticos (38).

Os regimes terapéuticos alternativos sdo:

v Cefixima 400 mg em dose Gnica oral em conjunto com 2 g de azitromicina em
dose Unica oral, se a ceftriaxona ndo estiver disponivel ou a administracdo de
antibioticos injetaveis nao for possivel ou recusada pelo individuo;

v’ Ceftriaxona 500 mg por via intramuscular, numa dose Unica, se azitromicina ndo
estiver disponivel ou o individuo ser incapaz de tomar a medicacao oral;

v' Espectinomicina 2 g por via intramuscular, numa dose Unica em conjunto com
2 g de azitromicina em dose Unica oral, perante suspeita ou confirmacdo de
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo ou quando o individuo tem uma

historia de anafilaxia a penicilina ou as cefalosporinas (2).

1.3. PERSPETIVA  HISTORICA NO DESENVOLVIMENTO DE
RESISTENCIAS AOS ANTIBIOTICOS

A espécie N. gonorrhoeae facilmente desenvolve ou adquire mecanismos de resisténcia
aos antibioticos, pelo que ao longo do tempo tem desenvolvido resisténcia aos
diferentes antibidticos utilizados no seu tratamento. Assim o0 aparecimento das
resisténcias, por parte deste microrganismo, foi dividido em trés eras: pré-quinolona,

quinolona e pds-quinolona (figura 5) (39,40).
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40 B Sulfonamidas

W Penicilina [Mutagdes cromossomicas]
Penicilina [Plasmideos]

W Tetraciclinas [Plasmideos]

B Espectinomicina

30 Ceftriaxona
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B Azitromicina
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Ano de introdugdo do antibiotico para o tratamento da infegdo por V. gonorrhoeae

Figura 5: Diferentes antibidticos que foram introduzidos para o tratamento da infecdo por N.
gonorrhoeae. As barras verticais representam o nimero de anos que um determinado antibiotico foi usado
antes de qualquer indicagdo de resisténcia. Os nimeros a vermelho indicam o ano quando a resisténcia a
esse antibidtico foi documentada pela primeira vez. Adaptado de Dillon et al. (41).

1.3.1.ERA PRE-QUINOLONA

As sulfonamidas comecaram a ser utilizadas no tratamento da infegdo por N.
gonorrhoeae em 1935, mas rapidamente deixaram de ser eficazes, uma vez que, em
1940 comecaram a emergir resisténcias a estes antibidticos (42).

A penicilina comecou a ser utilizada como terapéutica para a infecdo por N.
gonorrhoeae em 1943, inicialmente para os casos de resisténcia as sulfonamidas, mas
mais tarde, veio a utilizar-se como antimicrobiano de primeira linha (43).

Durante os 40 anos seguintes, a penicilina foi utilizada no tratamento desta patologia,
até que se comecou a verificar uma diminuicdo da suscetibilidade a este farmaco atraves
resisténcias mediadas por mutacGes cromossOmicas e, posteriormente, devido a
resisténcias mediadas por plasmideos com genes que codificam enzimas B-lactamases.
No inicio dos anos 70, foi aumentada a dose intramuscular da entdo recomendada
50 000 unidades (U), em 1945, para 4,8 milhdes U. No final de 1989, a penicilina
deixou de ser um tratamento eficaz e foi abandonada como farmaco de primeira
linha (44,45).

Coincidente com o desenvolvimento de resisténcia a penicilina por N. gonorrhoeae, esta
espécie também desenvolveu resisténcia a outros antibioticos, incluindo a tetraciclina, o
cloranfenicol, a estreptomicina e a eritromicina (46).

A tetraciclina foi uma importante terapéutica alternativa a penicilina para individuos

alérgicos a este antibiotico (47). Aos poucos, e com 0 uso constante de tetraciclina na

9
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terapéutica de coinfecgdes, como por exemplo na infecdo por C. trachomatis, a
N. gonorrhoeae adquiriu resisténcia também a este antibidtico. A resisténcia de alto
nivel a tetraciclina, mediada por muta¢fes cromossomicas e por plasmideos
incorporados, surgiu na década de 1970, juntamente com a resisténcia a penicilina (48).

A espectinomicina foi um outro importante antimicrobiano, desenvolvido nos anos
1960, para casos de infecdo por N. gonorrhoeae resistente as antibioticos ou em
individuos alérgicos a outros farmacos. Foi utilizado sobretudo no tratamento de infe¢éo
por N. gonorrhoeae produtora de penicilinase (PPNG). Este antibidtico ndo é eficaz nos
casos de infecdo da faringe. Além disso, nos anos 80, surgiram rapidamente resisténcias
de alto nivel a espectinomicina, quando foi utilizada como terapéutica de primeira linha

nos militares norte-americanos, na Coreia do Norte (49-51).
1.3.2.ERA QUINOLONA

Em resposta ao aumento do numero de isolados de N. gonorrhoeae resistentes a
penicilina, tetraciclina e espectinomicina, em todo o mundo, o0 CDC recomendou 0 uso
de cefalosporinas de terceira geracao ou fluoroquinolonas para o tratamento de primeira
linha da infegdo por N. gonorrhoeae. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina e a
ofloxacina, foram amplamente utilizadas no tratamento desta infecdo a partir de meados
da década de 1980 em diante. Apesar de ndo ser adequada para as mulheres gravidas ou
criangas, a ciprofloxacina tem a vantagem de possuir poucos efeitos secundarios, de
poder ser administrada como dose Unica e de apresentar excelente eficidcia no
tratamento de infe¢6es em todos os locais anatdmicos, incluindo da faringe (52).

Trés antibioticos desta familia de antibidticos (ciprofloxacina, ofloxacina e
levofloxacina) foram aprovados pelo CDC, no ano de 1993, como farmacos de primeira
linha para o tratamento da infecdo por N. gonorrhoeae (53,54).

No ano 2000, as fluoroquinolonas deixaram de ser prescritas para o tratamento da
infecdo por N. gonorrhoeae em Varios paises da Europa devido ao desenvolvimento de

resisténcias e em 2007 deixaram de ser recomendadas pelo CDC (53,55).

1.3.3.ERA POS-QUINOLONA

Em 2006, 39% dos casos de infecdo por N. gonorrhoeae na populagdo HSH eram
resistentes as quinolonas, entdo o CDC passou a recomendar apenas as cefalosporinas

de terceira geracdo como terapéutica de primeira linha (56). A ceftriaxona (via

10
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intramuscular) e a cefixima (via oral), em conjunto com a azitromicina, tém sido
utilizadas no tratamento da infeg&o por N. gonorrhoeae (57).

A utilizagéo generalizada de cefalosporinas orais no Japao desenvolveu isolados de N.
gonorrhoeae com suscetibilidade diminuida a este antibiotico e auséncia de resposta ao
tratamento  (58,59). Muitos desses isolados também eram resistentes as
fluoroquinolonas, as tetraciclinas e a penicilina (60,61).

Deguchi et al.(58) e Yokoi et al.(9) relataram as primeiras falhas terapéuticas com
cefalosporinas orais. Ocorreram no Japdo, no inicio do ano 2000, em individuos que
foram tratados com doses mdltiplas de 200 mg de cefixima e que estavam infetados
com isolados de N. gonorrhoeae com concentracfes minimas inibitérias (CMIs) que
variavam entre 0,125 pg/ml e 1 pg/ml.

Na Noruega, Unemo et al.(3) relataram os primeiros dois casos de falha terapéutica com
a cefixima na Europa. Ambos falharam o tratamento com 400 mg de cefixima, mas
foram curados com 500 mg de ceftriaxona.

Ison et al.(6), Unemo et al.(8) Unemo et al.(4), e Allen et al.(7) relataram falhas

terapéuticas com a cefixima em Inglaterra, Austria, Franca e Canada, respetivamente.

1.4. MECANISMOS DE ACAO E DE DESENVOLVIMENTO DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Os mecanismos de resisténcia aos antibidticos desenvolvidos pela espécie N.
gonorrhoeae envolvem destruicdo ou modificacdo do antibidtico, por meios
enzimaticos, modificacdo ou protecdo do alvo, o que diminui a afinidade, diminuicao do
influxo ou aumento do efluxo do antibidtico. Geneticamente, estas alteracdes podem
resultar de mutacGes cromossomicas, conjugacdo de plasmideos com genes de
resisténcia e transferéncia horizontal de genes, particularmente através de outras
espécies de Neisseria spp. Multiplos determinantes de resisténcia podem coexistir num
unico microrganismo, de forma que uma unica estirpe possa ser resistente a diferentes
antibioticos (62,63).

Os alvos de acdo dos antibidticos utilizados no tratamento da infecdo por N.
gonorrhoeae, ao longo do tempo (sulfonamidas, p-lactamicos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolidos e cefalosporinas de terceira geragdo), bem como 0s genes
que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia, com excecdo da sulfonamida,

encontram-se representados na figura 6.
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Figura 6: Alvos dos antibidticos que tém sido utilizados ao longo do tempo no tratamento da infecdo por
N. gonorrhoeae com os respetivos genes de resisténcia. ME — Membrana externa; MI — Membrana
Interna. Adaptado de Goire et al.(64).

1.4.1. SULFONAMIDAS

Mecanismo de acao

As sulfonamidas inibem a sintese do acido félico, um importante metabolito na sintese
de ADN. Estas sdo um analogo estrutural do &cido para-aminobenzoico (PABA) e
atuam por inibicdo competitiva pela ligagcdo a enzima dihidropteroato sintetase (DHPS),
enzima fundamental para a sintese do &cido félico bacteriano, impedindo-a de realizar a

sua funcdo (figura 7) (65).
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Figura 7: Mecanismo de ac¢do das sulfonamidas no metabolismo do &cido tetrahidrofébico (forma
reduzida do acido folico), um importante metabolito na sintese de ADN. DHFR - Diidrofolato redutase;
DHPS - Dihidropteroato sintetase. Adaptado de Osério & Morgado(66).

Mecanismo de resisténcia

A espécie N. gonorrhoeae desenvolveu resisténcia a este antimicrobiano através da
hiperproducdo do PABA, competindo assim com uma maior vantagem pelo local de
ligacdo com o antibidtico. Além disso desenvolveu uma mutacdo no gene folP que
codifica a DHPS, produzindo assim uma enzima mutante com pouca afinidade para as

sulfonamidas (67).
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1.4.2.B-LACTAMICOS

Mecanismo de acao

Os alvos de agentes B-lactamicos sdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), as
quais se localizam na membrana da célula e que participam no metabolismo da parede
celular. Quando o antimicrobiano se liga a PBP inibe a sintese da parede
bacteriana (68).

Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia a penicilina podem resultar de plasmideos que contenham
0 gene blatgm-1, de PBPs com baixa afinidade a penicilina (através de mutagdes nos
genes penA e ponA), da sobre-expressdo da bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE (através
de mutagdes na regido promotora do gene mtrR ou no préprio gene mtrR que codifica o
repressor MtrR) e da redugdo da permeabilidade da membrana exterior devido a
alteracdes da porina PorB (através de mutacdes no gene porB) (26,69-71). E provével
que as mutacGes no gene pilQ, que codificam uma proteina da familia da secretina,
também estejam envolvidas no desenvolvimento de resisténcia a penicilina (72).

Gene blargm-1

Os isolados de N. gonorrhoeae PPNG contém plasmideos portadores do gene blatgm.1,
que codifica a enzima B-lactamase do tipo TEM-1. Esta enzima hidrolisa o anel
B-lactdmico da penicilina, desativando-a. Os plasmideos sdo facilmente transferiveis
entre isolados de N. gonorrhoeae, espalhando-se rapidamente. Os plasmideos que
codificam penicilinases sdo do tipo: Asia, Africa, Toronto, Rio, Nimes e Nova Zelandia.
Os plasmideos dos tipos Asia, Africa e Toronto tém sido associados a surtos
epidemioldgicos (70,73).

Mutacbes no gene penA

O gene penA codifica a proteina PBP2 implicada na sintese da parede celular.

A insercdo de um acido aspartico na PBP2 (A345a) é uma das mutagbes mais
frequentemente encontrada em isolados de N. gonorrhoeae com resisténcia a penicilina.
Este microrganismo com resisténcia a penicilina tambem pode conter mosaicos alelos
penA que podem ser adquiridas através de transferéncia de sequéncias de ADN, por
transformacéo, entre estirpes N. gonorrhoeae e Neisseria spp. comensais que tém uma

PBP2 com baixa taxa de acilacdo com a penicilina (74,75).
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Mutacdes no gene ponA

O gene ponA codifica a PBP1 também envolvida na sintese da parece celular bacteriana.
Na presenca da mutacdo L421P a taxa de acetilagdo com os antibi6ticos B-lactamicos
diminui trés a quatro vezes em comparacdo com a estirpe do tipo selvagem. Assim,
estando presente a substituicdo L421P na PBP1, a espécie N. gonorrhoeae pode
desenvolver resisténcia de alto nivel a penicilina (76).

Mutacdes no gene porB

A porina PorB codificada pelo gene porB encontra-se na membrana externa dos
isolados de N. gonorrhoeae e permite a passagem de pequenas moléculas como
[-lactamicos e tetraciclinas (77,78). As mutacdes mais frequentes que se desenvolvem
no gene porB sdo substituicbes no aminoacido A121 ou substituicbes duplas nos
aminoacidos G120 e A121 e estdo associados a uma suscetibilidade diminuida aos
antibidticos B-lactamicos e tetraciclina (79,80). No entanto, as mutacdes no gene porB
ndo aumentam a resisténcia na auséncia de uma mutacdo no gene mtrR ou no seu
promotor, sugerindo que a bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE e a porina PorB
funcionam em conjunto para aumentar a resisténcia a penicilina e a tetraciclina,
limitando a concentracdo do antibiotico no espaco periplasmatico (79).

Bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE

MutacBes no dominio de ligacdo ao ADN do repressor MtrR (por exemplo, A39T ou

G45D) diminuem significativamente a atividade do repressor, resultando num nivel
baixo ou intermédio de resisténcia aos antibidticos p-lactimicos, tetraciclina e
macrdlidos (24,26). Outras mutagdes no dominio dos multimeros (por exemplo, H105Y
e E202G) também podem ter impacto na funcdo da proteina MtrR, diminuindo a
suscetibilidade de N. gonorrhoeae aos referidos antibioticos (81).

Na sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR estd presente uma repeticdo
invertida com 13 pb entre os hexadmeros -10 e -35, onde a delecdo de uma adenina (-A)
ou uma dupla insercdo do nucleotido timina (+TT) nesta regido, impendem que a ARN
polimerase interaja com o promotor do gene mtrR e, consequentemente, resultando num
nivel elevado de resisténcia (26,82).

Mutagcdes no gene mtrR e/ou no promotor do gene mtrR diminuem a ligagdo do
repressor MtrR ao promotor da bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE causando uma
sobre-expressdo da bomba de efluxo e diminuindo assim a suscetibilidade de

N. gonorrhoeae aos referidos antibioticos (81,83,84).
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Mutacdes no gene pilQ

Multimeros da proteina PilQ formam o pilus tipo IV, este encontra-se na membrana
externa e permite que os antibidticos se difundam para o espaco periplasmatico (85,86).
A mutacdo E666K na proteina PilQ perturba a formacdo do complexo multimérico
diminuindo a formacdo do pilus, causando um aumento da resisténcia aos
antibioticos (72).

As mutagdes no gene pilQ2 s aumentam a resisténcia a penicilina se também estiverem

presentes mutacfes nos genes penA, mtrR e porB (72,76).
1.4.3. TETRACICLINA

Mecanismo de acao

A tetraciclina inibe a sintese proteica através da sua ligacdo reversivel a subunidade
ribossomal 30s (ARNm). Esta ligacdo impede o acesso do aminoacil-ARNt (&cido
ribonucleico de transferéncia) ao local de acdo no complexo ARNmM — ribossoma e
consequentemente nao ocorre a adicdo de aminoacidos aos péptidos em formacdo
(figura 8) (87).

Local P Local &
0 I\ as
Péptido em Ei 8 M . d 5 d icli
formagio N ‘ Aminoacil- ARNt igura : ecanismo € acgao as tetraciclinas.

~

Impedem a ligagdo do aminoacil-ARNt ao complexo

e / ARNmM-Ribossoma. Adaptado de Pfizer (88).
j19) o Tetraciclina

—» X ARNm

Mecanismos de resisténcia

A resisténcia a tetraciclina € mediada por diversos mecanismos que incluem a aquisicao
do gene tetM (presente num plasmideo) que codifica uma proteina protetora do
ribossoma, a modificacdo do alvo (mutacdo no gene rpsJ, que codifica a proteina
ribossomica 10S), a sobre-expressdo da bomba de efluxo (devido a mutagdes no gene
mtrR ou no seu promotor) e a diminuicdo da permeabilidade da membrana (devido a
mutacdes no gene porB) (26,69,80,90).

Mutacdes no gene rpsJ

O gene rpsJ codifica a proteina ribossdmica 10S que se encontra no ribossoma e esta

envolvida na ligacdo do ARNLt ao ribossoma. Este gene esta associado especificamente a
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resisténcia dos isolados de N. gonorrhoeae a tetraciclina. A mutacdo pontual V57M
resulta numa alteracdo do local de ligacdo da tetraciclina, diminuindo a afinidade do
antibiotico pelo ARNm. A resisténcia de alto nivel a tetraciclina mediada por mutacoes
cromossomicas resulta da combinacdo de mutacdes em trés locais no gene mtrR ou no
seu promotor, no gene porB e no gene rpsJ1 (90).

Gene tetM

A proteina TetM (codificada pelo gene tetM) tem homologia com o fator de elongacéao
EF-G (medeia 0 movimento 5°-3” do ribossoma sobre 0 ARNm), pelo que ambas as
proteinas competem pela ligacdo a subunidade ribossomal 30s, sendo que TetM tem
uma afinidade maior do que EF-G, e bloqueia a ligacdo da tetraciclina ao

ribossoma (91).
1.4.4. AMINOCICLITOL

Mecanismo de acao

A espectinomicina liga-se a molécula ARNr 16S localizada na subunidade ribossomal
30S de N. gonorrhoeae e inibe a traducdo proteica, através do bloqueio do fator de
elongacdo EF-G que impede a translocacdo do ARNt-péptido do local A para o local P
(figura 9) (92).

Péptido

Subunidade
508

—_—
o . .
m&f\s -:;:{_E‘:' Figura 9: Inibicio da sintese
Q JL’ proteica  pela  espectinomicina.
1N Adaptado de Kurahashi (185).
ARNm //'

“ Subunidade 308
_
Diregdo do movimento
do ribossoma

A Espectinomicina altera a forma
da subunidade 30S. o que conduz
a leitura erronea do ARNm.

Mecanismos de resisténcia

A interacdo entre a espectinomicina e 0 ARNr 16S ocorre na hélice 34 (nucleotidos
G1064 a C1194), mutagdes neste local podem contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia por parte de N. gonorrhoeae a este antibiotico. A mutacdo C1192U, por
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exemplo, causa resisténcia de alto nivel (CMI > 1024 ug/ml), pois altera a afinidade do

microrganismo a espectinomicina (93).
1.4.5.MACROLIDOS

Mecanismo de acéo

Os macrolidos atuam através da ligacdo reversivel ao ARNr 23S na subunidade

ribossomal 508, inibindo a translocacéo (figura 10) (94).

Péptido
Os macrolidos ligam-se a0 ARNr na

subunidade ribossomal 50S e mibe 2

formag3o do péptido.
Subunidade
508

A Figura 10: Mecanismo de a¢do dos macrdlidos,
/,J\fg JL através da ligacdo reversivel a subunidade
,m;\’“\ S s ribossomal 50S, inibindo a sintese de proteinas.
o ’}j Adaptado de Kurahashi (185).
ARNm
Subunidade 30S

R
Diregdo do movimento
do nbossoma

Mecanismos de resisténcia

A resisténcia de N. gonorrhoeae aos macrélidos pode resultar de varios mecanismos
como a modificacdo do ARNr 23S através da acdo de metilases ARNr, mutacdes
especificas em ARNr 23S e sobre-expressdo de bombas de efluxo (92). O aumento da
atividade da bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE € o mecanismo mais comum na
resisténcia de N. gonorrhoeae a azitromicina (96).

ARNr 23S

A metilacdo do ARNr 23S por enzimas metilases de ARNr é responsavel por blogquear a
ligagdo dos macrolidos ao seu alvo de agdo no ribossoma de N. gonorrhoeae. Estas
metilases séo codificadas pelos genes ermB, ermC e ermF (95).

As mutagdes C2611T (baixo nivel de resisténcia) e A2059G (elevado nivel de
resisténcia) nos alelos de ARNr 23S também impedem a ligacdo dos macrolidos ao
ARNTr 23S (96,97).
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1.4.6.FLUOROQUINOLONAS

Mecanismo de acao

As quinolonas interferem no metabolismo do ADN bacteriano por inibicdo de duas
enzimas, a ADN girase e a topoisomerase IV. Impedem que ocorra o0 processo de
replicacdo, promovendo a rutura das cadeias de nucledtidos, resultando em um efeito
bactericida (98,99).

A enzima ADN girase catalisa o0 superenrolamento do ADN linear e é composta por
duas subunidades GyrA e duas subunidades GyrB, codificadas pelos genes gyrA e gyrB,
respetivamente (98,99).

A topoisomerase 1V é um tetramero com duas subunidades ParC e duas subunidades

ParE, codificadas pelos genes parC e parE, respetivamente (figura 11) (92).

L Complexo
o, W DNA-Polimerase
v w
. Ve C/O %f\/)/‘
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Ginclcnas / \
3 £

X
Figura 11: Mecanismo de acéo das fluoroquinolonas. Adaptado de Kohanski et al. (2010) (100).

Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos por N. gonorrhoeae as fluorogquinolonas
devem-se a mutacOes nos genes gyrA e parC numa regido bem definida denominada de
regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR) (101,102).

Gene gyrA

As mutacdes mais frequentemente detetadas na subunidade GyrA, da enzima ADN
girase, sdo S91F e/ou D95N ou D95G. Estas alteram a afinidade de ligacdo das
quinolonas a enzima ADN girase (98,99).

A resisténcia € normalmente observada em N. gonorrhoeae com mutagfes apenas no
gene gyrA, ou com mutacdes em ambos 0s genes gyrA e parC (98,99).

Gene parC

As mutacdes mais frequentes na subunidade ParC da topoisomerase IV sdo D86N, S88P

ou E91K. Estas diminuem a ligacdo das fluoroquinolonas a topoisomerase 1V (98,99).
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1.4.7. CEFALOSPORINAS DE TERCEIRA GERACAO

Mecanismo de acao

As cefalosporinas fazem parte da familia dos B-lactdmicos e s&o classificadas por
geracOes: a 12 geragdo exibe atividade nos microrganismos de coloracdo Gram-positiva
e atividade moderada na presenca de bactérias de coloracdo de Gram-negativo; a 22
geracdo tem atividade aumentada sobre as bactérias de coloracdo Gram-negativo e para
anaerobios; por Ultimo, a 3% geracdo apresenta atividade em bactérias de Gram-positivo
e de Gram-negativo, nomeadamente na presenca de microrganismos da familia de
Enterobacteriaceae (103).

As cefalosporinas impedem a ligacdo do peptidoglicano a parede celular bacteriana,

uma vez que se ligam ao anel B-lactamico das PBPs (92).
Mecanismos de resisténcia

A resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo por N. gonorrhoeae deve-se
principalmente a mutacfes que modificam o alvo de acdo (PBPs), como sdo exemplo
mutacdes nos genes penA e ponA (92).

A resisténcia a estes antibioticos também se pode desenvolver a partir do aumento de
efluxo e diminuicdo do influxo, uma vez que, tém sido detetadas mutacdes adicionais
nos genes mtrR e porB entre isolados de N. gonorrhoeae com diminuicdo da
suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geracéo (15,104,105).

H& uma maior proporc¢éo de isolados N. gonorrhoeae com resisténcia a cefixima do que
a ceftriaxona devido ao facto de o desenvolvimento de resisténcia a cefixima ocorrer na
presenca de mosaicos alelos penA, enquanto para o desenvolvimento de resisténcia a
ceftriaxona sdo também necessarias mutagfes nos genes penA, mtrR e porB
(15,106,107).

Mosaico alelo penA

Os mosaicos alelos penA (ou seja, alelos gerados num isolado recetor por recombinagéo
de genes de regides semelhantes do isolado doador, estreitamente relacionados), podem
ser adquiridos por espécies de Neisseria spp. comensais presentes na faringe (N. sicca,
N. perflava, N. cinerea, e / ou N. flavescens) por transformacéo in vivo e recombinacao
homdloga. Este é considerado o mecanismo mais comum de diminuicdo da
suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo (108-115).

As proteinas PBP2 com estrutura mosaico tém mais de 70 aminoacidos alterados (92).
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Gene penA
Padrdes de mutagBes ndo mosaico no gene penA também podem contribuir para a

resisténcia, sdo exemplo as substituicdes A501V e A501T. As mutacGes G542S, P551S
e P551L ja foram associadas estatisticamente ao aumento da CMI as cefalosporinas de

terceira geracdo dos isolados de N. gonorrhoeae (92,116).

1.5. TERAPEUTICAS DO FUTURO

Devido a répida aquisicdo de resisténcia por parte dos isolados de N. gonorrhoeae aos

antibidticos disponiveis o desenvolvimento de terapéuticas alternativas € prioritario.
1.5.1. AUMENTO DA DOSE DAS CEFALOSPORINAS DE TERCEIRA GERACAO

Tem sido proposto 0 aumento da dose e duragdo da terapéutica com a ceftriaxona para

0s casos em que se observa diminuigdo da suscetibilidade a este farmaco (117,118).
1.5.2. ASSOCIACAO DE ANTIBIOTICOS

Varios autores sugeriram diferentes associacfes de antibi6ticos de forma a ultrapassar a
resisténcia de N. gonorrhoeae, de acordo com as seguintes recomendacoes:
e Ceftriaxona 1g IM, dose Unica, seguida de cefixima oral 400mg por dia durante
dois dias ou de azitromicina oral 2g, dose Unica (118);
e Combinacgdo de espectinomicina 2g IM e azitromicina oral 2g, ambas em dose
Unica, como alternativa a ceftriaxona 250mg nos casos de resisténcia a

cefixima (39).
1.5.3. NOVOS FARMACOS

O ertapenem é uma molécula relativamente recente da familia dos carbapenemos que
poderia constituir uma alternativa terapéutica nos casos de resisténcia a ceftriaxona.
Contudo, o aparecimento de resisténcias codificadas pelo gene penA torna-a uma opgéo
terapéutica ineficaz nestes casos (119,120).

O péptido antimicrobiano LL-37 faz parte da familia das catelicidinas humanas e ja foi
demonstrado que apresenta atividade bactericida e imuno-moduladora para os isolados

de N. gonorrhoeae (121).
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O aminocoumarin é uma classe de antibacterianos naturais (obtidos a partir de espécies
de Streptomyces sp.). Fazem parte desta classe a novobiocina, clorobiocina e a
coumermicina (122).

O eugenol é um antissético natural extraido da planta Ocimum sanctum, e foi
evidenciado em ratos que apresenta atividade antimicrobiana, particularmente em
isolados de N. gonorrhoeae multirresistentes (123).

A solitromicina é um novo macrdlido que revelou ter elevada atividade, in vitro, em
isolados de N. gonorrhoeae multirresistentes (124).

Terminalia macroptera é uma planta africana com varias aplicagdes medicinais que
demonstrou ter atividade antimicrobiana em vérios isolados de N. gonorrhoeae,
incluindo PPNG e TRNG (125).
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1.6. OBJETIVOS
1.6.1.OBJETIVO GERAL

v’ Estudar a taxa de infecdo por Neisseria gonorrhoeae, o perfil de resisténcia e
pesquisar mutacOes de estirpes resistentes, presentes numa populacéo de homens
que tém sexo com homens, que frequentaram uma clinica de rastreio de infegdes

sexualmente transmissiveis de Lisboa.
1.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Determinar a taxa de infecdo por N. gonorrhoeae na populacdo de homens que
tém sexo com homens que frequentaram uma clinica de rastreio de infecGes
sexualmente transmissiveis em Lisboa.

v" Verificar os perfis de suscetibilidade dos isolados de N. gonorrhoeae aos
seguintes agentes antimicrobianos: penicilina, tetraciclina, azitromicina,
ciprofloxacina, levofloxacina, espectinomicina, ceftriaxona e cefixima.

v' Pesquisar mutacdes nos genes penA, mtrR, gryA e parC dos isolados de N.
gonorrhoeae com resisténcia intermédia ou resisténcia aos antibioticos testados.

v" Determinar a contribuicdo de mutagdes nos referidos genes no desenvolvimento

de resisténcia aos antibioticos.
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2.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO EM ESTUDO

Os isolados de Neisseria gonorrhoeae estudados neste trabalho foram obtidos através da
cultura de amostras de exsudados rectais ou exsudados uretrais (no caso de individuos
com sintomatologia) de HSH que se dirigiram a uma clinica de rastreio de infecdes
sexualmente transmissiveis, localizada no Bairro Alto, em Lisboa, durante o periodo de
Janeiro de 2013 a Fevereiro de 2015.

2.2. COLHEITA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

As amostras de exsudados uretrais e rectais foram semeadas, imediatamente ap6s a
colheita, em meio de cultura de chocolate VCA3 (gelose de chocolate com PolyVitex e
com uma combinacdo de agentes antimicrobianos e antifungicos, bioMériux). As placas
semeadas foram incubadas numa jarra com atmosfera enriquecida em CO,,
proporcionada por uma vela, e posteriormente enviadas para o Instituto de Higiene e

Medicina Tropical de Lisboa, onde foram colocadas huma estufa a 36 °C.

2.3. IDENTIFICACAO DE Neisseria gonorrhoeae

A identificacdo da espécie N. gonorrhoeae foi realizada a partir de col6nias puras no
meio de cultura de chocolate PVX (gelose de chocolate com PolyViteX, bioMériux)

apos incubacdo durante a noite, a 36 °C com uma atmosfera com cerca de 5% de CO,.
2.3.1. TESTE DA OXIDASE

As coldnias obtidas no meio de cultura PVX foram testadas com o teste da oxidase
(Bactident ® Oxidase, Merck). Neste teste, a superficie da reacdo da tira entrou em
contato direto com uma ou duas coldnias e passados cerca de 2 minutos foi observado o
resultado. Para o controlo de qualidade, foi realizado o mesmo procedimento com a
estirpe Escherichia coli ATCC 25922, sendo expectavel um resultado negativo (sem
alteracdo de cor) e com a estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 sendo

expectavel um resultado positivo (alteracdo da cor da tira para violeta) (33).
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2.3.2.COLORACAO DE GRAM

A coloracdo de Gram foi realizada numa lamina com um esfregaco, obtido a partir de
colonias puras presentes no meio de cultura de chocolate PVX. A lamina corada foi
observada com a objetiva de imerséo (1000x).

2.3.3. TESTE RAPIDO DE UTILIZAGCAO DE ACUCARES

O teste rapido de utilizacdo de acucares foi realizado sempre que se obteve isolados
Gram-negativos com morfologia de diplococos e com o teste de oxidase positivo.
Para o teste foi prepara a solucéo de sal tamponada (BSS) com:

e 100 mililitros (ml) de agua destilada;

e 0,04 gramas (g) de fosfato de potassio dibasico anidro (K;HPOy);

e 0,01 g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,);

e 0,8 g de cloreto de potassio (KCI);

e 0,01 g de vermelho de fenol.
O pH foi ajustado a 8,4 apds a solucdo ser esterilizada atraves de autoclavagem.
A partir de coldnias puras do meio de cultura PVX, obtidas apds incubacdo durante a
noite a 36 °C numa atmosfera com 5% de CO,, foi preparada uma suspensdo com
turvacdo equivalente a 5 da escala McFarland (bioMérieux) em 1 ml da solucdo BSS.
Deste indculo foram dispensados 100 microlitros (ul) em 5 pocos de uma microplaca de
plastico esterilizada. A quatro pogos foram adicionados 25 pL de cada carbohidrato
(glucose, frutose, sacarose e maltose) numa solucdo a 20% e ao quinto poco ndo se
adicionou nada, para servir como controlo negativo. Como controlo positivo foram
utilizadas as estirpes Neisseria meningitidis ATCC 13090 e Neisseria lactamica ATCC
23971. A placa foi incubada a 36 °C em aerobiose e apds duas a quatro horas foi

observado o resultado (35).
2.3.4. TESTES BIOQUIMICOS E ENZIMATICOS

A confirmagéo da identificacdo de N. gonorrhoeae foi realizada com o teste bioquimico
e enzimatico comercial api®NH (bioMérieux).

A partir de colonias puras em meio de cultura PV X, ap0s incubagdo durante a noite a
36 °C numa atmosfera com 5% de CO., foi preparada uma suspensdo com uma turvagao
equivalente a 4 da escala McFarland (bioMérieux) em 2 ml de solugcdo APl NaCl 0,85%

Medium (bioMérieux). O indculo foi distribuido nas cupulas da galeria, fornecida pelo

24



2. MATERIAL E METODOS

kit comercial e de acordo com as instrucdes do fabricante. Posteriormente, a galeria
ficou a incubar durante 2 horas a 36 °C, numa atmosfera aerObia. A leitura e
interpretagdo dos resultados foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante (40).

2.4. TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

O estudo da suscetibilidade aos antibidticos foi realizado por dois métodos: método de
difusdo em disco e o método epsilométrico (Etest). Em ambos os métodos foram
incluidos os seguintes antibioticos: penicilina, cefixima, ceftriaxona, tetraciclina,
ciprofloxacina, azitromicina e espectinomicina (33).

O método difusdo em disco tem como vantagens a facilidade de execucao e reproducéo,
a utilizacdo de reagentes de baixo custo e o facto de fornecer resultados de fécil
interpretacdo clinica. Contudo, apenas apresenta resultados qualitativos. Neste método
os resultados obtidos da leitura dos diametros dos halos de inibicdo foram interpretados
como isolado suscetivel (S), com resisténcia intermédia (I) ou resistente (R) a um
determinado antibio6tico, de acordo com as normas estabelecidas do Instituto de Normas
Laboratoriais e Clinicas (CLSI) (tabela 1) (126).

No método Etest, as tiras apresentam um custo elevado e o numero de antimicrobianos a
serem testados por placa € limitado. No entanto, este € um método de facil execucgdo e
com resultados quantitativos (127-129). Neste método os resultados obtidos para a
concentracdo minima inibitéria (CMI) também foram classificados como isolado
suscetivel (S), com resisténcia intermédia (I) ou resistente (R), de acordo com as normas
estabelecidas no CLSI (tabela 1) (126).

Isolados de N. gonorrhoeae resistentes a cefixima e ceftriaxona séo recentes, portanto
dificulta a definicdo de outras categorias de resisténcia, para além da “suscetivel”.
Como o aumento do valor da CMI para um antibiético pode prever o desenvolvimento
de resisténcia, o Projeto de Vigilancia de Isolados de Gonococos (GISP) do CDC
desenvolveu valores de alerta, sendo estes abaixo dos valores de critério definidos pelo
CLSI, com o fim de vigilancia de resisténcia e de proporcionar uma maior sensibilidade
na detecdo da diminui¢do da suscetibilidade da espécie N. gonorrhoeae. O valor de
alerta para a cefixima é de CMI > 0,25 pg/ml e para a ceftriaxona é de
CMI > 0,125 pg/ml (38).
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N&o estdo definidos critérios de interpretacdo para a azitromicina no CLSI, contudo o
CDC no GISP, em 2010, definiu o valor de alerta para este antibidtico de
CMI > 2,00 pg/ml (38) e em 2005 o Laboratério de Referéncia de Neisseria (NRL)
recomendou a utilizacdo do valor critico de halos de inibicdo de diametros de < 30 mm
para interpretacao de N. gonorrhoeae com suscetibilidade diminuida para a azitromicina
(130). O Comité Europeu para o Teste de Suscetibilidade Antimicrobiano (EUCAST)
definiu para a azitromicina, os critérios de isolado suscetivel com CMI < 0,25ug/ml e
isolado resistente CMI > 0,5ug/ml (131).

A estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 esta designada pelo CLSI para ser utilizada no
Controlo de Qualidade (CQ). Se ao efetuar-se o estudo de N. gonorrhoeae ATCC 49226
pelo método de difusdo em disco e pelo método Etest e os didmetros dos halos e as
CMls corresponderem aos valores de critérios do CLSI de CQ (Tabela 2) os resultados
obtidos dos isolados em estudo podem ser considerados como validos (130,132).

Tabela 1: Critérios de interpretacdo dos resultados do teste de suscetibilidade aos antibiéticos de acordo
com as normas CLSI (126,130,132).

Antibiético Método Critérios de Interpretagdo
S | R
Penicilina Disco (10 U) (mm) >47,00 27,00-46,00 <26,00
Etest (ng/ml) <0,06 0,12-1,00 >2,00
Cefixima Disco (5 pug) (mm) >31,00 ND ND
Etest (ug/ml) <0,25 ND ND
Ceftriaxona Disco (30 pg) (mm) >35,00 ND ND
Etest (ug/ml) <0,25 ND ND
Tetraciclina Disco (30 pg) (mm) >38,00 31,00-37,00 <30,00
Etest (ug/ml) <0,25 0,50-1,00 >2,00
Ciprofloxacina Disco (5 1g) (mm) >41,00 28,00-40,00 <27,00
Etest (ug/ml) <0,06 0,12-0,50 >1,00
Azitromicina Disco (15 pg) (mm) ND ND <30,00
Etest (ug/ml) ND ND >2,00
Espectinomicina Disco (100 pg) (mm) >18,00 15,00-17,00 <14,00
Etest (ug/ml) <32,00 64,00 >128
S — Suscetivel, | — Resisténcia intermédia, R — Resistente, CMI — Concentra¢do minima inibitoria; ND —

Limites ndo definidos.
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Tabela 2: Intervalos de controlo de qualidade para N. gonorrhoeae ATCC 49226 (126,130).

Antibidtico Intervalos de Controlo de Qualidade de
ATCC 49226
Penicilina Disco (10U) (mm) 26-34
CMI (pg/ml) 0,25-1,00
Cefixima Disco (5ug) (mm) 37-45
CMI (pg/ml) 0,004-0,030
Ceftriaxona Disco (30pg) (mm) 39-51
CMI (pg/ml) 0,004-0,015
Tetraciclina Disco (30g) (mm) 30-40
CMI (pg/ml) 0,25-1,00
Ciprofloxacina Disco (5ug) (mm) 48-58
CMI (ug/ml) 0,001-0,008
Azitromicina Disco (15pg) (mm) 27-36
CMI (pg/ml) 0,125-0,500
Espectinomicina Disco (100ug) (mm) 23-29
CMI (ug/ml) 8,0-32,0

As amostras foram classificadas de acordo com os seguintes padrdes de resisténcia
(33,126,133):

CMRNG (Neisseria gonorrhoeae com resisténcia mediada por mutacdes
cromossémicas) - Resisténcia a penicilina (CMI > 2,0 pg/ml) e com CMI para a
tetraciclina entre 2,0 pg/ml e a 8,0 pg/ml,

PPNG (Neisseria gonorrhoeae produtora de penicilinases) — Pesquisa de p-
lactamase positiva;

TetR (Resisténcia a tetraciclina mediada por mutacdes cromossdmicas) - Pesquisa de
R-lactamase negativa, suscetivel a penicilina (CMI < 2,0 ug/ml) e com resisténcia a
tetraciclina (CMI > 2 pg/ml);

TRNG (Neisseira gonorrhoeae com resisténcia de alto nivel a tetraciclina mediada
por plasmideo) — Resisténcia de alto nivel a tetraciclina devido & presenca do
plasmideo com o gene tetM (CMI > 16 pg/ml);

PenR (Resisténcia a penicilina mediada por mutagdes cromossomicas) - Pesquisa de
R-lactamase negativa e resisténcia a penicilina mediada por muta¢es cromossomicas
(CMI > 2 pg/ml);

Penl (Resisténcia intermédia a penicilina) - Pesquisa de -lactamase negativa, com
resisténcia intermédia a penicilina mediada por mutacdes cromossomicas
(0,12 pg/ml > CMI < 1,0 pg/ml);
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e Tetl (Resisténcia intermédia a tetraciclina) - Resisténcia intermédia a tetraciclina
(0,5 pg/ml > CMI < 1,0 pg/ml);

e QRNG (Neisseria gonorrhoeae com resisténcia as quinolonas) - Resisténcia para a
ciprofloxacina mediada por muta¢fes cromossomicas (CMI > 1,0 ug/ml);

e AznR (Neisseria gonorrhoeae com resisténcia intermédia a azitromicina) — Isolados

com CMI > 2 pg/ml & azitromicina;
2.4.1.METODO DE DIFUSAO EM DISCO

O estudo da suscetibilidade aos antibidticos foi realizado em todos os isolados de N.
gonorrhoeae pelo método de difusdo em disco (126).

O in6culo foi obtido por suspensdo em meio de cultura de Muller-Hinton (OXOID), a
partir de colonias puras, apds crescimento durante a noite a 36 °C com uma atmosfera
de 5% de CO, no meio de chocolate PV X, tendo sido ajustada a turvagao ao equivalente
a 0,5 da escala McFarland (bioMérieux). Apos o ajuste da suspensdo, 0 meio de cultura
GC agar (OXOID) com 1% de suplemento de crescimento (Biovitex — Restoring Fluid,
Biolite), foi inoculado com estrias por toda a superficie da placa, rodando a mesma 60°,
duas vezes. Os discos dos antibidticos foram colocados na superficie do meio inoculado
com uma distancia minima de 24 mm entre centro a centro de cada disco. As placas
foram invertidas e incubadas a 36 °C em atmosfera de 5% de CO, durante 20 a 24
horas. Posteriormente, os diametros das zonas de inibicdo, incluindo o diametro do
disco, foram medidos e foram utilizados os critérios de interpretacdo para classificar a

isolado em estudo como sensivel, com resisténcia intermédia ou resistente (126).
2.42.METODO ETEST

O teste de suscetibilidade aos antibioticos realizado pelo método Etest também foi
executado para todos os isolados de N. gonorrhoeae incluidos no estudo. O
procedimento foi semelhante ao do método de difusdo em disco, em relacdo a
preparacdo da suspensdo com o isolado a estudar e a inoculagdo no meio de cultura GC
com 1% de suplemento de crescimento. Uma ou duas tiras Etest, que se encontravam a
temperatura ambiente, foram colocadas sobre a superficie do meio inoculado, tendo em
atencdo para que a superficie da tira com o antibiotico ficasse em contato com a
superficie do meio de cultura. As placas foram invertidas e incubadas a 36 °C numa

atmosfera com 5% de CO, durante 20 a 24 horas. Posteriormente, os resultados das
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CMls foram interpretados de acordo com as instrucdes do fabricante, sendo os isolados
classificados como S, | ou R, de acordo com os critérios de interpretacdo ja
referidos (33,130).

2.5. PESQUISA DE MUTACOES EM GENES QUE CONTRIBUEM PARA A
RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

2.5.1.EXTRACAO DE ADN DOS ISOLADOS DE Neisseria gonorrhoeae

A extracdo de ADN foi realizada a partir de col6nias puras de N. gonorrhoeae isoladas
no meio de cultura PVX, ap6s incubacao durante a noite a 36 °C com uma atmosfera de
5% de CO,. A extracdo do ADN gendmico das bactérias em cultura foi executada
recorrendo a utilizacdo do kit comercial QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) e de acordo
com as instrucbes do fabricante (figura 12). As amostras de ADN foram eluidas numa
solugdo tampdo, fornecida no kit e congeladas a -20 °C. O ADN da
estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 também foi extraido, utilizando-se 0 mesmo
método (134,135).

Amostra Lise Ligacia Lavagem Lavagem Fluicso ADNgendmico
Tampao AW1 Tampao AW2 purc

@ - = _
“-TFT-TFelhe e ¢7
v — = = g v

Figura 12: Esquema do protocolo de extragdo de ADN gendmico com utilizagdo do kit
comercial QlAamp® DNA Mini Kit, de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.5.2. AMPLIFICACAO DOS GENES QUE CONTRIBUEM PARA A RESISTENCIA
POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Consoante o fendtipo de resisténcia de cada isolado de N. gonorrhoeae, foram
selecionados os genes a amplificar, considerando-se que, uma vez estando presente a
resisténcia é esperado encontrarem-se mutacGes nos genes que contribuem para essa
resisténcia. O gene penA (CMRNG, PenR, Penl e CefR), 0 gene mtrR e o promotor do
gene mtrR (CMRNG, PenR, Penl, TRNG, TetR, Tetl e AznR) e os genes parC e gyrA
(QRNG) foram selecionados (16,96,98,111,136).
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Tabela 3: Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados na técnica de PCR e localizagdo da regido
sequenciada.

Sequéncia nucleotidica Estirpe Regido

Par - b —

rimers dos primers N. gonorrhoeae amplificada Referéncias
P (5°-3”) de referéncia (Nucledtidos)
penA-F CGATATGATCGAACCTGG a (108,110,111,115,
penA-R  ACAATCTCGTTGATACTCG LM306 I 2 e 137,138)
mtrR-F GCCAATCAACAGGCATTCTTA b
mirR-R ~ GTTGGAACAACGCGTCAAAC CHS 853a1253°  (83,95,137-139)
gyrA-F TCCGCCACGACCACAAATTC c L
gfA-R  CTGCCAGCATTTCATGTGAG ikt 172433 C
parC-F GTTTCAGACGGCCAAAAGCCC MS11 121 2 420 ¢ (140-143)

parC-R  CGGACAACAGCAATTCCGCAAT

a — Sequéncia amplificada corresponde aos aminoacidos (aa) 304 a 581. O dominio da transpeptidase da
PBP2 corresponde aos aa 340 a 570. b - Sequéncia amplificada corresponde aos aa 1 a 60 que pertencem
ao dominio de ligacdo do ADN do repressor MtrR. ¢ - Sequéncia amplificada corresponde aos aa 6 a 144.
A QRDR da subunidade GyrA encontra-se entre os aa 55 a 110. d - Sequéncia amplificada corresponde
aos aa 41 a 140. A QRDR da subunidade ParC encontra-se entre os aa 66 a 119.

Os primers (TIB® MOLBIOL) utilizados encontram-se apresentados na tabela 3. As
solucdes de reserva dos primers foram preparadas com agua desionizada esterilizada, de
modo a obter uma concentracdo final de 100 uM. Posteriormente, a partir destas, foram
preparadas solucdes de trabalho com uma concentracéao final de 12,5 uM (16,104,111).
A mistura de reacdo da técnica de PCR (50 uL) foi realizada de acordo com o esquema
da tabela 4.

Tabela 4: Concentragdes e volumes dos reagentes utilizados na PCR.

Concentracdo Volume por Concentragéo

Reagentes Trabalho tubo (uL) Final
Agua desionizada esterilizada - 29,2 -
Tampdo Taq 10x (Bioline) 10x 5 1x
Desoxirribonucleétidos (Bioline) 200 uM 4 16 uM
Cloreto de magnésio (Bioline) 50 uM 2 2 UM
Primer forward (TIB® MOLBIOL) 12,5 uM 2 0,5 uM
Primer reverse (TIB® MOLBIOL) 12,5 pM 2 0,5 uM
Enzima Tag ADN polimerase

(Biotag®Bioline) 9IS U2 A
ADN 5 -
Volume Total - 50 -

Inicialmente foi utilizado um programa de amplificacdo por PCR ja implementado no
laboratdrio para identificacdo de um segmento do gene cppB do plasmideo criptico pJD
de N. gonorrhoeae e seguidamente foi realizada a otimizacdo da técnica para 0s
diferentes genes a serem estudados, tendo sido ajustada a temperatura para cada par de

primers.
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A amplificacdo decorreu no termociclador Eppendorf® (Mastercycler personal), de

acordo com as condic¢des de amplificacdo apresentadas na tabela 5.

Tabela 5: Condi¢tes de amplificacdo da PCR.

Temperatura Tempo N° de ciclos
Desnaturagio inicial 94°C 2 min 1x
Desnaturacio 94°C 30 seg
penA 48°C
Hibridagdo mtrR/gyrA 57°C 1 min 40 x
parC 63°C
Extensdo 74°C 30 seg
Extensdo final 74°C 5 min 1x
Armazenamento 4°C ©

Em cada reacdo de amplificacdo foi utilizado um controlo positivo constituido por 5uL
de ADN da estirpe N. gonorrhoeae ATCC 49226 e um controlo negativo, no qual o
ADN foi substituido por dgua desionizada esterilizada.

2.5.3.ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR foram amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (Agarose molecular grade, Bioline) preparado a 1,5% com tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 0,5x. Para 100 ml de gel de agarose, foi adicionado 5 uL de
brometo de etidio (concentracdo de 0,5 pg/ml). Depois do gel estar polimerizado foi
colocado na tina Horizon® 11.14 (Amersham Pharmacia Biotech) com TAE 0,5x. No
primeiro poco do gel foi aplicado 2,5 pL de um marcador de massa molecular
(Hiperladder 1V®, Bioline) de 1000 pares de bases (pb) com bandas regularmente
espacadas a partir dos 100 pb. Em seguida, foram colocados 10 pL de cada produto
amplificado adicionado de 3 pL de uma solucdo saturada de sacarose corada com azul
de bromofenol 6x DNA loading dye (0,03% azul de bromofenol, 0,03% xileno cianol
FF, 60% glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI [pH 7,6], Fermentas).

Uma corrente de 90V foi aplicada durante 60 minutos e as bandas de ADN foram
visualizadas sob luz ultravioleta (UV) no transiluminador (Gel Doc XR®, Bio-Rad). Foi
esperada a visualizacdo de bandas com 859 pb para o gene penA, 400 pb para o gene
mtrR, 299 pb para o gene parC e 416 pb para o gene gyrA e nenhuma banda no caso do

controlo negativo.
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2.5.4.SEQUENCIAGAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos amplificados pela técnica de PCR foram enviados para a empresa STAB
Vida©, onde foram sequenciados, em ambos os sentidos.

Os primers utilizados para a sequenciacdo do ADN foram os mesmos utilizados na
reacao de PCR (tabela 3).

2.5.5. ANALISE DOS RESULTADOS DA SEQUENCIAGCAO

As sequéncias de ADN e os cromatogramas foram analisadas e editadas no programa
BioEdit - Sequence Alignment Editor, versdo 7.2.5 com o propoésito de criar uma
sequéncia consenso para cada isolado N. gonorrhoeae para o respetivo gene. Foi criada
uma base de dados com todas as sequéncias nucleotidicas.

A traducdo das sequéncias de nucleétidos para aminoacidos foi realizada através do
programa online ExPASy - Bioinformatics Resource Portal
(http://web.expasy.org/translate/).

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos com a sequéncia de referéncia, para cada
gene, foi realizado através do programa online MAFFT - a multiple sequence alignment
program (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/).

As sequéncias alinhadas foram extraidas em formato FASTA e introduzidas novamente
no programa BioEdit para pesquisa de possiveis mutacées.

2.5.6.PESQUISA DE MUTACOES

As sequéncias de aminoacidos da proteina PBP2 obtidas pelos isolados estudados
foram comparadas com a sequéncia de aminoacidos da estirpe, suscetivel a penicilina
e as cefalosporinas de terceira geragdo, N. gonorrhoeae LM306 (Numero de acesso no
GenBank: M32091) (108). Os padrdes de mutagfes na sequéncia de aminoacidos da
proteina PBP2 (codificada pelo gene penA) foram classificados de acordo com
Ito et al. (110), Whiley et al. (115) e Allen et al. (111).

A pesquisa de mutacBes no repressor MtrR e no promotor do gene mtrR foi realizada
atraves da comparacdo das sequéncias de aminoacidos (numero de acesso no
GenBank: CAA81045) e de nucledtidos (nimero de acesso no GenBank: Z25796) da
estirpe de N. gonorrhoeae CH95. Esta estirpe foi descoberta na Tailandia em 1990 é

suscetivel a penicilina e apresentou pesquisa de B-lactamases negativa (139).

32



2. MATERIAL E METODOS

Em relacdo aos isolados QRNG, as sequéncias de aminoacidos da subunidade GyrA
(gene gyrA) e da subunidade ParC (gene parC) foram comparadas com as sequéncias
de aminoacidos das referidas subunidades da estirpe MS11 (nGmero de acesso no
GenBank: AAA82128 e AAAB2151, respetivamente) (143).
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Na globalidade, a taxa de infecdo por Neisseria gonorrhoeae na populacdo de HSH
estudada foi de 5,8% (30/518), o que corresponde a 4,9% (25/508) das amostras dos
exsudados rectais e a 50,0% (5/10) amostras dos exsudados uretrais, durante Janeiro de
2013 a Fevereiro de 2015. Os casos sintomaticos corresponderam a 1,9% (10/518) da
populacéo.

Nos Estados Unidos da América (EUA) a infecdo por N. gonorrhoeae é a segunda
infecdo de notificacdo obrigatdria mais relatada, com mais de 300 000 casos
identificados em 2011 (38).

Em 2011, o Programa Europeu de Vigilancia Gonococica Antimicrobiana (Euro-GASP)
comunicou que em 28 paises da Unido Europeia, foram notificados 39 179 casos de
infecdo por N. gonorrhoeae, contribuindo para uma taxa de 12,6 pessoas por cada
100 000 habitantes destes paises (13).

Os dados resultantes de notificacdo obrigatoria em Portugal revelam que a incidéncia de
infecdo por N. gonorrhoeae tem vindo a aumentar na Gltima década de 0,27 para 0,99
casos por cada 100 000 habitantes entre 2004 e 2013 (144). Note-se que estes nimeros
ndo correspondem a realidade por subnotificacdo de casos de infecdo por
N. gonorrhoeae.

A prevaléncia de individuos com infecdo por N. gonorrhoeae, que frequentaram a
consulta de Infecbes Sexualmente Transmissiveis (IST) no Hospital de Sdo Jodo, no
Porto (2001 a 2011) foi de 0,8% (21/2711). Este valor é inferior a proporcdo obtida no
presente estudo. Dos individuos infetados por N. gonorrhoeae a maioria, 86% (18/21),
eram heterossexuais e 14% (3/21) eram HSH, entre os quais 22% (7/21) eram
assintomaticos (145).

Em 2003, na cidade de S&o Francisco dos EUA e em 2007 em varias cidades do mesmo
pais (Chicago, Los Angeles, Nova lorque, Sdo Francisco, Seattle) a prevaléncia de HSH
com infecdo por N. gonorrhoeae foi de 5,6% (32/574) em amostras de exsudados rectais
e uretrais e de 5,4% (1620/30000) em amostras de exsudados rectais, respetivamente,

resultados semelhantes ao presente estudo (17,146).
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3.1. RESULTADOS DOS TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIBIOTICOS

O método de referéncia para o estudo da suscetibilidade aos antibidticos para
N. gonorrhoeae € o método de diluicdo em agar. No entanto, este é um método
complexo de executar, pelo que tanto o método de difusdo em disco, como a
metodologia Etest tém sido utilizados para estudar a suscetibilidade aos antibidticos de
isolados de N. gonorrhoeae em substituicdo do método de referéncia (33,130).

Os resultados do teste de suscetibilidade aos antibidticos pelos métodos de difusdo em

disco e Etest encontram-se apresentados nas tabelas 6 e 7, respetivamente.

Tabela 6: Resultados do teste de suscetibilidade aos antibiéticos pelo método de difusdo em disco (126).

Antibiotico Concentracdo  Sensivel Intermédio Resistente
do disco n (%) n (%) n (%)

Penicilina 10U 2 (7%) 24 (80%) 4 (13%)
Cefixima 5ug 30 (100%) 0 (0%)
Ceftriaxona 30 ug 30 (100%) 0 (0%)
Tetraciclina 309 3 (10%) 13 (43%) 14 (47%)
Ciprofloxacina 5ug 16 (57%) 3 (10%) 11 (37%)
Azitromicina 15 ug 27 (90%) 3 (10%)
Espectinomicina 100 pg 30 (100%) 0 (0%)

Tabela 7: Resultados do teste de suscetibilidade aos antibidticos pelo método Etest (33,126).

Intervalo de . L .
o B Sensivel Intermédio Resistente
Antibidtico concentracao da
: n (%) n (%) n (%)
tira Etest
Penicilina 0,02-32 pg/mi 8 (27 %) 17 (57%) 5 (17%)
Cefixima 0,016-256 pg/ml 30 (100%) 0 (0%)
Ceftriaxona 0,002-32 pg/ml 30 (100%) 0 (0%)
Tetraciclina 0,15-256 pg/mi 12 (40%) 13 (43%) 5 (17%)
Ciprofloxacina 0,002-32 pg/ml 19 (63%) 0 (0%) 11 (37%)
Azitromicina 0,016-256 pg/ml 30 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Espectinomicina  0,064-1024 pg/ml 30 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelos métodos de difusdo em disco e Etest para os varios
antibioticos estudados (penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina e azitromicina) ndo foram
concordantes entre si, com excecdo dos que se referem a suscetibilidade a cefixima, a
ceftriaxona e a espectinomicina. Estes foram concordantes entre os dois métodos
utilizados, uma vez que se verificou que todos os isolados foram suscetiveis a estes

antibidticos, como se pode observar na figura 13.
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Figura 13: Resultados do teste de suscetibilidade aos antibioticos dos isolados de N. gonorrhoeae em
estudo, pelos métodos de difusdo em disco e Etest.

Na India, e tal como neste estudo, Singh et al. (147) apresentaram também uma maior
discrepancia de resultados para a penicilina, ciprofloxacina e tetraciclina. Os autores
estudaram a suscetibilidade de 295 isolados de N. gonorrhoeae através dos métodos de
difusdo em disco e Etest para a penicilina, ciprofloxacina, espectinomicina, ceftriaxona
e tetraciclina. Os resultados foram concordantes em 87,5%, 88,5%, 100%, 98,6% e
74,9%, respetivamente para cada antibi6tico.

Devido a estas diferencas entre os dois métodos, decidiu-se apenas discutir os resultados
obtidos pelo método Etest, uma vez que, € um método alternativo para a determinacéao
da concentracdo minima inibitoria (CMI) para a espécie N. gonorrhoeae. Varios autores
demonstraram, anteriormente, que existe uma elevada concordancia (acima de 90%)
com o método de referéncia (127-129). Além disto, e como anteriormente citado, é um
método mais facil de executar do que o método de referéncia.

Os isolados de N. gonorrhoeae foram classificados de acordo com os correspondentes
fendtipos de resisténcia, tendo em conta os valores obtidos no teste de suscetibilidade

aos antibioticos pelo método Etest (tabela 8).
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Tabela 8: Fendtipos de resisténcia dos isolados de N. gonorrhoeae obtidos nos exsudados rectais e
uretrais.

Fenotipo de resisténcia Identificacdo dos isolados de N. gonorrhoeae

Penl 1,2*,5,6,8,9,11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20*, 25, 26 e 28*
PPNG 21%*, 22,2327
Tetl 1,2*% 3% 4,6,8,9, 14, 17, 18, 19, 25 e 27

TetR 12e29

TRNG 5e13

CMRNG 7
QRNG 1,5,6,7,12,17, 21*, 22, 23, 26 e 27

Sem resisténcias 10, 15, 24,29 e 30

* - Isolados de N. gonorrhoeae obtidas a partir de amostras de exsudados uretrais.

3.1.1. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A PENICILINA

No estudo da suscetibilidade dos isolados de N. gonorrhoeae a penicilina obtiveram-se
27% (8/30) suscetiveis, 57% (17/30) com resisténcia intermédia e 17% (5/30)
resistentes, dos quais 80% (4/5) foram classificados como N. gonorrhoeae produtora de
penicilinase (PPNG).
Em Portugal, Florindo et al. (148) observaram 79,1% (149/187) de isolados de N.
gonorrhoeae resistentes a penicilina, uma propor¢cdo muito superior a obtida neste
estudo. No entanto, os referidos autores realizaram o estudo entre 2004 e 2009, para o
qual contribuiram isolados de 25 laboratérios do pais (Algarve, Lisboa, Leiria e Porto)
provenientes na sua maioria de uma populacdo composta por homens.
No presente estudo, o nimero de isolados de N. gonorrhoeae com resisténcia
intermédia foi superior aos que apresentaram resisténcia. Allen et al. no Canadéa (111),
Starnino et al. em Italia (149) e llina et al. na Russia (16) também observaram esta
situacdo, em que 77,1% (115/149), 40,3% (131/326), 62,2% (289/464) dos isolados
apresentaram resisténcia intermédia e 12,1% (18/149), 25,5% (83/326) e 11,9%
(55/464) foram resistentes, respetivamente.
No estudo que se apresenta, a maioria dos isolados com resisténcia a este antibiotico
foram PPNG (80%). De modo semelhante, os isolados resistentes a penicilina (100%)
foram classificados como PPNG, no estudo de Starnino et al.(150).
No entanto, a proporcdo de PPNG em diferentes areas geograficas é diferente. Por
exemplo, na China (2000 a 2012) (151) foi de 36,5% (429/1175), em Portugal (2004 a
2009) (148) foi de 13,4% (29/149) e no Canada (2008) (111) foi de 27,8% (5/18).
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A relevancia do fendtipo PPNG em isolados de N. gonorrhoeae resulta do facto de
conterem um plasmideo com o gene blargm-1, que codifica uma B-lactamase tipo
TEM-1. Esta enzima hidrolisa o anel P-lactdmico das penicilinas, inativando o
antibiotico (152). Apds o aparecimento dos isolados PPNG em 1976, estas estirpes
propagaram-se rapidamente a nivel internacional, o que teve um grande impacto na
salde publica na década de 1980, obrigando a uma mudanca para uma terapéutica
alternativa (153).

3.1.2.TESTE DE SUSCETIBILIDADE AS CEFALOSPORINAS DE TERCEIRA
GERACAO

A maioria dos isolados de N. gonorrhoeae foi suscetivel a cefixima e a ceftriaxona. No
entanto, houve 1/30 (3,3%) isolado que apresentou uma CMI = 0,25 pg/ml para a
cefixima.

Os critérios de interpretacdo da suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo sdo
diferentes por parte das entidades CLSI e EUCAST. De acordo com a primeira, a
suscetibilidade a ceftriaxona e a cefixima € definida com CMI < 0,25 pg/ml, portanto,
isolados com CMI > 0,25 pg/ml sdo considerados ndo suscetiveis (126). De acordo com
EUCAST, a suscetibilidade aos antibioticos é definida por CMI < 0,12 pug/ml, sendo
que, isolados com CMI > 0,12 pg/ml, sdo classificados como suscetibilidade
diminuida/resisténcia (131). Além, disto o CDC desenvolveu valores de alerta para a
cefixima com CMI > 0,25 pg/ml e para a ceftriaxona com CMI > 0,125 pg/ml. A OMS
definiu suscetibilidade diminuida para a cefixima com CMI > 0,25 pg/ml e para a
ceftriaxona com CMI > 0,125 pg/ml (10,38). Portanto, o referido isolado, de acordo
com as normas de CLSI é suscetivel, com o CDC apresenta um valor de alerta e com
EUCAST e a OMS apresenta suscetibilidade diminuida/resisténcia & cefixima. E
necessario realizar mais estudos para clarificar os critérios de interpretagdo do teste de
suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geracéo.

A diminuicdo da suscetibilidade de N. gonorrhoeae as cefalosporinas de terceira
geragdo surgiu pela primeira vez na Asia. No Japéo, entre 1999 e 2002, a percentagem
de isolados com CMI > 0,5 pg/ml para a cefixima aumentou de 0% a 30 % (59).

Em Portugal, Florindo et al. (148) observou 2,1% (4/187) isolados com suscetibilidade
diminuida a ceftriaxona (0,125 pg/ml > CMI < 0,25 pg/ml).

A diminuicdo da suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geragdo tambem tem sido

observada em outros paises da Unido Europeia (UE). Em 2011, num estudo com 21
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paises, observaram-se 7,6% (145/1902) isolados com suscetibilidade diminuida a
cefixima, e pela primeira vez, foram detetados dez isolados com diminuigdo da
suscetibilidade a ceftriaxona (13).

Na populacdo de HSH, a nivel nacional nos EUA, os isolados de N. gonorrhoeae
apresentaram um aumento da CMI para a cefixima e para a ceftriaxona de 0,2% (2006)
para 3,8% (2011) e de 0,0% (2006) para 1,0% (2011), respetivamente (38).

3.1.3. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A TETRACICLINA

Em relagdo & tetraciclina os resultados da suscetibilidade foram os seguintes 40%
(12/30) suscetiveis, 43% (13/30) com resisténcia intermédia e 17% (5/30) resistentes.
Dois isolados (6,7%) foram classificados como N. gonorrhoeae com resisténcia de alto
nivel a tetraciclina mediada por plasmideo (TRNG).

Apenas 3,3% (1/30) isolados foram classificados como N. gonorrhoeae com resisténcia
mediada por mutacdes cromossémicas (CMRNG).

Tal como no estudo da penicilina, também no caso da tetraciclina, o nimero de isolados
com resisténcia intermédia € superior ao nimero de isolados com resisténcia. No
Canadd em 2011(111) e na Italia em 2008 (149) também obtiveram 47% (70/149) e
53% (172/326) de isolados com resisténcia intermédia e 25,5% (38/149) e 19,1%
(62/326) de isolados com resisténcia a tetraciclina, respetivamente.

O primeiro caso de N. gonorrhoeae resistente a tetraciclina (TRNG) isolado em
Portugal foi documentado em 1990, em um individuo atendido num Centro de Infecdes
Sexualmente Transmissiveis, em Lisboa (154).

Na Europa em 2010 (155) e na China em 2014 (151) relataram uma prevaléncia de
isolados de N. gonorrhoeae com o fenétipo TRNG superior a deste estudo, 16%
(205/1284) e 46,4% (639/1378), respetivamente. O estudo Europeu foi realizado em
2008 e envolveu 17 paises da Europa, a maioria da populacao era composta por homens,
ndo apresentando a sua tendéncia sexual. O estudo na China foi realizado entre 2000 a
2012, com individuos que frequentaram uma clinica de dermatologia em Guangdong.
Na Europa em 2010 (155) e na China em 2014 (136) observaram prevaléncias de
isolados classificados como CMRNG superiores com 27% (1284) e 27,8% (334).

O primeiro caso de TRNG foi identificado pela primeira vez em 1985, na Georgia
(EUA). O aparecimento dos primeiros conjuntos de TRNG conduziu a um estudo de 3

semanas na Georgia, onde se observou que 3,4% (6/174) foram identificados como
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TRNG (66). Os isolados TRNG dispersaram-se rapidamente, uma vez que, em abril de
1987, o fendtipo TRNG foi detetado em 17 estados dos EUA (156).

3.1.4. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A CIPROFLOXACINA

Em relacdo a ciprofloxacina os resultados da suscetibilidade foram os seguintes 63%
(19/30) suscetiveis e 37% (11/30) resistentes. Este ultimo grupo foi classificado com o
fenotipo de N. gonorrhoeae resistente as quinolonas (QRNG).

Niveis elevados de isolados de N. gonorrhoeae resistentes a ciprofloxacina tém sido
registados em Vvarios locais da Europa em 2011 (157) num estudo com 17 paises da UE,
63% (861/1366) de isolados apresentaram resisténcia a este antibiético (157).

A taxa de isolados resistentes a este antibiotico é semelhante a proporcao relatada por
outros estudos, como por exemplo, em Portugal em 2010(148) e em Italia em 2008(149)
obtiveram 37,4% (70/187) e 34,2% (111/326) isolados com resisténcia a ciprofloxacina,
respetivamente (15,16,22).

Atualmente, varios autores observaram que a prevaléncia de QRNG se mantém elevada
no mundo (62,106,107,158).

Estirpes de N. gonorrhoeae com muta¢Ges nos aminoacidos 91 e 95 na subunidade
GyrA da enzima ADN girase, que causam diminuicdo da suscetibilidade ou resisténcia a
ciprofloxacina aumentam o fitness bacteriano em comparacdo com estirpes de N.
gonorrhoeae do tipo selvagem, no mesmo modelo murino (159). Este € um exemplo de
que os mecanismos de resisténcia antimicrobiana podem aumentar a sobrevivéncia e o
fitness das bactérias, justificando o motivo pelo qual estes mecanismos de resisténcia
sdo mantidos apesar da interrupcdo dos antimicrobianos especificos nos regimes de
tratamento (106,158,160).

A persisténcia dos determinantes de resisténcia antimicrobiana pode dever-se ao facto
de ndo afetarem significativamente o fitness bacteriano (aptiddo bioldgica da bactéria
em sobreviver, alimentar-se e reproduzir-se, que pode ser demonstrada através do ritmo
de crescimento, de capacidade de viruléncia e/ou da capacidade de transmissdo
bacteriana entre hospedeiros); de diminuirem o fitness bacteriano, surgindo no entanto,
outras mutacOes secundarias compensatorias; e melhorarem a aptidao bacteriana na sua

capacidade de transmisséo e de viruléncia (159).
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3.1.5. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A AZITROMICINA

Todos os isolados de N. gonorrhoeae demonstraram ser suscetiveis a azitromicina.
Atualmente a azitromicina é utilizada juntamente com a ceftriaxona como terapéutica
combinada para o tratamento da infe¢do por N. gonorrhoeae (38).

A resisténcia a este antibidtico em isolados de N. gonorrhoeae em Portugal, de acordo
com os dados de ESSTI (Vigilancia Europeia de Doencgas Sexualmente Transmissiveis),
em 2006 e 2007 foi de 6,9% e 8,3%, respetivamente (155).

Na Europa tem sido registado um aumento dos niveis de resisténcia a azitromicina. Os
autores Cole et al. em 2009 (157) e Cole et al. em 2010 (155) realizaram estudos com
17 paises da UE e observaram 2% (24/1285) e 13% (180/1366) de isolados resistentes a
azitromicina.

Isolados com um nivel elevado de resisténcia a azitromicina (CMI > 256 pg/L) foram
detetados em Italia (150), na Argentina (161), na Escocia (162), em Inglaterra (163) e
na Franca (164).

A azitromicina ndo é recomendada como o Unico antimicrobiano no tratamento para a
infecdo por N. gonorrhoeae, mas tem um papel importante na terapéutica combinada

com as cefalosporinas de terceira geracdo (165).
3.1.6. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ESPECTINOMICINA

Todos os isolados de N. gonorrhoeae foram suscetiveis a espectinomicina.

Em Portugal, Florindo et al. (148) também observaram que todos os isolados de N.
gonorrhoeae foram suscetiveis a espectinomicina.

Isolados resistentes a espectinomicina foram relatados em 1967 nos Paises Baixos
(166), 1981 nas Filipinas (167), 1981 na Coreia do Sul (168) e 1983 em
Inglaterra (169). Posteriormente, espectinomicina foi removida como monoterapia
empirica de primeira linha para a infecdo por N. gonorrhoeae, a nivel internacional (92).
Atualmente, tanto quanto é do nosso conhecimento, na Europa os isolados de N.
gonorrhoeae apresentam suscetibilidade a espectinomicina, tal como observado por
varios autores (56,155,157,168).

Este antibiotico pode ser uma alternativa terapéutica em doentes infetados por N.
gonorrhoeae, com intolerancia as cefalosporinas. No entanto, a espectinomicina néo
esta disponivel em muitos paises, e teme-se que ocorra um desenvolvimento rapido de

resisténcia, caso seja utilizada como terapéutica de primeira linha. Além disso,
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espectinomicina é pouco eficaz no tratamento da infecdo por N. gonorrhoeae da
faringe (170).

3.2. PESQUISA DE MUTACOES EM GENES QUE CONTRIBUEM PARA A
RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

A pesquisa de mutacBes nos isolados de N. gonorrhoeae com resisténcia ou resisténcia
intermédia aos antibidticos estudados foi realizada no dominio da transpeptidase da
PBP2 (gene penA), no dominio de ligacdo ao ADN do repressor MtrR (gene mtrR), na
sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR e na regido QRDR da subunidade ParC
da topoisomerase IV (gene parC) e da subunidade GyrA da enzima ADN girase (gene
gyrA).

O gene penA (nuclettidos 1011 a 1869) foi amplificado em 18 isolados de N.
gonorrhoeae (CMRNG e Penl), o0 gene mtrR e a sequéncia que codifica o promotor do
gene mtrR  (nucledtidos 853 a 1253) foram amplificados em 23 isolados de N.
gonorrhoeae (CMRNG, Penl, TRNG, TetR e Tetl), e as regibes QRDR dos
genes parC (nucle6tidos 121 a 420) e gyrA (nucleétidos 17 a 433) foram amplificadas
em 11 isolados de N. gonorrhoeae (QRNG).

3.2.1.PESQUISA DE MUTAQC)ES NO REPRESSOR MtrR E NO PROMOTOR DO
GENE mtrR

A pesquisa de mutacbes no dominio de ligacio ao ADN do repressor MtrR
[aminoé&cidos (aa) 1 a 60] e no promotor do gene mtrR foi realizada em 23 isolados de
N. gonorrhoeae com os fenétipos CMRNG, Penl, TRNG, TetR e Tetl (tabela 9 e
Anexo A).

Todos os isolados com os fendtipos CMRNG, Penl, TRNG, TetR e Tetl apresentaram
mutacdes na regido do promotor do gene mtrR e/ou no dominio de ligacdo ao ADN do
repressor MtrR.

MutagOes no gene mtrR e no promotor do gene mtrR, tanto isoladamente ou em
combinagdo, causam uma sobre-expressdéo da bomba de efluxo, diminuindo a
suscetibilidade de N. gonorrhoeae a vérias antibidticos (macrdlidos, penicilinas e
tetraciclinas) (81,83,84).
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Tabela 9: Muta¢des no dominio de ligagdo ao ADN no repressor MtrR e no promotor do gene mtrR,
fendtipos dos isolados estudados, obtidos a partir de exsudados rectais e exsudados uretrais.

Identificacdo

Fendtipo de . Mutacdes no repressor  Mutagdes no promotor
resisté%cia ijgtsnézcilrah(loesae ; MtrR® P dgo gene rFr)nrR
11 A39T +T
Penl 20* e 26 A39T WT
16 e 28* A39T; R44H WT
Tetl 3*, 4,14 A39T; R44H WT
TetR 29 A39T; Y48D WT
18e 19 A39T; R44H WT
1,6,8,17,25 WT -A
Penl; Tetl
2* G45D WT
9 b
13 A39T; Y48D WT
Penl; TRNG
5 A39T WT
Penl; TetR 12 WT -A
PenR; Tetl 27 A39T WT
CMRNG 7 WT -A

WT - Isolado do tipo selvagem, ou seja, a sequéncia de ADN do isolado em estudo é igual a sequéncia de
ADN do isolado de referéncia; a — As mutacfes foram pesquisadas nos aa 1 a 60 do repressor MtrR; b-
Sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR do isolado n°® 9 apresenta 100% de identidade
nucleotidica com a estirpe N. meningitidis C:2b,4:P1.5 (NUmero de acesso no GenBank AJ270527); * -
Isolados de N. gonorrhoeae obtidas a partir de amostras de exsudados uretrais.

O isolado n° 9 apresentou a sequéncia amplificada (que codifica o promotor do gene
mtrR e o dominio de ligacdo ao ADN do repressor MtrR) com 100% de identidade
nucleotidica com a estirpe Neisseria meningitidis LNP21362 (GenBank CP006869),
confirmada através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (figuras 14 e 15).

1 2 3 4 5 6 I ) 9" Py 13 CP CN

Figura 14: Eletroforese dos produtos de PCR dos isolados de N. gonorrhoeae (n°l a n°l13) apds
amplificagdo do promotor do gene mtrR e do gene parcial mtrR. A banda do isolado n® 9 apresenta maior
tamanho molecular. CP — Controlo positivo e CN — Controlo negativo.
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Figura 15: Alinhamento com sequéncias que codificam o promotor do gene mtrR e parte do gene mtrR da
estirpe N. gonorrhoeae CH95 (GenBank Z25796), da estirpe N. meningitidis LNP21362 (GenBank
CP006869) e do isolado n° 9

Trembizki et al. (171) também verificaram que dez isolados de N. gonorrhoeae tinham
a regido do promotor do gene mtrR com uma identidade nucleotidica de 76,9% com o
isolado N. gonorrhoeae FA1090 e 94,8% com um isolado N. meningitidis (NUmero de
acesso no GenBank CP002422) (171).

A exposicdo de Neisseria spp. a agentes antimicrobianos (no tratamento da infe¢do por
N. gonorrhoeae ou outras infegdes) pode resultar na selecdo de estirpes resistentes,
devido a mutacdes genéticas espontaneas e/ou devido a aquisi¢do de todo ou partes de
genes de resisténcia. Assim, esta pode surgir inicialmente em espécies de Neisseria spp.
comensais, que atuam como um reservatorio de genes que conferem resisténcia, e
podem ser transferidos para estirpes de N. gonorrhoeae através do processo de
transformacédo (capacidade de adquirir partes de ADN dispersos no meio e utiliza-lo
com se fosse ADN préprio) (83,107,172). A infecdo por N. gonorrhoeae na faringe
geralmente é assintomatica. Parece que, N. gonorrhoeae e Neisseria spp. comensais
podem coexistir por longos periodos na faringe, onde pode ocorrer a maioria das
transferéncias de material genético entre as referidas espécies. Uma vez o0s
determinantes de resisténcia adquiridos por N. gonorrhoeae podem ocorrer transferéncia
de sequéncias de ADN entre estirpes de N. gonorrhoeae, via transformacao, podendo
transmitir rapidamente os determinantes por toda a populagéo (4,173).

3.2.2.PESQUISA DE MUTACOES QUE CONTRIBUEM PARA A RESISTENCIA A
PENICILINA

A pesquisa de mutacbes, no dominio da transpeptidase da PBP2 (aa 340 a 575), no
dominio de ligacdo do repressor MtrR (aa 1 a 60) e no promotor do gene mtrR foi
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realizada em 18/30 isolados de N. gonorrhoeae com os fendtipos CMRNG e Penl
(tabela 10 e Anexo A).

Nos isolados estudados foram detetados os seguintes padrdes de mutagdes na PBP2: II,
V, IX, XII, XIV, XIX, XXII, A, B e o padrdo de mutacBes na PBP2 mosaico: XXXIV
(tabela 11) (110,111,115). Com excecdo dos padroes A e B, todos os outros foram
descritos por Ito et al. (110), Whiley et al. (115) e Allen et al. (111).

Tabela 10: PadrBes de mutacBes da PBP2 e mutagdes no repressor MtrR e na sequéncia que codifica o
promotor do gene mtrR, e CMI para a penicilina dos isolados de N. gonorrhoeae estudados.

Padréo de Mutacdes no Mutacdes no CMI para a Identificacio dos
mutagdes na repressor promotor do gene penicilina isolados
PBP2? MtrR® mtrR (ng/ml) N. gonorrhoeae
I C 0,25 9
I A39T WT 0,12 20* e 26
I A39T/R44H WT gig 18 136‘3 -
\4 WT -A 1,00 12
IX WT A\ 0,50 8
Xl WT -A 0,12 25
XV A39T/Y48D WT 0,12 13
XX A39T WT 0,12 5
KX A39T +T 0,12 11
0,12 1
A WT -A 0,25 6
2,00 7
B G45D WT 0,12 2%
KXXIV WT -A 1,00 17

WT - Isolado do tipo selvagem, ou seja, a sequéncia de ADN do isolado em estudo € igual a sequéncia de
ADN do isolado de referéncia; a — Mutagdes pesquisadas entre os aa 340 e 575 na PBP2; b — As mutacbes
foram pesquisadas nos aa 1 a 60 do repressor MtrR; ¢ - Sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR
do isolado n° 9 apresenta 100% de identidade nucleotidica com a estirpe N. meningitidis C:2b,4:P1.5
(NUmero de acesso no GenBank AJ270527); * - Isolados de N. gonorrhoeae obtidos a partir de amostras
de exsudados uretrais.

Stefanelli e Carannante descreveram o padrdo de mutagdes da PBP2, denominado de A,
numa estirpe N. gonorrhoeae denominada G2859 e introduzida no GenBank com o
namero de acesso AKM12408 a 20 de Janeiro de 2015.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, o padrdo de mutacfes da PBP2, denominado
neste estudo de B, ndo se encontra descrito na literatura. Este padrdo é semelhante ao
padrdo XXIII, descrito por Whiley et al. (115) com excec¢éo da substituicdo K555L.
Todos os isolados Penl e CMRNG estudados, com exce¢do do isolado n° 17,

apresentaram uma insercéo do acido aspartico (D) na posicdo 345 na proteina PBP2.
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Tabela 11: Padrdes de mutacBes no dominio da transpeptidase da PBP2 presentes nos isolados de N.
gonorrhoeae em estudo (110,111,115).

Padrao Mutacdes dos aminoacidos no dominio transpeptidase da PBP2
PBP2?

I D345a, F504L, A510V, A516G.
v D345a, F504L, A510V, A516G, G542S, 1566V, N573a, A574V.
IX D345a, F504L, A510V, A516G, P551L.
X1l D345a, F504L, A510V, A516G, P551S.
XIV  D345a, F504L, A510V, A516G, H541N.
XIX  D345a, F504L, A510V, A516G, H541N, 1566V, N573a, A574V.
XXIl  D345a, F504L, A510V, A516G, H541N, P552V, K555Q, 1556V, 1566V, N573a, A574V.
A D345a, A501T, F504L, A510V, A516G, P551L.
B D345a, A437V, VA43E, L44TV, Q457K, 1461V, F462I, E464A, RA68K, E469K, N4T2E,
F504L, A510V, N512Y, H541N, A549T, P552V, K555Q, 1556V, N573a, A574V.
XXXIV  P343A, V344T, R345V; Q345a, S352T, R373M, G375T, A376P, E377K, E385D, 1388V,

b N406S, R411Q, P412K, A437V, VA43E, L4447V, Q457K, 1461V, FA621, E464A, R468K,
E469K, N472E, PAB0A, F504L, A510V, N512Y, H541N, G545S.

a - Os aminoacidos 340 a 575 da PBP2 dos isolados de N. gonorrhoeae foram comparados com 0s
aminoacidos 340 a 575 da PBP2 da isolado N. gonorrhoeae M32091 para a pesquisa de mutacdes; b —
Padrdo de mutagGes da PBP2 com estrutura mosaico.

Varios autores observaram que a inser¢do D345a na PBP2, que causa um aumento de 4
a 8 vezes da CMI para a penicilina, € a mutacdo mais comum em isolados N.
gonorrhoeae com resisténcia intermédia ou resisténcia a penicilina (16,74,174).

Neste estudo, o padrdo de mutacGes da PBP2 Il foi encontrado em 41,2% (7/17) e
apenas um isolado apresentou um padrdo de mutacdes da PBP2 com estrutura mosaico.
O isolado com resisténcia a penicilina (classificado como CMRNG) apresenta o padrao
de mutacdes A, que também se encontra presente em isolados Penl. Foi observado neste
estudo que, diferentes padrées de mutacdes PBP2 estdo presentes em isolados com
diferentes CMI para a penicilina.

Tem havido a tentativa de associacdo entre os padrdes de mutacGes da PBP2, mosaicos
e ndo mosaicos, com a resisténcia a penicilina. Contudo esta correlagdo nao tem sido
observada porque a distribuicdo da CMI para a penicilina dos isolados com os padrdes
de mutacbes PBP2 sobrepdem (115).

Neste seguimento, Ito et al. (110) e Lee et al. (104) observaram que isolados de N.
gonorrhoeae com valores elevados de CMI para a penicilina (CMI = 1pg/ml e
CMI =8 pg/ml para a penicilina) apenas apresentam o padréo de mutac¢des da PBP2 X.
No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre este padrdo de mutacdes e

os fendtipos dos isolados, uma vez que Ito et al. (110) também verificaram que este
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padrdo, além de outros, estavam presentes em isolados com valores de CMI mais baixos
(CMl igual a 0,5 pg/ml e 0,25 pg/ml para a penicilina).

Durante a Gltima década, muitos mosaicos alelos penA tém sido descritos, os quais tém
cerca de 60 alteracbes de aminoacidos em comparagdo com um gene penA do tipo
selvagem, o que pode resultar em resisténcia para a penicilina e cefalosporinas de
terceira geracéo (4,106,112).

Em relacdo as mutagOes que afetam a bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE neste estudo,
os isolados Penl apresentaram as seguintes mutacGes no repressor MtrR: A39T (4/17),
G45D (1/17), A39T/R44H (4/17) e A39T/Y48D (1/17). Também para este fendtipo
foram observadas a delegéo de uma adenina (6/17) e uma insergéo de uma timina (1/17)
na regido invertida de 13pb do promotor do gene mtrR.

O isolado QMRNG tem uma delecdo de uma adenina na regido invertida de 13pb do
promotor do gene mtrR.

Tal como neste estudo, Allen et al. (111), nos isolados Penl e PenR, encontraram as
seguintes mutacdes A39T (2/30), G45D (6/30) e a dupla mutacdo A39T/R44H (3/30) no
repressor MtrR. Em relacdo ao promotor do gene mtrR, os autores observaram a delecdo
de uma adenina (19/30) e a insercdo de uma timina (2/30) na regido invertida de 13pb.
Dewi et al. (175) e Olesky et al. (80) demonstraram que a presenga somente da mutacao
G45D confere um nivel intermédio de resisténcia para a penicilina e tetraciclina. No
estudo apresentado e no estudo de Allen et al. (111) também se observou a presenca da
substituicdo G45D somente em isolados de N. gonorrhoeae com resisténcia intermédia
a penicilina.

Isolados de N. gonorrhoeae com resisténcia intermédia a penicilina, a tetraciclina e a
azitromicina (substratos da bomba de efluxo MtrCDE), geralmente apresentam
mutacdes no dominio de ligagdo ao ADN (as mais comuns sdo G45D e A39T) e no
motivo hélice-volta-hélice (entre os aa 32 a 53) do repressor MtrR que se liga no
promotor mtrCDE (27,176).

3.2.3.PESQUISA DE MUTACOES QUE CONTRIBUEM PARA A RESISTENCIA AS
CEFALOSPORINAS DE TERCEIRA GERACAO

No isolado de N. gonorrhoeae n°® 17 foi observada uma CMI para a ceftriaxona de
0,006 pg/ml e para a cefixima de 0,25 pg/ml. Este isolado apresentou o padrdo de
mutacdes da PBP 2 mosaico XXXIV e uma dele¢do de uma adenina na regido invertida

do promotor do gene mtrR.
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A estirpe de N. gonorrhoeae F89 identificada como extensivamente resistente aos
antibioticos, apresentou alto nivel de resisténcia a cefixima (CMI = 4 pg/ml) e a
ceftriaxona (CMI entre 1 a 2 pg/ml). Esta estirpe contém o padrdo de mutacGes da PBP2
mosaico XXXIV e a mutagdo adicional A5S01P (4). Esta mutacdo pode emergir entre
estirpes contendo o mosaico alelo XXXIV com a probabilidade do aparecimento de
estirpes extensivamente resistentes, em todo o mundo, uma vez que tém sido relatados

em Varios paises isolados de N. gonorrhoeae com 0 mosaico XXXIV (4,111,177-179).

3.2.4.PESQUISA DE MUTAGCOES QUE CONTRIBUEM PARA A RESISTENCIA A
TETRACICLINA

A pesquisa de muta¢des no dominio de ligagdo ao ADN do repressor MtrR (aa 1 a 60) e
no promotor do gene mtrR foi realizada em 18 isolados de N. gonorrhoeae com 0s
fendtipos CMRNG, TRNG, TetR e Tetl (tabela 12 e Anexo A).

Tabela 12: Mutagdes no repressor MtrR e no promotor do gene mtrR e CMI para a tetraciclina dos
isolados estudados.

CMI para a Identificac&o dos
Mutacdes no Mutagdes no promotor o )
tetraciclina isolados
repressor MtrR? do gene mtrR
(ng/ml) N. gonorrhoeae
0,5 3*
A39T/R44H WT
1 4,14,18¢e 19
16 13
A39T/Y48D WT
8 29
32 5
A39T WT
1 27
G45D WT 0,5 2*
0,5 25
WT -A 1 1,6,8, 17
2 7,12
B 0,5 9

WT - Isolado do tipo selvagem, ou seja, a sequéncia de ADN do isolado em estudo é igual a sequéncia de
ADN do isolado de referéncia; a — As mutacfes foram pesquisadas nos aa 1 a 60 do repressor MtrR; b-
Sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR do isolado n® 9 apresenta 100% de identidade
nucleotidica com a estirpe N. meningitidis C:2b,4:P1.5 (NUmero de acesso no GenBank AJ270527; * -
Isolados de N. gonorrhoeae obtidas a partir de amostras de exsudados uretrais.

No presente estudo, nos isolados de N. gonorrhoeae com o fenotipo Tetl foram
observadas as mutagGes no repressor MtrR A39T/R44H (5/13), A39T (1/13), G45D
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(1/13). Além disto, também foi detetada a delecdo de uma adenina (5/13) na regido
invertida do promotor do gene mtrR.

Os isolados TRNG, TetR e CMRNG, no presente estudo, apresentaram as seguintes
mutacgdes no repressor MtrR A39T/Y48D (2/5), A39T (1/5) e também a delecdo de uma
adenina (2/5) na regido invertida do promotor do gene mtrR.

No estudo apresentado, a substituicdo A39T e a delecdo da adenina na regido invertida
do promotor do gene mtrR estdo presentes tanto em isolados Tetl como em TRNG,
TetR e CMRNG.

Allen et al. (111) verificaram mutaces semelhantes as observadas no presente estudo,
em isolados TetR e TRNG, no repressor MtrR: A39T (2/38), G45D (4/38) e
A39T/R44H (1/38). A delecdo de uma adenina (27/38) e a insercdo de uma timina
(3/38) no promotor do gene mtrR também estavam presentes nos isolados com o0s

referidos fenotipos (111).

3.25.PESQUISA DE MUTACOES NA REGIAO DETERMINANTE DE
RESISTENCIA AS QUINOLONAS

A pesquisa de mutacgdes na regido QRDR da subunidade GyrA do ADN girase (aa 55 a
110) e da subunidade ParC da topoisomerase IV (aa 66 a 119) foi realizada em 11
isolados QRNG (tabela 13 e Anexo A).
Na pesquisa de mutacdes, na regido QRDR, para a subunidade GyrA e ParC, foram
observadas as mutacGes nos isolados de N. gonorrhoeae em estudo:

o  GYrAsoirpesc € ParCegig (3/11 isolados QRNG);

o  GYrAsoirpesc € ParCsgrr (2/11 isolados QRNG);

o  GyrAsoirpgsa € ParCsgyn (4/11 isolados QRNG);

o  GyrAsoirpesa € ParCsgrr (1/11 isolados QRNG);

o  GYyrAsoirpgsa € ParCpgsn (1/11 isolados QRNG).
Assim, foi detetado que todos os isolados estudados apresentaram duas mutacfes na
subunidade GyrA e uma mutagdo na subunidade ParC. Além disto, a substituicdo S91F
na subunidade GyrA esta presente em todos os isolados.
Varios autores, tal como no presente estudo, observaram que a combinagdo de mutagdes
nas subunidades GyrA e ParC na regido QRDR estd associada a isolados de

N. gonorrhoeae com resisténcia a ciprofloxacina (98,102,180).
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Tabela 13: Mutagdes na regido QRDR e CMI para a ciprofloxacina dos isolados de N. gonorrhoeae com
o fendtipo QRNG.

CMl paraa Identificacdo dos
Subunidade GyrA* Subunidade ParC* ciprofloxacina isolados
(ng/ml) N. gonorrhoeae
4 1
S91F/D95G E91G 8 6
> 32 7
1 22,26
S91F/D95A S87N 2 23
4 5
S91F/D95A S87R 1 21*
S91F/D95A D86N 4 27
S91F/D95G S87R 8 e
>32 17

a — A pesquisa de mutacGes foi realizada na regido QRDR da subunidade GyrA da ADN girase (aa 55 a
110) e da subunidade ParC da topoisomerase 1V (aa 66 a 119); * - Isolados de N. gonorrhoeae obtidas a
partir de amostras de exsudados uretrais.

Allen et al. (111) verificaram que 92,3% (36/39) dos isolados QRNG tinham as
substituicdes GyrAseir/posc € ParCsgrr. Este padrdo de mutacGes também foi encontrado
no presente estudo, mas em apenas 18% (2/11) dos isolados estudados.

Su et al. (181), semelhante a este estudo, obtiveram 97,1% (34/35) isolados com a
substituicdo S91F na subunidade GyrA. Além disto, encontraram 13 padrdes de
mutacdes diferentes para as subunidades GyrA e ParC, dos quais 0 padrdo GyrAsgir/pesc
e ParCpgen estava presente em 40% (14/35) dos isolados QRNG. Este também foi
encontrado neste estudo, mas em apenas 1/11 isolado.

Tanto neste estudo, como nos estudos de Su et al. (181) e Giles et al. (141) se
observaram diversos padrdes de mutacdes nas subunidades GyrA e ParC, representando

a diversidade de mutagdes presentes nas estirpes QRNG.

50



4. CONCLUSAO

A taxa de infecdo por Neisseria gonorrhoeae obtida no presente estudo foi semelhante a
outros estudos realizados com a mesma populacdo em cidades dos EUA (17,146).

Neste estudo, o teste de suscetibilidade aos antibi6ticos foi realizado pelos métodos de
difusdo em disco e Etest, como alternativas ao método de referéncia (33,130). Decidiu-
se utilizar os resultados obtidos pela metodologia Etest, uma vez que se sabe da
existéncia de uma elevada concordancia com o método de referéncia, para estudar a
suscetibilidade aos antibidticos (127-129).

O ndmero de isolados de N. gonorrhoeae que apresentaram resisténcia a penicilina foi
inferior ao obtido por Florindo et al. (148). Ainda em relacdo a penicilina, a taxa de
isolados com resisténcia intermédia e com resisténcia foi semelhante as proporcdes
obtidas por Allen et al. (111), Starnino et al. (149) e llina et al. (16). Tanto quanto é do
nosso conhecimento, em Portugal ndo existem estudos sobre a resisténcia intermédia de
N. gonorrhoeae a este antibidtico, assim como, para todos os antibioticos estudados.

No presente estudo, a maioria dos isolados resistentes a penicilina eram produtores de
B-lactamases (PPNG) tal como no estudo de Starnino et al. (150). No entanto, outros
autores relataram valores muito mais baixos de isolados PPNG (16,148,151).

A maioria dos isolados de N. gonorrhoeae foi suscetivel as cefalosporinas de terceira
geracdo. Apenas um isolado apresentou suscetibilidade diminuida a cefixima. Em
Portugal (148) e em outros paises da Unido Europeia (13) também foram relatados
isolados com suscetibilidade diminuida a este antibiotico.

Isolados classificados como resisténcia de alto nivel a tetraciclina (TRNG) tém sido
referidos, por véarios autores, com uma taxa superior a obtida neste estudo (151,155). O
mesmo foi observado relativo ao fenotipo CMRNG, na sua relagdo com estudos
realizados na China (136) e na Europa (155).

No entanto, a proporcdo de isolados com resisténcia a ciprofloxacina (QRNG) foi
semelhante aos resultados obtidos nos estudos realizados por Florindo et al. (148) e
Starnino et al. (149).

Todos os isolados estudados foram suscetiveis a azitromicina. No entanto, o nimero de
isolados com resisténcia a este antibidtico tem vindo a aumentar na Europa e no resto do
mundo (155,157,161). Em relacdo, a espectinomicina todos os isolados foram
suscetiveis, tal como se tem verificado por toda a Europa, de acordo com outras
publicaces (56,155,157,168).
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Neste estudo, a sequéncia que codifica o promotor do gene mtrR de um isolado de N.
gonorrhoeae apresentou 100% de identidade nucleotidica com isolados de N.
meningitidis. Este fendmeno reflete a elevada taxa de transformagdo que ocorre em N.
gonorrhoeae. As especies do género Neisseria tém a capacidade de transferirem
sequéncias de ADN entre si. E relevante quando ocorrem transferéncias de
determinantes de resisténcia, que podem facilmente dispersar por toda a populagdo de
N. gonorrhoeae (83,107,172).

Em relacdo a pesquisa de mutacdes nos isolados de N. gonorrhoeae, o reduzido numero
de casos positivos ndo permitiu retirar conclusdes com valor estatistico quantitativo, no
entanto, qualitativamente, permitiu compreender que as mutagOes detetadas séo
idénticas as obtidas por outros autores, estando associadas a fen6tipos de resisténcia.
Varios autores concluiram que as mutacdes (no gene mtrR e no promotor do gene mtrR)
que causam a sobre-expressdo da bomba de efluxo MtrC-MtrE-MtrD diminuem a
suscetibilidade de N. gonorrhoeae a penicilina, tetraciclina e macrélidos (81,83,84).
Neste estudo também se observou que todos os isolados com resisténcia intermédia e
resisténcia a penicilina e a tetraciclina (os fendtipos CMRNG, Penl, TRNG, TetR e
Tetl) apresentaram mutacdes na regido do promotor do gene mtrR e/ou no dominio de
ligacdo ao ADN do repressor MtrR.

Os isolados estudados e caracterizados com resisténcia intermedia ou resisténcia a
penicilina, com exce¢do de um isolado, apresentaram uma insercdo do acido aspartico
(D) na posicao 345 na proteina PBP2, associacdo também foi observada por varios
autores (16,74,174).

A CMI a penicilina também pode ser aumentada por mutacGes especificas que
aumentam a sobre-expressdo da bomba e pela diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa através da porina B (provocada pela presenca de mutacGes no gene
porB) também causa uma diminuicdo da suscetibilidade dos isolados de N. gonorrhoeae
ao referido antibiotico (79,105,106,183). Nos resultados deste estudo, observaram-se
gue os isolados com resisténcia intermédia ou resisténcia a penicilina apresentaram
mutacGes na bomba de efluxo MtrC-MtrE-MtrD. O que esta de acordo com outros
autores, de que as referidas mutacGes causam resisténcia intermédia a penicilina e que
contribuem no desenvolvimento de resisténcia ao referido antibiotico (81,83,84,176).
Um isolado deste estudo apresentou a estrutura mosaica XXXIV. Estirpes contendo o
referido mosaico podem desenvolver a mutacdo A501P com a probabilidade do

aparecimento de estirpes extensivamente resistentes, em todo o mundo, uma vez que
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tém sido relatados em varios paises isolados de N. gonorrhoeae com o mosaico
XXXIV (4,111,177-179).

A diminuicdo da suscetibilidade deste microrganismo a tetraciclina, tal como para a
penicilina, também pode ser observada na presenca de mutacdes que conduzem a sobre-
expressdao da bomba de efluxo MtrC-MtrE-MtrD e de mutacBes que alteram a
permeabilidade da membrana externa bacteriana (mutagdes no gene porB) (79,105,183).
Em todos os isolados classificados como resistentes a ciprofloxacina estavam presentes
duas mutacbes na subunidade GyrA e uma mutacdo na subunidade ParC que foram
verificadas por outros autores estarem associadas a isolados de N. gonorrhoeae com
resisténcia a ciprofloxacina (102,143,180).

O método de cultura e os testes de suscetibilidade de N. gonorrhoeae aos antibioticos, a
sequenciacdo do genoma e o0 aparecimento de outras tecnologias moleculares,
combinadas com dados epidemioldgicos e analises filogenéticas, tém proporcionado
uma melhor compreensdo da dindmica da emergéncia nacional e internacional,
transmissdo e evolugdo da resisténcia dos isolados de N. gonorrhoeae aos
antimicrobianos.

Atualmente, o regime terapéutico de primeira linha recomendado nos Estados Unidos da
América e na Europa é a combinacédo da ceftriaxona com a azitromicina (184).

No entanto, a suscetibilidade a ceftriaxona tem vindo a diminuir a nivel mundial, nos
ultimos anos. A resisténcia a azitromicina é prevalente em alguns paises e esta a emergir
rapidamente (150,162-164).

Neste estudo, os isolados de N. gonorrhoeae apresentaram resisténcia e resisténcia
intermédia a penicilina (73%), a tetraciclina (60%) e a ciprofloxacina (37%), e foram
suscetiveis a cefixima, a ceftriaxona, a azitromicina e a espectinomicina. Portanto, os
isolados de N. gonorrhoeae circulantes na populagédo entre HSH, na area de Lisboa, sdo
suscetiveis a terapéutica recomendada atualmente.

Uma nova possibilidade terapéutica sera a utilizacdo da espectinomicina que seria
também eficaz em Portugal. No entanto, os problemas com a disponibilidade do
farmaco, em muitos paises europeus, limitam o posicionamento deste antibi6tico nas
normas de tratamento de N. gonorrhoeae e pode ndo ser eficaz no tratamento da infecdo
por N. gonorrhoeae na faringe (63).

De uma perspetiva global de satde pablica, num curto espaco de tempo, é essencial a
inclusdo de um novo regime terapéutico com novos agentes antimicrobianos ou outros

compostos terapéuticos.
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No entanto, é necessario ter em conta que N. gonorrhoeae desenvolveu resisténcia a
todos os antimicrobianos introduzidos na terapia de primeira linha durante os tltimos 70
a 80 anos. Por estas razdes, é imperativo investir ndo sé na pesquisa de derivados de
antimicrobianos, mas também no desenvolvimento e investigacdo de novos alvos e
abordagens terapéuticas para o tratamento da infecdo por este microrganismo.

O reforgo das capacidades de diagndstico, 0 uso correto de antibioticos, a notifica¢do de
casos de infecdo por N. gonorrhoeae com suscetibilidade diminuida aos

antimicrobianos, a vigilancia de resisténcia, sao essenciais.
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Figura Al: Sequéncia putativa parcial de aminoacidos do repressor MtrR dos isolados de Neisseria gonorrhoeae. As mutacdes foram
pesquisadas nos aa 1 a 60 do repressor MtrR, através da comparagdo da sequéncia de aminoacidos da estirpe de N. gonorrhoeae CH95 (nimero
de acesso no GenBank: CAA81045).
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Figura A2: Sequéncia de nucle6tidos do promotor do gene mtrR dos isolados de Neisseria gonorrhoeae. A pesquisa de mutacdes no promotor
do gene mtrR foi realizada através da comparacdo das sequéncias de nucleotidos da estirpe de N. gonorrhoeae CH95 (nimero de acesso no
GenBank: Z25796). Rl — Regido de repeticdo invertida; * - Codao de iniciacéo.
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Figura A3.1: Sequéncia putativa parcial de aminoécidos da PBP2 dos isolados de Neisseria gonorrhoeae. As mutagfes foram pesquisadas nos
aminoacidos 340 a 575 na PBP2, através da comparacdo da sequéncia de aminoacidos da estirpe de N. gonorrhoeae LM306 (Numero de acesso
no GenBank: M32091).

73



6. ANEXOS

54 S50 560 S0 580

e e [ L T gy
M3205]1 TAHCYYCCVVACPPFEKKIMCCSLNILGISPTEKPLT-ARAVKTES
i S - Lo...__.. T S
2 M. .. B i N R T — L -
5 . - e R T — L -
- Lo..__.. T -
7 Li...... e e e e e e e e e e T -
B L - - e e e T -
g - - e e e T -
ii S . P - A N T —— L -
iz SN . - e R T — L -
16 - N e -
13 N - N e -
17 M 5 - - e e -
18 - - e e e T -
15 - - e e e T -
20 - N T -
25 5 - N T -
26 - N e -
27 - N e -
28 - - e e -

Figura A3.2: Sequéncia putativa parcial de aminoécidos da PBP2 dos isolados de Neisseria gonorrhoeae (continuacdo). As mutacGes foram
pesquisadas nos aminoacidos 340 a 575 na PBP2, através da comparacao da sequéncia de aminoacidos da estirpe de N. gonorrhoeae LM306
(NUmero de acesso no GenBank: M32091).
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Figura A4: Sequéncia putativa parcial de aminoacidos da enzima de ADN girase dos isolados de N. gonorrhoeae. A pesquisa de mutacgdes foi
realizada na regido QRDR da subunidade GyrA do ADN girase (aminoacidos 55 a 110) através da comparacdo com a sequéncia de aminoacidos
da referida subunidade da estirpe MS11 (nimero de acesso no GenBank: AAA82128).
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Figura A5: Sequéncia putativa parcial de aminoécidos da enzima Topoisomerase IV dos isolados de Neisseria gonorrhoeae. A pesquisa de
mutacOes foi realizada na regido QRDR da subunidade ParC da topoisomerase IV (aminoacidos 66 a 119), através da comparacdo com a

sequéncia de aminoacidos das referidas subunidades da estirpe MS11 (nimero de acesso no GenBank: AAA82151).
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