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RESUMO
Larissa Brasil Skaf

Susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de Neisseria gonorrhoeae isoladas no Rio de
Janeiro entre 2014 e 2018

Orientador: Raquel Regina Bonelli

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obten¢ao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no
RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Neisseria gonorrhoeae € o agente etioldégico da gonorreia, uma infeccdo sexualmente
transmissivel. Este microrganismo ¢ um problema de satde global devido a sua habilidade de
adquirir e desenvolver mecanismos de resisténcia e pela sua disseminacdo mundial devido a
falhas no sistema de satde, sendo a segunda IST bacteriana mais comum no mundo segundo a
OMS. A ceftriaxona e azitromicina sdo, atualmente, as ultimas drogas validadas para
tratamento sindromico de gonorreia. Apesar de outras classes de antimicrobianos, como
carbapenemas e aminoglicosideos terem sido utilizadas com sucesso para tratar esta infeccao,
elas ainda nao foram validadas para o tratamento sindromico. Desde setembro de 2017 o
Brasil recomenda a prescri¢ao de ceftriaxona (500 mg) combinado com azitromicina (1 g), ou
azitromicina (2 g, para individuos alérgicos a betalactdmicos) para o tratamento de gonorreia.
De fato, um estudo feito com 93 amostras obtidas de laboratorios clinicos entre margo de
2014 e outubro de 2017 no Rio de Janeiro mostrou 98%, 78% e 72% de amostras nao-
susceptiveis a penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina, respectivamente; 25% (n = 23) dos
isolados nao foram susceptiveis a azitromicina (CMI > 2 pg/mL) com uma tendéncia no
aumento deste percentual ao longo dos ultimos quatro anos de estudo.O objetivo dete estudo
foi realizar uma vigilancia epidemioldgica sobre o perfil de susceptibilidade de amostras de
N. gonorrhoeae isoladas em laboratérios clinicos no Rio de Janeiro e comparar os resultados
com estudos anteriores.. As 117 amostras de N. gonorrhoeae recebidas pelo nosso grupo de
pesquisa entre 2014 ¢ 2018 foram submetidas a duas metodologias diferentes. O teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos foi feita com discos contendo azitromicina, cefixima,
ceftriaxona, ciprofloxacina, espectinomicina, gentamicina, penicilina e tetraciclina. As CMIs
foram determinadas por 4gar diluicdo para azitromicina, cefixime, ceftriaxona,
espectinomicina e gentamicina. Como resultado, altos percentuais de resisténcia a
ciprofloxacina, penicilina e tetraciclina foram observadas ao longo do periodo estudado, todas
acima de 75%. Do mesmo modo, a resisténcia a azitromicina foi observada em 24% (n = 29)
da cole¢do, mantendo-se alta. Todas as amostras foram susceptiveis a ceftriaxona, cefixima e
espectinomicina. Uma amostra foi resistente a cefixima, segundo o ponto de corte do
EUCAST (R > 0,125 pg/mL). Uma vez que CLSI, EUCAST e BrCAST ndo possuem ponto de
corte para gentamicina, o ponto de corte utilizado por Brown (2010) foi considerado,
sugerindo muitas amostras (76%; n = 89) com resisténcia intermedidria (CMI 8-16 pg/mL) a
este antimicrobiano. Este trabalho contribui para a compreensao do perfil contemporaneo de
susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de N. gonorrhoeae circulantes no Rio de
Janeiro e estabelece uma referéncia para avaliacdo da evolugdo desta caracteristica nos
proximos anos.

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae, resisténcia, azitromicina, ceftriaxona.
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Larissa Brasil Skaf

Susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de Neisseria gonorrhoeae isoladas no Rio de
Janeiro entre 2014 ¢ 2018

Orientador: Raquel Regina Bonelli

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obten¢ao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no
RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Neisseria gonorrhoeae is the etiological agent of gonorrhea, a sexually transmitted infection.
This microorganism is a global health concern because of its ability to acquire and develop
antimicrobial resistance mechanisms and its worldwide spread due to health system failures,
being the second most common bacterial STI in the world according to WHO. Ceftriaxone
and azithromycin are consideredthe last validated drugs for the treatment of gonorrhea.
Although other classes of antimicrobial agents, such as carbapenems and aminoglycosides,
have been successfully used to treat this disease, they have not been validated for syndromic
treatment yet. Since September 2017, Brazil recommends the prescription of ceftriaxone (500
mg) combined with azithromycin (1 g), or azithromycin (2 g, to beta-lactams allergic
individuals) to gonorrhea treatment. Indeed, a study performed with 93 isolates obtained
between March 2014 and October 2017 from clinical laboratories in Rio de Janeiro showed
98%, 78%, and 72% non-susceptibility to penicillin, tetracycline, and -ciprofloxacin,
respectively. Regarding azithromycin, 25% of the isolates were non-susceptible (MIC > 2
ng/mL), with a tendency of rising rates along the four years of the study. The aim of this work
was to performe a susceptibility surveillance in isolates of N. gonorrhoeae obtained from
clinical laboratories in Rio de Janeiro and compare the results with previous studies. The 117
N. gonorrhoeae isolates received by our research laboratory between 2014 and 2018 were
submitted to two different metodologies. Antimicrobial susceptibility testing was performed
with discs containing azithromycin, cefixime, ceftriaxone, ciprofloxacin, spectinomycin,
gentamicin, penicillin and tetracycline. Azithromycin, cefixime, ceftriaxone, spectinomycin
and gentamicin minimal inibitory concentration (MIC) values were determined by agar
dilution. High resistance rates to ciprofloxacin, penicillin and tetracycline were observed
throughout the study period, with resistance rates over 75%. Likewise, resistance to
azithromycin was detected in 24% (n = 29) of the collection, keeping at high rates. All
isolates were susceptible to ceftriaxone, cefixime and spectinomycin. One isolate was
resistant to cefixime, according to the EUCAST breakpoint (R > 0,125 pg/mL). Since CLSI,
EUCAST and BrCAST do not have a breakpoint for gentamicin, Brown’s (2010) breakpoint
was used, suggesting a big number of isolates (76%; n = 89) with intermediary resistance
phenotype (CMI 8-16 pg/mL) to this antimicrobial agent. This work has contributed to the
comprehension about the contemporaneous susceptibility profile of N. gonorrhoeae isolates
obtained in Rio de Janeiro and set a reference for the evaluation of the evolution of this
characteristic over the next years.

Key-words: Neisseria gonorrhoeae, resistance, azithromycin, ceftriaxone.
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1. Introducao

1.1 Neisseria gonorrhoeae

O género Neisseria, que pertence a familia Neisseriaceae, abriga 32 espécies. A
maioria ndo ¢ patogénica ao ser humano e algumas podem apresentar-se como comensais no
trato respiratorio superior, colonizando mucosas da orofaringe e nasofaringe, e eventualmente
a mucosa anogenital sem causar danos. As espécies Neisseria gonorrhoeae € Neisseria
meningitidis sao destaques por serem patogénicas causando gonorreia € meningite,
respectivamente (Meyer, 1999; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2009; Unemo, 2013; Euzéby,
2019).

N. gonorrhoeae, também chamada gonococo, ¢ uma bactéria gram-negativa, em forma
de cocos usualmente dispostos em pares (diplococos) medindo entre 0,6 € 10 um de diametro,
ndo esporula e ndo possui flagelos, apresentando motilidade devido a presenca de pili
(Murray, Rosenthal e Pfaller, 2009).

Diferente das outras espécies de Neisseria, que possuem o metabolismo
exclusivamente aerobio, o gonococo também consegue se desenvolver em anaerobiose. Isso
se da devido a producdo constitutiva da enzima nitrito redutase pela célula, que utiliza o
nitrito como aceptor final de elétrons para realizar a respiragdo anaerobia quando ndo ha
oxigénio no meio (Knapp e Clark, 1984). Na andlise bioquimica, testes de catalase e oxidase
sdo utilizados na diferenciagdo do género Neisseria, sendo todas as espécies do género
produtoras de oxidase ¢ a maioria de catalase. O gonococo ¢ positivo para ambos os testes. A
produgdo de acido a partir da oxidagdo da glicose, mas ndo de lactose, maltose ou sacarose, ¢
uma caracteristica utilizada na diferenciagdo do gonococo frente a outras espécies de
Neisseria. N. gonorrhoeae ¢ um microrganismo fastidioso que exige para seu crescimento
meios complexos como agar chocolate, sendo essencial a presengca do aminodcido cisteina e
de uma fonte de energia como glicose, piruvato ou lactato, além de uma atmosfera de 5% de
diéxido de carbono (CO;) e controle sobre a umidade. Gonococos sdo sensiveis a baixa
umidade e sua temperatura ideal de crescimento ¢ de 35°C a 37°C (Ng e Martin, 2005;
Unemo, 2013).

O ser humano ¢ o unico hospedeiro natural para N. gonorrhoeae (Ohnishi et al., 2010).

Este microrganismo infecta células epiteliais presentes nas mucosas, principalmente a do trato



urogenital, e, através delas, alcanca o espago subepitelial estabelecendo a infec¢do. O
lipooligossacarideo presente na membrana externa dessa bactéria auxilia ndo somente na
adesdo e invasao do epitélio, mas também estimula a libera¢ao do fator de necrose tumoral —
o, citocina pro-inflamatoria responsavel pelos sintomas relacionados a infeccdo pelo
gonococo. Sua habilidade de se desenvolver em anaerobiose permite a colonizagdo em sitio
onde ndo ha a presenca de oxigénio, como endocérvice, reto, faringe e trato genital (Winn et

al., 2008; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2009; Edwards e Butler, 2011; Mubaiwa ef al., 2017).

1.2 Doenc¢a gonococica

N. gonorrhoeae ¢ o agente etiologico da infec¢do sexualmente transmissivel (IST)
conhecida como gonorreia (Murray, Rosenthal e Pfaller, 2009). Sua transmissdo ¢ feita pela
via sexual, seja pela mucosa uretral, anal ou oral, quando uma pessoa infectada tem relagao
sexual desprotegida com outra pessoa. A transmissao também pode ser feita de forma vertical,
onde a gestante com gonorreia transmite o microrganismo para o neonato durante sua
passagem pelo canal vaginal (CDC, 2014).

A infeccdo em homens e mulheres se manifesta de formas diferentes;
aproximadamente 50% dos casos de gonorreia em mulheres sdo assintomaticos, enquanto em
homens esse percentual diminui para 10%. A infeccdo ndo tratada pode levar a infeccao
gonococica disseminada (IGD), assim como a complicagdes especificas em cada género. A
IGD ¢ considerada rara, uma vez que afeta de 0,5 a 3% dos individuos infectados. Este quadro
ocorre quando o gonococo ganha a corrente sanguinea e ¢ caracterizado por febre baixa,
lesdes cutdneas hemorrdgicas e poliartralgia, podendo culminar em endocardite e artrite
infecciosa (Winn ef al., 2008; Unemo, del Rio e Shafer, 2016).

O sitio primario da infec¢do gonococica em mulheres é o endocérvice (colo uterino) o
que leva a cervicite onde os sintomas, quando presentes, incluem distria, dor abdominal,
sangramento anormal ou intermenstrual e secre¢cdo cervicovaginal. Caso a infeccdo ndo seja
tratada o microrganismo pode ascender ao trato geniturinario superior levando a complicagdes
como doeng¢a inflamatoria pélvica, salpingite (infec¢do das tubas uterinas/Trompas de
Falopio), abscessos tubovarianos, gravidez ectopica e infertilidade. Uma vez que a maior
parte das mulheres apresenta infeccdo assintomatica ¢ natural que estas ndo sejam tratadas.
Isso leva a um maior percentual de doengas disseminadas, como a sepse e infecgdes de pele e

articulagdes, e complicagdes neste grupo de pacientes. Os sintomas da gonorreia nado



complicada em mulheres frequentemente sdo semelhantes a quadros clinicos de cistite e
infeccdes vaginais por Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e Candida albicans, o
que dificulta o diagndstico. Em gestantes a doenga gonococica esta associada a complicagdes
como parto prematuro, abortamento espontaneo e morte do neonato (Winn et al., 2008;
Unemo, 2013; Unemo, del Rio e Shafer, 2016).

Em homens o sitio primério da infeccdo € a uretra, onde ap6s o periodo de incubagao
da bactéria (2 a 5 dias) ha a producao de corrimento purulento, manifestagao clinica presente
na maioria dos casos de uretrite causada por N. gonorrhoeae. Além disso, a distria ¢ um
sintoma presente no quadro de infec¢do gonococica. Complicagdes em homens sdo mais
dificeis de ocorrer, mas quando presentes se manifestam na forma de epididimite, prostatite,
abscesso periuretral, vesiculite seminal (Winn et al., 2008; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2009;
Unemo, 2013).

Os sitios extragenitais onde pode haver infeccdo gonocdcica incluem a conjuntiva, o
reto e a faringe. A infec¢do gonocdcica na faringe, em geral, ¢ assintomatica e transmitida via
sexual, porém, também pode estar presente em neonatos sendo a transmissdo da bactéria feita
durante o parto. A infec¢do da conjuntiva ¢ comumente observada em neonatos que passaram
pelo canal vaginal infectado sendo estabelecida a oftalmia neonatal. A infec¢do neste sitio
também pode ser estabelecida por contato com secregdes genitais e pela autoinoculagdo por
laboratoristas que ndo tomem os devidos cuidados durante a manipulagdo de amostras de
N. gonorrhoeae. Os sintomas nesses casos incluem celulite periorbitaria, secrecao purulenta e
eritema e edema das palpebras, podendo resultar em cegueira caso ndo seja tratada (Winn et
al., 2008). A infec¢do no reto normalmente esta presente em homens que fazem sexo com
homens em um quadro assintomatico, mas pode estar presente nos dois géneros (Unemo e

Shafer, 2014).

1.3 Resisténcia a antimicrobianos em N. gonorrhoeae

J4

A gonorreia ¢ uma das ISTs mais frequentes em todo o mundo. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) descreve N. gonorrhoeae como um microrganismo que necessita de
acdo imediata para controle da disseminacdo da infec¢do, em parte por causa do risco da
gonorreia tornar-se intratavel, visto que essa bactéria tem desenvolvido resisténcia contra
todos os antimicrobianos utilizados na terapéutica, mas também pelo risco de coinfec¢do com

outras ISTs, tal como a causada por Chlamydia trachomatis (WHO, 2016a). Além disso,



N. gonorrhoeae ¢ classificada como um microrganismo de prioridade 2 (alta) em relagdo a
pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos, uma vez que ja foram identificadas cepas
resistentes a cefalosporinas de terceira geragao e as fluoroquinolonas (WHO, 2016b). Ainda,
no que diz respeito ao nivel de preocupagdo com a saude humana, N. gonorrhoeae ¢
classificada pelo CDC como uma ameaga urgente em relagdo a resisténcia a antimicrobianos
nos Estados Unidos da América (CDC, 2019b).

Até o presente momento ndo ha vacinas contra N. gonorrhoeae. Os principais motivos
estao relacionados ao fato de a infeccdo gonocdcica ndo conferir imunidade protetora, sendo
dificil a determinagcdo de um estado de imunidade; a alta variabilidade antigénica de
moléculas de superficie do gonococo, que ocorre ndo somente entre diferentes cepas, mas
também na mesma cepa ao longo do tempo; e ao fato de este microrganismo possuir o ser
humano como unico hospedeiro, o que prejudica o desenvolvimento de um modelo animal
que reproduza exatamente a infecgdo que ocorre em humanos. Entretanto, nas duas tltimas
décadas tem sido utilizado um modelo de infec¢do gonococica uretral em camundongo fémea
tratada com estradiol, que replicam a infec¢do vaginal e tem ajudado a entender a infecgdo
gonocdcica do ponto de vista imunologico (Russel, Jerse e Gray-Owen, 2019). Na auséncia de
uma vacina contra o gonococo a Unica forma de combater a infeccdo causada por esse
microrganismo ¢ a antibioticoterapia, que idealmente deve ser eficaz e acessivel. O tratamento
da gonorreia em geral ¢ realizado empiricamente, sem a realiza¢do de cultura, isolamento do
microrganismo e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Neste caso, a terapia ¢
prescrita com base em recomendagdes dadas por 6rgdo oficiais que definem diretrizes guiadas
por evidéncias epidemioldgicas (Unemo, 2015). No caso do Brasil esta recomendagio ¢ feita
pelo Ministério da Satde (Costa-Lourengo et al., 2017b; CONITEC, 2018).

Historicamente, varios antimicrobianos ja foram preconizados para o tratamento da
gonorreia e deixaram de ser utilizados devido ao aparecimento de amostras resistentes a eles.
Na figura 1 estdo descritos, em uma perspectiva historica, cada um dos antimicrobianos, os
mecanismos de resisténcia detectados em N. gonorrhoeae para a respectiva droga € o
momento em que comegaram e deixaram de ser utilizados para o tratamento da gonorreia. Em
seguida sera abordado detalhadamente cada um destes antimicrobinanos, sendo feita a
seguinte divisdo em relagdo aos antimicrobianos: aqueles que ja foram em algum momento
utilizados para tratar a gonorreia mas que nio sdo mais preconizados (sulfonamidas,
penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina); os que fazem parte da atual recomendacdo de
tratamento no Brasil e em diversos paises do mundo (azitromicina e ceftriaxona); e aqueles

que ja foram utilizados para este fim ao redor do mundo, mas nunca foram amplamente



utilizados no Brasil e que podem vir a fazer parte de futuras recomendacgdes de tratamento

(espectinomicina, gentamicina e cefixima).

Gentamicina | Nao foram reportados mecanismos de resisténcia
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Figura 1 — Evolucdo da resisténcia a antimicrobianos em Neisseria gonorrhoeae. Os quadrados
e setas representam por quanto tempo cada antimicrobiano foi ou ainda esta sendo utilizado. Estes marcam o ano
de introdugdo para o tratamento de gonorreia ¢ 0 ano em que deixaram de ser recomendados para tal. Dentro de
cada uma das formas estao especificados os mecanismos de resisténcia associados a cada antimicrobiano.

1.3.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas atuam por interferir na via de sintese de acidos nucléicos. Através da
metabolizacdo de derivados do 4acido folico por diferentes sintetases e redutases ¢ gerado o
acido tetrahidrofolico, cofator essencial na sintese de bases nitrogenadas (purinas e
pirimidinas). As sulfonamidas sdo analogas de um dos substratos dessa via, o acido p-
aminobenzbéico (PABA), impedindo que ele se transforme em &cido dihidrofolico por
competir pelo sitio ativo da enzima dihidropteriatase sintetase (DHPS). A acdo das sulfas ¢
potencializada pela combina¢do com o trimetoprim, uma vez que ele atua na mesma via. O
trimetoprim ¢ um andlogo do acido dihidrofélico; assim, competindo pelo sitio ativo da
enzima dihidrofolato redutase (DHFR), ele inibe a conversdo do acido dihidrofélico em acido
tetrahidrofolico. A agdo desses antimicrobianos ¢ primariamente bacterioestatica, porém, sem

a producdo de bases nitrogenadas ndo ha a multiplicagdo da célula nem sintese de proteinas,



tendo por fim um efeito bactericida (Tavares, 2014; Wiithrich et al., 2019). Ainda, a DHFR de
N. gonorrhoeae ndo possui uma boa afinidade pelo trimetoprim, o que significa dizer que o
gonococo ndo ¢ particularmente sensivel a esse antimicrobiano. Entretanto, o sinergismo
observado entre sulfametoxazol, uma sulfonamida, com o trimetoprim deve-se ao fato de que
o sulfametoxazol diminui a concentragdo do acido dihidrofoélico, o que torna o trimetoprim
um melhor competidor pelo sitio ativo da DHFR (Johnson e Morse, 1988).

A classe das sulfonamidas foi a primeira a ser utilizada contra N. gonorrhoeae. A
descoberta feita por Gerhard Domagk em 1935 possibilitou o tratamento da gonorreia ja em
1937 (Kampmeier, 1983). Entretanto, por volta de 1944 ja eram observadas amostras de
N. gonorrhoeae resistentes a esse antimicrobiano, e, até o final da mesma década, 90% dos
isolados testados apresentavam resisténcia clinica a sulfas. Na década de 60 foi proposto o uso
combinado de sulfametoxazol com trimetoprim para tratamento de gonorreia ndo complicada,
tendo a desvantagem para o paciente de ser administrada multiplas doses de altas
concentragdes. Contudo, esse tratamento foi utilizado com sucesso até a década de 70 (Lewis,
2010; Costa-Lourenco et al., 2017a).

A resisténcia a sulfas no gonococo pode ocorrer por dois mecanismos distintos. Um
deles se da por meio do aumento da sintese do PABA, o que resulta na atenuagdo da agdo do
antimicrobiano, uma vez que hd uma maior concentracdo de acido p-aminobenzdico para
competir pelo sitio ativo da DHPS. O outro mecanismo se d4 por mutagdes que ocorrem no
gene folP, que codifica a DHPS, diminuindo sua afinidade pelas sulfonamidas (Lewis, 2010;

Unemo, del Rio e Shafer, 2016; Costa-Lourencgo et al., 2017b).

1.3.2 Penicilina

A penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928, pertence a classe dos
betalactamicos e atua inibindo a reagao final da sintese de peptideoglicano, maior responsavel
pela rigidez da parede celular bacteriana, atuando na transpeptidacdo. A penicilina liga-se a
proteinas que ligam a penicilina (PBPs, do inglés Penicillin Binding Proteins), as quais
possuem atividade como transpeptidases e transglicosidases, tendo fundamental participagdo
na sintese e incorporagdao de peptideoglicano na parede celular. Ao se ligar com as PBPs a
penicilina inibe sua a¢do e o peptideoglicano formado apresenta falhas, o que leva a célula a
lise osmotica (Tavares, 2014).

A penicilina foi utilizada contra o gonococo pela primeira vez em 1930 para tratar uma

oftalmia gonocdcica neonatal (Wainwright e Swan, 1986) e em 1943 para tratar uretrite



gonococica (Van Slyke, Arnold e Buchholtz, 1943). Inicialmente esse antimicrobiano era a
terapia recomendada apenas em casos de falha terapéutica com sulfonamidas, porém,
conforme a susceptibilidade a sulfonamidas foi diminuindo, a penicilina tornou-se o
tratamento de escolha para infec¢des gonococicas (Lewis, 2010).

Assim como ocorreu com as sulfonamidas, a penicilina mostrou-se eficiente contra o
gonococo quando comegou a ser utilizada e pouco tempo depois cepas com susceptibilidade
reduzida comecaram a ser identificadas. Em 1944 eram utilizadas para tratar infecgdes
gonocodcicas 100.000 unidades de penicilina G, ao passo que em 1972 eram necessarias
4.800.000 unidades. No primeiro caso 95% dos isolados apresentavam concentragdo minima
inibitéria (CMI) < 0,015 pg/mL, enquanto no segundo, 95% possuiam CMI < 0,9 pg/mL
(Johnson e Morse, 1988). Em 1975, essa diminui¢do gradual da susceptibilidade foi associada
ao efeito aditivo de mutacdes em diferentes genes, como o pend e penB, responsaveis por
codificar, respectivamente, a PBP2 e a porina B (Sparling, Sarubbi e Blackman, 1975). Em
1976 foram reportadas falhas terapéuticas nos Estados Unidos (EUA) e outros paises quando
utilizada penicilina para tratar gonorreia ndo complicada (Unemo e Shafer, 2014).

Hoje sabe-se que mecanismos moleculares envolvendo a resisténcia a penicilina sao
tanto cromossomais quanto mediados por plasmideos. N. gonorrhoeae que apresentam
mecanismos de resisténcia mediados por plasmideo sdo denominadas N. gonorrhoeae
produtora de penicilinases (PPNG, do inglés penicillinase-producing Neisseria gonorrhoeae).
Essas amostras possuem plasmideos que carreiam os genes blargy.; ou blargy.;zs, que
codificam as enzimas B-lactamases do tipo TEM-1 e TEM-135, respectivamente. Ambas as
enzimas hidrolisam o anel betalactimico tornando a penicilina inativa (Unemo, del Rio e
Shafer, 2016). Os plasmideos carreadores desses genes sdo nomeados de acordo com sua
origem epidemiolodgica; tratam-se de plasmideos geneticamente relacionados que possuem
sitios de insercdo e delecao diferentes, além dos tamanhos serem distintos. Os plasmideos
carreadores de penicilinases mais frequentemente descritos em N. gonorrhoeae sio
conhecidos como: Asia, Africa e Rio/Toronto; no entanto outros plasmideos (Nimes, New
Zealand, Johannesburg, e Australian) ja foram descritos no gonococo carreando B-lactamases
TEM (Costa-Lourencgo, 2017).

Ja os mecanismos de resisténcia cromossomais estdo relacionados a mudancas nas
PBPs e/ou na permeabilidade da membrana externa (Lewis, 2010). Mutagdes nos genes
ponAl e pend que codificam, respectivamente, a PBP1 e PBP2, levam a modificagdes nas
proteinas que afetam a ligacdo de betalactdmicos, tal como a penicilina, impedindo a ac¢do do

antimicrobiano (Goire et al., 2014). No gene ponAl pode ocorrer uma mutagao pontual



denominada ponAl, a qual resulta em uma substituicdo de T para C no par de base 126
levando a substitui¢do do aminoacido leucina por prolina na posi¢do 421 (Leu421Pro) na
proteina, o que eleva a CMI de quatro a oito vezes (Ropp et al., 2002; Lewis, 2010). J& no
gene penA pode haver a inser¢do de um aspartato apos a posi¢ao 345, além de substitui¢des na
por¢do c-terminal da PBP2 que alteram sua estrutura e, consequentemente, afetam a ligagao
do antimicrobiano (Fedarovich et al., 2014).

Muitos antimicrobianos entram na célula bacteriana por meio da porina B, localizada
na membrana externa (Goire et al., 2014). Essa proteina, conhecida como porBlb, ¢
codificada pelo gene porB ¢ mutagdes nesse gene sao conhecidas como penB (mutagdo no
hipotético loop 3 da porina B) (Gill et al., 1998; Olesky, Hobbs e Nicholas, 2002). Essas
mutagdes levam a uma substituicdo de glicina por lisina ou acido aspartico na posi¢do 120
(Gli120Lis ou Gli120LAsp), e a substituicao de alanina por acido aspartico na posi¢ao 121
(Alal21Asp) da porina B1 (Lewis, 2010). Apenas quando associada a expressdo aumentada
da bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE, codificada pelo operon mtrCDE, a penB afeta a CMI
de penicilina no gonococo, podendo sofrer um aumento de até quatro vezes. Acredita-se que
seja por um possivel efeito sinérgico entre os dois mecanismos (Gill et al., 1998; Costa-
Lourenco ef al., 2017b). Além disso, a combinagdo das mutacdes nos genes pend, penB e mtr
podem acarretar um aumento de 120 vezes na CMI de penicilina em N. gonorrhoeae (Lewis,
2010).

N. gonorrhoeae possui o sistema mtr (multipla resisténcia transferivel), composto por
um operon, o mtrCDE, que codifica a bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE. (Lewis, 2010;
Barros dos Santos, 2016). Essa bomba de efluxo é responsdvel por exportar moléculas
hidrofébicas da célula, como os antimicrobianos penicilina, tetraciclina e macrolideos, o que
impacta na susceptibilidade do gonococo frente a essas substancias. A expressdao da bomba de
efluxo mtrCDE ¢ controlada por dois reguladores transcricionais: MtrA (ativador do operon) e
MtrR (repressor do operon). Diferentes mecanismos, tais como, a substituicdo de aminoacidos
(A39T ou G45D) na estrutura do MtrR, inser¢do de dinucleotideos (TT:AA) ou a delecao de
um unico par de bases (T:A) no promotor do gene MtrR podem afetar a expressdo da bomba
de efluxo MtrC-MtrD-MtrE. Além disso, a substituicao de citosina para timina a 120 (C120T)
pares de bases upstream de mtrC gera um outro promotor que ¢ insensivel ao efeito repressor
do mtrR (Zarantonelli et al., 2001; Costa-Lourengo et al., 2017b).

PilQ, codificado pelo gene pilg, juntamente com o pili do tipo IV atuam como poros
na membrana plasmatica externa, onde antimicrobianos e pequenas moléculas sao

transportados. A mutagdao que ocorre nesse gene ¢ denominada penC ou pilg2, e leva a uma



substitui¢do de 4cido glutdmico por lisina na posi¢do 666 (Glu666Lis), o que desestabiliza o
poro formado por PilQ diminuindo o influxo de penicilina (Zhao et al., 2005; Costa-Lourenco
et al.,2017b).

Para uma amostra susceptivel de N. gomnorrhoeae se tornar resistente a altas
concentragdes de penicilina sem a aquisicdo de uma penicilinase ela deve adquirir
mecanismos de resisténcia associados a cinco genes, sendo eles, pend, penB, pilg, ponAl e
mtr (Ropp et al., 2002). Além disso, ha o chamado fator X, um determinante da resisténcia a
penicilina e cefalosporinas que permanece desconhecido. Este determinante pode elevar a
CMI da penicilina no gonococo de 3 a 6 vezes, mas por ndo ser transformavel torna dificil seu
estudo com as metodologias classicas (Unemo e Shafer, 2014). A protedmica pode vir a ser
uma ferramenta Util na determinagdo do mecanismo por tras do fator X (Baarda e Sikora,

2015).

1.3.3 Tetraciclina

A tetraciclina atua ligando-se a subunidade 30S do ribossoma bacteriano e impedindo
a sintese proteica. Ao estabelecer essa ligagdo o antimicrobiano impede que RNA-
transportadores, responsaveis por carrear os aminoacidos que irdo compor a proteina, se
acoplem ao ribossoma e, assim, bloqueia a sintese de novas proteinas. Em altas concentragdes
a tetraciclina torna-se toxica para as células de mamiferos, tanto pela sua acdo quelante,
principalmente sobre o magnésio, quanto pela inibi¢do da sintese proteica (Tavares, 2014).

Amostras de N. gonorrhoeae isoladas na era pré-penicilina apresentavam CMI para
tetraciclina variando de 0,02 a 0,2 pg/mL, sendo consideradas susceptiveis. Apds a introdugao
desse antimicrobiano como parte do tratamento de infecgdes gonococicas, nos anos 50, houve
um aumento nas CMI de cepas isoladas durante esse periodo, variando de 0,5 a 4 pg/mL. Essa
diminui¢do da susceptibilidade ¢ associada a aquisicdo de mecanismos de resisténcia
cromossomais (Morse et al., 1986; Costa-Lourenco et al., 2017b). Além disso, Morse e
colaboradores identificaram em 1986 a presenca de um mecanismo de resisténcia mediado
por plasmideo em amostras de N. gonorrhoeae (Morse et al., 1986).

Mutagdes nos genes mtrR, penB e pilg, que afetam a susceptibilidade a penicilina,
também tém impacto sobre a efetividade de tetraciclina, e normalmente seu efeito cumulativo
pode elevar a CMI para 2 — 4 pg/mL (Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2016). Outro
mecanismo cromossomal que pode ter o mesmo efeito sobre a CMI esta relacionado a uma

mutagdo pontual no gene rpsJ (tet-2), que codifica a proteina ribossomal 10S, componente da
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subunidade 30S do ribossoma procaridtico, onde ha a mudanca do aminoacido valina para
metionina na posi¢cdo 57 (Val57Met). Essa mudan¢a diminui a afinidade da tetraciclina pelo
seu sitio de ligacao no ribossoma bacteriano, podendo assim, aumentar de trés a quatro vezes
a CMI, independente da bactéria possuir outros mecanismos de resisténcia cromossomais (Hu
et al., 2005; Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2016).

Cepas de N. gonorrhoeae também podem apresentar mecanismos plasmidiais de
resisténcia a tetraciclina, os quais podem elevar a CMI para > 16 pg/mL. Essas amostras sao
conhecidas como N. gonorrhoeae resistentes a tetraciclina (TRNG, do inglés, Tetracycline
Rresistant Neisseria gonorrhoeae). Dois plasmideos conjugativos identificados em
N. gonorrhoeae carreiam o gene fetM, que codifica a proteina TetM, responsavel por bloquear
o sitio de ligag¢do da tetraciclina na subunidade 30S do ribossoma. A proteina TetM tem uma
estrutura semelhante ao fator de elongagcdo da tradu¢do EF-G, porém com uma maior
afinidade pelo ribossoma. Assim, TetM compete pelo mesmo sitio que o EF-G ¢ a tetraciclina
(Chopra e Roberts, 2001; Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2016). Apesar dos dois plasmideos
carreadores do gene fetM apresentarem peso molecular de 25.2 MDa, foram identificadas
diferencas entre os genes carreados por eles, inclusive os genes fetM que possuem 96,8% de
identidade (Gascoyne-Binzi et al., 1993; Lewis, 2010). O nome atribuido aos plasmideos,
American e Dutch, reflete a origem das amostras em que esses plasmideos foram identificados
(Chalkley et al., 1997).

Na década de 50 a tetraciclina era o tratamento alternativo para pacientes com
gonorreia que apresentavam alergia a penicilina (Costa-Lourencgo ef al., 2017b). Em 1983 foi
identificada a primeira amostra de N. gonorrhoeae resistente a altas concentragdes desse
antimicrobiano no EUA e em 1985 o mesmo foi observado na Holanda (Chalkley et al.,
1997). Ja em 1989 o uso da tetraciclina para tratar gonorreia foi descontinuado por nao ser
mais uma terapia adequada, uma vez que TRNGs ja estavam amplamente disseminadas pelo
mundo, permanecendo a tetraciclina como parte do tratamento apenas em casos de coinfec¢ao
com C. trachomatis (Costa-Lourencgo et al., 2017b). A tetraciclina foi entdo substituida por
uma fluoroquinolona, a ciprofloxacina, na recomendagdo de tratamento feita pelo Centers for

Disease Control and Prevention (CDC) (CDC, 1989; Lewis, 2010).

1.3.4 Ciprofloxacina

Quinolonas sintéticas foram descobertas na década de 60, sendo o acido nalidixico o

primeiro antimicrobiano dessa classe a ser utilizado para tratamento de infec¢ao urinaria. A
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partir do acido nalidixico foram desenvolvidos outras quinolonas com espectro de agdo mais
amplo, sendo conhecidas como fluoroquinolonas (Unemo e Shafer, 2014).

A ciprofloxacina ¢ uma fluoroquinolona, seu mecanismo de acdo ¢ bactericida e atua
sobre a sintese de DNA, onde ha a inibicdo das enzimas DNA girase e Topoisomerase 1V
(Unemo e Shafer, 2014). Ambas enzimas atuam quebrando e reunindo dupla fita de DNA na
replicagdo, transcri¢do, reparo e recombinacdo do DNA. A DNA girase ¢ composta pelas
subunidades GyrA e GyrB, sendo codificadas pelos genes gyrd e gyrB, respectivamente. Ja a
Topoisomerase IV ¢ formada pelas subunidades ParC e ParE, codificadas por parC e parE
(Unemo e Shafer, 2014). A ciprofloxacina bloqueia a a¢gdo dessas enzimas ligando-se a elas e
formando um complexo antimicrobiano-enzima-DNA. Este complexo estavel bloqueia a
movimentagdo da forquilha de replicagdo e, sua toxicidade se deve, provavelmente, a ligagao
deste complexo se tornar irreversivel e a geragao de uma quebra na dupla fita causada pela
desnaturacdo da enzima (Hooper, 2001). O exato mecanismo deletério do complexo estavel
formado ainda nao foi, no entanto, plenamente esclarecido (Fabrega et al., 2009).

A resisténcia a ciprofloxacina em amostras de N. gonorrhoeae (CMI > 1 pg/mL, de
acordo com o Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI 2019) geralmente esta associada
a dupla mutacao no gene gyr4 ou a combinagdo de mutagdes nos genes gyrd e parC (Giles et
al., 2004; CLSI, 2019). Essas mutacdes geralmente ocorrem nas posi¢des 91, 95 e/ou 120 em
gvrA, 87 e 91 em parC e 439 em parE, que sdo parte da chamada Regido Determinante de
Resisténcia a Quinolonas (QRDR, do inglés, Quinolone Resistance-Determining Region) dos
respectivos genes. Nas QRDR mutacdes levam a um efeito aditivo na reducdo da
susceptibilidade. A combinacdo de trés ou mais mutagdes em gyrd, parC e/ou parE podem
elevar a CMI para > 32 pg/mL (Wang et al., 2006; Costa-Lourengo et al., 2017b).

A ciprofloxacina comecou a ser utilizada para tratar gonorreia na metade da década de
80, mas ja no final dos anos 90 seu uso foi abandonado em paises da Asia e Pacifico, sendo
seguidos por EUA, Europa e algumas regides da Africa devido a rapida disseminagio de
cepas de gonococo resistentes a ciprofloxacina (Lewis, 2010). Diversos paises Asiaticos e
Europeus abandonaram o uso da ciprofloxacina como primeira escolha para o tratamento de
gonorreia no inicio dos anos 2000 (Unemo e Shafer, 2014). Em 2006, a recomendacdo de
tratamento do CDC descontinuou o uso da ciprofloxacina para tratar gonorreia devido a altas
taxas de resisténcias observadas em territério americano pelo Gonococcal Isolate Surveillance
Project (GISP). A ciprofloxacina foi entdo substituida pela ceftriaxona ou cefixima, no guia
de tratamento para doengas sexualmente transmissiveis (atualmente denominadas infecgdes

sexualmente transmissiveis). No caso de pacientes alérgicos a betalactamicos, a
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recomendacdo era espectinomicina ou azitromicina, sendo aconselhado que esta ultima nao
fosse amplamente utilizada devido a preocupacdo da rapida emergéncia de resisténcia, ja
documentada no final dos anos 90. Este guia também aponta que nao havia disponibilidade de
cefixima, nem de espectinomicina no EUA naquela época (CDC, 2007; Unemo e Shafer,
2014). No Brasil a ciprofloxacina fazia parte da recomendagdo de tratamento até setembro de
2017, quando seu uso foi descontinuado devido a taxas de resisténcia maiores que 50% no
territorio nacional, sendo entdo substituida pela ceftriaxona na terapia combinada com

azitromicina (Ministério da Saude, 2017).

1.4 Fronteiras no tratamento de gonorreia

N. gonorrhoeae demonstrou, ao longo do tempo, uma notavel capacidade de
desenvolver resisténcia aos antimicrobianos utilizados na terapéutica da gonorreia. A
evolugdo da resisténcia passou pelas sulfonamidas, penicilina, tetraciclina e, mais
recentemente, pela ciprofloxacina. Esse cenario chama atengao pela rapidez com que evoluiu
e pela necessidade de estudos epidemioldgicos voltados para os antimicrobianos que fazem ou
podem fazer parte da recomendacdo de tratamento. Atualmente o uso de sulfonamidas,
penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina ndo ¢ indicado para a terapéutica da gonorreia, sendo
utilizada pela maioria dos paises a combinacdo de ceftriaxona ou cefixima com azitromicina
(IUSTI/WHO, 2012; WHO, 2016¢; CDC, 2018). No Brasil, a partir de setembro de 2017, a
recomendac¢ao do Ministério da Saude passou a ser ceftriaxona com azitromicina (Ministério

da Saude, 2017).

1.4.1 Azitromicina

A azitromicina foi desenvolvida em 1980, sendo um derivado da eritromicina, o
primeiro macrolideo a ser descoberto, e demonstrou ter alta eficiéncia contra o gonococo. A
azitromicina atua inibindo a sintese proteica, uma vez que se liga ao RNA ribossomal 23S
(23S rRNA) localizado na subunidade 50S do ribossoma bacteriano impedindo a translocagao
do RNA transportador e, consequentemente, a formagdo da cadeia polipeptidica. Este
antimicrobiano possui baixa toxicidade para células de mamiferos, j4 que ndo possui afinidade
pela subunidade 60S do ribossoma eucarioto (Chisholm, Dave e Ison, 2010; Tavares, 2014;
Unemo e Shafer, 2014). N. gonorrhoeae ¢ naturalmente susceptivel a azitromicina (Belkacem

et al., 2016), mas ja no final dos anos 90 foram reportados isolados resistentes a esse
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antimicrobiano na América Latina, onde era utilizado em monoterapia para tratar infecgoes
sexualmente transmissiveis bacterianas, incluindo gonorreia (Unemo e Shafer, 2014). Em
2001, na Argentina, foi reportada a primeira amostra de N. gonorrhoeae resistente a altas
concentragdes de azitromicina com CMI > 2048 pg/mL (Galarza ef al., 2009). Em seguida,
amostras com esse fendtipo foram identificadas na Escécia em 2004, e em 2007, na Inglaterra,
Pais de Gales e Italia (Palmer et al., 2008; Chisholm et al., 2009; Starnino, Stefanelli e
Neisseria gonorrhoeae Italian study group, 2009). Em 2011 foram identificadas trés amostras
resistentes a altas concentragdes de azitromicina (CMI > 256 pg/mL) na Suécia (Unemo,
Golparian e Hellmark, 2014).

A resisténcia a azitromicina foi primeiramente observada no Rio de Janeiro em 2006 e,
com excecao de 2012, em todos os anos subsequentes, até 2015, foi isolada pelo menos uma
amostra de N. gomnorrhoeae resistente a azitromicina. Esses dados apontam para uma
emergéncia da resisténcia a azitromicina no gonococo no Rio de Janeiro. Além disso, foi
observada que a disseminagdo da resisténcia ndo estava relacionada a um clone especifico
(Costa-Lourenco et al., 2018). Mais recentemente, apos 2016, foi demonstrado que a
disseminagdo dessa resisténcia esta, pelo menos em parte, ligada a um clone relacionado ao
ST1901 (ST, do inglés Sequence Type), um tipo de sequéncia reconhecido internacionalmente
por ser bem sucedido na aquisicdo de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (Barros
dos Santos et al., 2019). Amostras pertencentes a este ST demonstraram possuir a habilidade
de desenvolver resisténcia a altas concentragdes de cefixima e ceftriaxona, além de serem
disseminadas mundialmente (Unemo et al., 2012; Unemo e Nicholas, 2012). Amostras
abrigando o alelo mosaico pend XXXIV (abordado no proximo topico) comumente
pertencem a este ST, além dele estar ligado a falhas terapéuticas envolvendo o uso de CEE
(ceftriaxona e cefixima) identificadas em lugares como Japao, Franga e Espanha (Unemo e
Nicholas, 2012).

Os mecanismos de resisténcia a azitromicina presentes no gonococo estio
relacionados a modificacdes no sitio alvo desse antimicrobiano no ribossoma, seja por
mutagdes nos alelos do gene que codifica o 23S rRNA; por modificagdes no 23S rRNA em
virtude da acdo de metilases; ou pela expressao aumentada de bombas efluxo (Unemo e
Shafer, 2014).

A CMI de azitromicina sobre gonococos pode aumentar para 0,5 pg/mL, sendo esta
CMI considerada como susceptibilidade reduzida (S < 1 pg/mL, pelo CLSI). Isso se da em
decorréncia da expressdo aumentada da bomba de efluxo MtrC-MtrD-MtrE, através dos

mesmos mecanismos moleculares ja citados para penicilina no topico 1.3.2. A alteracao da
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CMI também pode se dar pela expressao aumentada da bomba de efluxo MacA-MacB ou pela
aquisicao do gene mef, que codifica uma bomba de efluxo, sendo este gene codificado por
plasmideo (Rouquette-Loughlin, Balthazar e Shafer, 2005; Costa-Lourencgo ef al., 2017b).

A resisténcia a azitromicina também pode ser mediada por genes erm, adquiridos por
transposons conjugativos. Os genes erm (ermB, ermC e ermF) condificam enzimas que
induzem a metilagdo de uma adenina presente no 23S rRNA, bloqueando a ligacdo do
macrolideo ao seu alvo ribossomal. A CMI do gonococo pode aumentar para 1 — 4 pg/mL
quando ha a presenga dessas enzimas (Unemo e Shafer, 2014; Belkacem et al., 2016)

Mutagdes nos alelos do gene 77/, que codificam o 23S rRNA, tem impacto na CMI de
azitromicina quando ocorrem no dominio V da peptidiltransferase, podendo ser uma
substitui¢do de timina por citosina na posi¢ao 2599 (C2599T) ou de guanosina por adenina na
posigao 2143 (A2143G, correspondente a A2059G na numeracao de E. coli) (Belkacem et al.,
2016). Esse mecanismo de resisténcia tem grande impacto sobre a CMI do gonococo,
podendo atingir 256 pg/mL quando hé de trés a quatro alelos 7/ mutados (Chisholm, Dave e
Ison, 2010). Isolados de N. gonorrhoeae que apresentavam as mutagdes C2599T e A2143G
nos quatro alelos rr/ demostraram possuir resisténcia a altas concentracdes de azitromicina,
sendo as CMI 96 pg/mL e > 256 pg/mL, para as respectivas mutagoes (Costa-Lourengo ef al.,
2017b).

Outro mecanismo de resisténcia presente no gonococo ¢ a mutagdo no gene rplD que
codifica a proteina ribossomal L4. Essa mutacao leva a uma mudanca de aminoacido, G70D
(Gli70Asp), que pode indiretamente alterar a conformagao do 23S rRNA, uma vez que essa
proteina ¢ localizada proxima ao dominio V da peptidiltransferase (Belkacem et al., 2016).

Atualmente, no Brasil, a azitromicina faz parte da recomendagdo de tratamento para
gonorreia, que preconiza seu uso em terapia combinada com a ceftriaxona e em monoterapia
para pessoas alérgicas a betalactamicos (Ministério da Saude, 2017; CONITEC, 2018). A
estratégia de tratamento combinando esses dois antimicrobianos tem o objetivo de tentar
reduzir o desenvolvimento e/ou disseminagao da resisténcia a ambas as drogas pelo seu efeito
aditivo (Day et al., 2018). Entretanto, ja foram identificadas amostras de N. gonorrhoeae
resistentes a azitromicina no Brasil. Em um estudo feito por Bazzo e colaboradores, que
analisaram 550 amostras isoladas entre 2015 e 2016 em capitais de sete estados brasileiros, foi
visto que 6,9% (n = 38) dessas amostras eram resistentes a azitromicina. Com excecdo da
regido sul do pais, todas as outras regides apresentaram taxas de resisténcia para azitromicina
> 5%. Esses dados chamam atencdo para uma necessidade de monitoramento da resisténcia a

azitromicina em nivel nacional (Bazzo et al., 2018).
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1.4.2 Ceftriaxona

A classe das cefalosporinas pertence ao grupo dos betalactdmicos e se divide em
geragdes, sendo elas relacionadas com seu espectro de acao (Gallagher e MacDougall, 2017).
A ceftriaxona ¢ uma cefalosporinas de terceira geracao, assim como a cefixima. Ambas sao
denominadas cefalosporinas de espectro extendido (CEE), que se caracterizam por possuirem
elevada poténcia contra bactérias gram-negativas. O mecanismo de agdo de todos os
betalactamicos se dé através da inibicao da sintese da parede celular, levando a lise osmética.
A ceftriaxona somente ¢ absorvida pela via parental e j4 demonstrou ter boa atividade contra
N. gonorrhoeae, incluindo as amostras produtoras de penicilinases (Unemo et al., 2010;
Tavares, 2014).

Durante os ultimos anos, em diversas regioes do mundo, tem sido recomendada para o
tratamento empirico de gonorreia a terapia combinada de cefixima e azitromicina, ambas
administradas pela via oral (VO) (Canadd); ou ceftriaxona [via intramuscular (IM) ou
intravenosa (IV)] e azitromicina (VO) (EUA, Canada, Australia e Europa) (Unemo, del Rio e
Shafer, 2016). A dupla terapia foi estabelecida com o objetivo de preservar a susceptibilidade
as CEEs evitando a eventual disseminacao clonal de amostras com susceptibilidade reduzida a
esta classe de antimicrobianos (Abrams ef al., 2017). O Brasil passou a adotar a combinagao
de ceftriaxona e azitromicina em 2017 (Ministério da Saude, 2017). No entanto, ja ha relatos
de amostras com susceptibilidade reduzida ou resisténcia a altas concentragdes de ceftriaxona,
especialmente no Japdo, onde se acredita terem surgido as primeiras amostras de
N. gonorrhoeae resistentes a CEE, tanto a cefixima quanto a ceftriaxona (Ohnishi et al.,
2011a). Posteriormente, amostras com susceptibilidade reduzida ou resisténcia a CEEs
também foram detectadas em outros lugares do mundo, como por exemplo na Franga, EUA e
Espanha (Camara et al., 2012; Unemo et al., 2012; Unemo, del Rio e Shafer, 2016; Abrams et
al.,2017).

A primeira amostra de N. gonorrhoeae resistente a ceftriaxona, nomeada H041, foi
identificada em 2009, tendo CMI = 2 pg/mL para esse antimicrobiano. A HO41 demonstrou
ser resistente a penicilina G, cefixima e levofloxacina, porém, apresentava susceptibilidade a
espectinomicina e susceptibilidade reduzida a azitromicina (Ohnishi ef al., 2011a, 2011b). Em
2010 foi isolada na Franga uma amostra de N. gonorrhoeae, nomeada F89, apresentando CMI
=1 pg/mL para ceftriaxona e CMI = 4 pg/mL para cefixima quando realizada a agar dilui¢do,
pelo E-test estas CMIs foram 2 e 3 pg/mL, respectivamente (Unemo ef al., 2012). No EUA,

entre 1987 e 2015, foram reportados pelo GISP cinco amostras de N. gonorrhoeae
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apresentando susceptibilidade reduzida a ceftriaxona (CMI = 0,5 pg/mL) (Abrams et al.,
2017). Em 2012 foram caracterizados dois gonococos isolados em 2011 na Catalunha,
Espanha, com CMI para ceftriaxona de 1,5 pg/mL (Camara et al., 2012).

Contudo, em um estudo conduzido no Brasil por Bazzo e colaboradores, onde foi
realizada uma vigilancia epidemioldgica incluindo 550 amostras de N. gonorrhoeae isoladas
de 2015 a 2016 em sete locais do pais, foi constatada plena susceptibilidade a ceftriaxona e a
cefixima. De fato até o presente momento nenhum isolado de N. gonorrhoeae apresentando
resisténcia a ceftriaxona e a cefxima foi descrito no pais (Bazzo et al., 2018).

O mecanismo mais comum associado a susceptibilidade reduzida a ceftriaxona em
N. gonorrhoeae esta relacionado ao denominado alelo mosaico pend, gene que codifica a
PBP2 com 60 a 70 mudangas em aminoacidos com relacdo ao que seria a PBP2 selvagem,
como A311V, I312M, V316T, V316P, T483S, AS01P, A501V, N512Y e G545S. Acredita-se
que o mosaico pend tenha sido adquirido pelo gonococo in vivo através de transferéncia
horizontal durante infecgdes gonocdcicas na orofaringe, por meio de recombinagdo de DNA
de espécies de Neisseria comensais, tais como Neisseria perflava, Neisseria flavescens e
Neisseria sicca (Unemo e Shafer, 2014; Unemo, del Rio e Shafer, 2016). Diferentes
alteragdes na sequéncia de aminodcidos da PBP2 ja foram descritas para o alelo mosaico
penA. Tanto a F89 quanto as amostras isoladas na Espanha demonstraram possuir o mesmo
padrao de alelo mosaico penA, todas apresentando o padrao XXXIV (PBP2 XXXIV) com
uma substituigdo de aminoacido adicional (A501P) (Costa-Lourengo et al., 2017b). Em
contraste, a HO41 demonstrou pertencer ao padrao X (PBP2 X) com quatro substitui¢oes de
aminoécidos adicionais (A311V, T316P, A328T e T484S) (Ohnishi et al., 2010). No inicio
das andlises a respeito deste gene cada sequéncia identificada recebia uma nomenclatura em
nimeros romanos. Até 2011 ja tinham sido caracterizados 34 padrdes, sendo nomeados de [ a
XXXIV (Ito et al., 2005; Whiley et al., 2007; Ohnishi et al., 2011a). No entanto, atualmente
no banco de sequéncia de genes do NG STAR (método proposto de tipificagdo que inclui
penA, disponivel em fase experimental no PubMLST) ha relatos de 2032 alelos penAd
identificados. Neste caso ndo tem sido mais adotada a nomenclatura em nimeros romanos
(PubMLST, 2019).

A susceptibilidade reduzida a ceftriaxona também ¢ facilitada pela presenga de
mutagdes na porina B (porB1b), denominada penB, que alteram aminoacidos G101 ¢ A102,
diminuindo a entrada da ceftriaxona na célula; expressdo aumentada da bomba de efluxo
MtrCDE, que aumenta o efluxo da ceftriaxona; e alteracdes de aminoacidos no dominio de

ligacdo da transpeptidase e betalactamicos na PBP2, como as ja relatadas A501V e AS0IT.
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Tais alteracdes foram identificadas em amostras de N. gonorrhoeae com susceptibilidade
reduzida a CEEs que ndo possuiam o alelo mosaico pend (Zhao et al., 2009; Ohnishi et al.,
2011a; Unemo et al., 2012; Unemo, del Rio e Shafer, 2016). Assim como para a penicilina, o
fator X pode influenciar na CMI de ceftriaxona e cefixima no gonococo (Unemo e Shafer,
2014). Em N. gonorrhoeae mutagdes no gene ponAl e pilQ, que codificam respectivamente a
PBP1 e a proteina PilQ, ndo alteram consideravelmente a CMI de CEE (Unemo ef al., 2012).
O Gonococcal Resistance to Antimicrobials Programme (GRASP) monitora desde
2000 isolados de N. gonorrhoeae na Inglaterra e Pais de Gales. Em uma andlise feita em
2010, 99% dos isolados a partir de 2004 demonstraram ser susceptiveis a ceftriaxona (n =
9.951) e a cefixima (n = 7.830). Contudo, hd um pequeno, mas significante, aumento na
proporcao de gonococos com susceptibilidade reduzida a esses antimicrobianos, de 0% em
2014 a 1,5% em 2008 em relacdo a cefixima e um aumento de 33% entre 2003 ¢ 2008 em
relagdo a ceftriaxona. Um estudo que analisou esses isolados aponta para um crescimento
lento da CMI de cefalosporinas nos gonococos isolados na Inglaterra e Pais de Gales, sendo
esse fendmeno denominado “Minimal Inhibitory Concentration creep, MIC creep” (Chisholm,

et al,2010).

1.5 Alternativas para o tratamento

Neisseria gonorrhoeae tem, ao longo do tempo, se mostrado habil em adquirir
mecanismos de resisténcia, mesmo na auséncia da pressdo gerada por um tratamento em
curso. Muitas das cepas que estdo em circulagdo ao redor do mundo estdo proximas de se
tornarem extensivamente resistentes a drogas (XDR, do inglés extensively drug resistant).
Essa classificagao ¢ atribuida a amostras que sdo susceptiveis a uma ou duas classes de
antimicrobianos, enquanto niao sdao susceptiveis a pelo menos um antimicrobiano de cada
classe (Magiorakos ef al., 2012; Goire et al., 2014).

Tendo em vista a prevaléncia de amostras de N. gonorrhoeae resistentes a penicilina,
tetraciclina, ciprofloxacina e o aparecimento de amostras resistentes a azitromicina no Brasil,
torna-se de extrema importancia a vigilancia epidemioldgica do gonococo, uma vez que as
recomendacdes de tratamento sdo feitas baseadas em evidéncias epidemioldgicas de
susceptibilidade ou resisténcia. Espectinomicina, gentamicina e cefixima apresentam-se como

possiveis formas de tratamento da gonorreia no Brasil, baseado no cenario mundial onde esses

antimicrobianos ja foram ou sdo utilizados para este fim.



18

1.5.1 Espectinomicina

Em 1944 Sacks, Waksman e colaboradores descobriram a espectinomicina, sendo
isolada a partir do actinomiceto Streptomyces griséus. Foi o primeiro antimicrobiano
representante da classe dos aminoglicosideos, que na verdade ¢ um aminociclitol (Tavares,
2014). A espectinomicina atua ligando-se a subunidade 30S do ribossoma bacteriano, no 16S
rRNA, bloqueando a translocacdo do RNA transportador (carreando um aminoacido/peptideo)
do sitio A para o sitio P reagdo essa catalisada pelo fator de elongagdo da tradu¢ao EF-G,
inibindo assim a tradu¢do do mRNA(Tavares, 2014; Unemo e Shafer, 2014). A interacdo com
0 16S rRNA ocorre na hélice 34 onde ha os pares de bases G1064 — C1192 (Unemo e Shafer,
2014).

Em Londres, em 1983, a penicilina foi substituida pela espectinomicina no tratamento
de gonorreia, uma vez que houve um aumento de amostras de N. gonorrhoeae produtoras de
penicilinases (Easmon et al., 1984). No mesmo ano nos EUA, foi realizado um estudo
comparando a ac¢do de ceftriaxona com a de espectinomicina para tratar pacientes com
infeccdo gonocdcica anorretal ou orofaringea, visto que a prevaléncia de amostras de
N. gonorrhoeae produtoras de penicilinases estava aumentando e a penicilina ndo era bem
aceita pelos pacientes devido ao custo alto e sua forma de administracdo (duas injecdes
intramusculares totalizando 10 mL). Foi observada uma taxa de cura para a infec¢do na
orofaringe de 94% para pacientes que foram medicados com ceftriaxona e 43% para
espectinomicina. A taxa de cura para a infeccdo anorretal foi de 100% para ambos os
antimicrobianos (Judson, Ehret e Handsfield, 1985).

A espectinomicina ¢ absorvida pela via parental e ja& demonstrou ndo ser eficiente para
tratar faringite gonocodcica (Tavares, 2014). Entretanto, ¢ eficiente para tratar infecgdes
gonocdcicas anogenitais ¢ o nivel mundial de susceptibilidade ¢ alto (Unemo, del Rio e
Shafer, 2016).

Em 1967 foi identificada na Holanda a primeira amostra de N. gonorrhoeae
apresentando resisténcia a espectinomicina (CMI > 168 ug/mL) (Stolz, Zwart e Michel,
1975). Pouco tempo depois, em 1973 em Copenhague na Dinamarca, foram descritas trés
amostras de gonococos com o mesmo perfil, possuindo CMI > 480 pg/mL (Reyn et al.,
1973). Em 1981, em Filipinas, foi isolada uma amostra de N. gonorrhoeae produtora de
penicilinase (PPNG) resistente a espectinomicina, tendo CMI > 2.048 pug/mL (Ashford et al.,
1981). Na entdo Republica da Coréia, desde 1981, o tratamento para infecgdes gonocdcicas

em militares do EUA era espectinomicina. Um estudo foi conduzido por Boslego e
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colaboradores em 1987 com 97 militares que apresentavam a infeccdo e foram tratados em
monoterapia com espectinomicina. Foi constatada falha terapéutica em 8,2% (n = 8) dos
militares, onde sete desses isolados apresentaram CMI > 100 pg/mL. Essa alta prevaléncia de
resisténcia culminou na substituicdo da espectinomicina pela ceftriaxona no tratamento de
militares do EUA (Boslego ef al., 1987). Em Londres nos anos 1983 e 1984 foram isoladas,
respectivamente, seis e oito amostras de N. gonorrhoeae ndo produtoras de penicilinases
resistentes a espectinomicina com CMI > 512 pg/mL (Easmon et al., 1984).

A resisténcia a espectinomicina reportada em isolados de N. gonorrhoeae ¢ resultado
de mutacdes pontuais na hélice 34 do 16S rRNA na qual ha a substituicdo de citosina por
timina na posi¢do 1192 (C1192T) (Galimand et al., 2000). A mutacao C1192T ja foi descrita
em uma amostra apresentando CMI > 1024 ng/mL (Unemo ef al., 2009). Outro mecanismo de
resisténcia a espectinomicina presente no gonococo afeta a proteina ribossomal S5,
componente da subunidade 30S do ribossoma bacteriano. Essa proteina ¢ codificada pelo gene
rpsE, o qual pode sofrer a delecdo de nucleotideos das posi¢des 79 a 81, codon que codifica
uma valina, sofrendo a delecdo de uma valina na posi¢cdo 25 (Val25). Outras mutagdes em
rpsE que afetam a susceptibilidade a espectinomicina sao aquelas que levam a uma alteragao
de lisina para acido glutamico na posi¢do 26. Essas mutagdes podem elevar a CMI do
gonococo para > 1.024 pg/mL (Unemo et al., 2013). Ainda afetando a proteina ribossomal S5
pode haver a substituicdo na posi¢do 24 de treonina para prolina (Tre24Pro) (Ilina et al.,
2013). As alteragdes na proteina S5 provavelmente interrompem sua ligacdo ao 16S rRNA
levando a resisténcia a espectinomicina (Unemo e Shafer, 2014).

Em diversos paises apenas a espectinomicina, CEE e CEE combinadas com
azitromicina, permanecem sendo recomendadas para o tratamento empirico de gonorreia (Lee
et al., 2019). Na Coréia do Sul, apesar do uso da espectinomicina em monoterapia para
tratamento de gonorreia ser feito desde os anos 2000, desde 1993 nao foram isoladas amostras
de N. gonorrhoeae resistentes a espectinomicina, mantendo-se um alto nivel de
susceptibilidade (Lee et al., 2015, 2019). No Japao, em um estudo que analisou amostras de
N. gonorrhoeae isoladas de 2001 a 2002 foi constatado que a maioria delas era susceptivel a
espectinomicina e a ceftriaxona (Ito et al., 2004).

O uso da espectinomicina para tratar gonorreia foi abandonado depois dos primeiros
registros de resisténcia. Entretanto, relatos de resisténcia a espectinomicina tém sido raros nas
ultimas décadas (Lee et al., 2015). Inclusive no Brasil, onde um estudo conduzido em Belo

Horizonte, Minas Gerais, analisou 201 amostras isoladas entre 2011 e 2012, todas
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apresentaram susceptibilidade a espectinomicina, assim como para cefixima e ceftriaxona
(Costa et al., 2013).

A espectinomicina faz parte da recomendagao de tratamento de gonorreia feita pela
Organizagao Mundial da Saude, sendo a administragdo feita em monoterapia para infeccao
gonococica urogenital e anorretal, conjuntivite gonocécica neonatal e em combinagdo com a
azitromicina, em casos de falha terapéutica (WHO, 2016c). J& o CDC aponta que, quando
disponivel, a espectinomicina ¢ uma alternativa eficaz para tratar infeccdo gonococica
anorretal e urogenital (CDC, 2018). A espectinomicina fez parte da recomendacdo de
tratamento para gonorreia feita pelo Ministério da Saude no Brasil em 2006, onde era a
segunda opg¢ao juntamente com a cefixima e ofloxacina, todos em monoterapia. As primeiras
opcdes eram ciprofloxacina e ceftriaxona, ambos em monoterapia (Ministério da Saude,
2006). Atualmente nenhum desses antimicrobianos faz parte da recomendagdo, exceto a

ceftriaxona (CONITEC, 2018).

1.5.2 Gentamicina

A gentamicina também pertence a classe dos aminoglicosideos, possuindo assim o
mesmo mecanismo de a¢do da espectinomicina, alterando a sintese de proteinas e levando a
morte celular. E um composto natural obtido a partir do fungo Micromonospora purpurea e
outros do mesmo género. Esse antimicrobiano ¢ um complexo formado por trés
antimicrobianos denominados gentamicina C1, Cl-a e C2 (Tavares, 2014).

Em 1994, foi realizado um estudo no Malawi, na Africa Oriental, onde avaliaram a
eficacia de cinco tratamentos para uretrite gonococica. Utilizando gentamicina em
monoterapia foi observada uma taxa de cura de 93 a 95%, assim como ciprofloxacina em
monoterapia e a combinagao de amoxicilina, clavulanato, probenecida e doxiciclina. A partir
desse estudo o Malawian STD Advisory Committee selecionou como forma de tratamento de
uretrite a combinagdo de gentamicina 240 mg (IM) em dose tinica com doxiciclina 100 mg
duas vezes ao dia por sete dias (Lule et al., 1994). Outro estudo realizado no mesmo pais em
1996 verificou uma taxa de cura de 92% quando utilizada gentamicina em monoterapia.
Apesar de ter ocorrido uma diminui¢dao na taxa de cura comparado com o estudo feito em
1994 a diferenga nao foi significativa (Daly et al., 1997). Seguindo o padrdo dos estudos
anteriores, em 2007 foi avaliada a susceptibilidade do gonococo a gentamicina no Malawi,
onde foi constatada plena susceptibilidade a este antimicrobiano. Para tal foi utilizado um

ponto de corte sugestivo dado por estudos anteriores associado a cura clinica, como no estudo
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feito em 1994. Os pontos de corte utilizados foram: susceptibilidade < 4 pg/mL;
susceptibilidade intermediaria = 8 — 16 ug/mL; resisténcia > 32 ng/mL. Mesmo ap6s quase 14
anos utilizando a gentamicina como forma de tratamento de uretrites ndo foi observada
nenhuma resisténcia a esse antimicrobiano (Brown et al., 2010).

Mais recentemente, em 2013, uma anélise feita pelo CDC revelou uma taxa de cura de
infecgdes gonocdcicas urogenitais de 100% (202 participantes) quando utilizada a terapia
combinada de gentamicina 240 mg (IM) e azitromicina 2 g (VO). Essa terapia combinada
também curou 10/10 infecgdes gonocodcicas da orofaringe e 1/1 retal, entretanto, apresentou
efeitos adversos como nausea moderada (27% dos participantes), diarreia (19%) e dor/
desconforto abdominal e vomito (ambos 7%). Apesar dos efeitos adversos, as combinagdes de
antimicrobianos se mostraram eficazes para tratar gonorreia, sendo uma op¢ao para pacientes
que nao podem ser tratados com cefalosporinas (Kirkcaldy, 2013).

Gentamicina, assim como ertapenem, solitromicina, zoliflodacina e gepotidacin (os
ultimos trés antimicrobianos ainda estdo em fase de testes) podem vir a ser o futuro do
tratamento de gonorreia, seja em terapias combinadas ou para tratar pacientes que
apresentarem amostras de N. gonorrhoeae resistentes a ceftriaxona (Unemo e Shafer, 2014;
Bastos, 2017).

A gentamicina ¢ recomendada pela OMS em casos de falha terapéutica com a terapia
combinada proposta, sendo a gentamicina administrada juntamente com a azitromicina
(WHO, 2016c). Ja o CDC indica a gentamicina em combina¢do com a azitromicina como
potencial tratamento para alérgicos a betalactamicos (CDC, 2018). No Brasil o Ministério da
Satde ndo indica o uso da gentamicina em nenhum caso (CONITEC, 2018), mesmo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria possuindo o sulfato de gentamicina registrado e
comercializado (ANVISA, 2019).

Até recentemente ndo havia relatos de resisténcia clinica a gentamicina em
N. gonorrhoeae (Ross e Lewis, 2012). Em concordancia, um estudo feito em Manaus, Brasil,
com 83 amostras de N. gonorrhoeae isoladas em 2009 revelou que todas as amostras
apresentaram susceptibilidade a gentamicina [ponto de corte mencionado por Brown et al.,
2010 (susceptibilidade < 4 pg/mL; susceptibilidade intermediaria = 8 — 16 pg/mL; resisténcia
> 32 nug/mL)] (Ferreira et al., 2015). No entanto, em um artigo publicado no Reino Unido em
2019, Eyre e colaboradores relataram falha terapéutica em uma paciente tratada
primeiramente com 1 g ceftriaxona (IM) e, em uma segunda abordagem com 240 mg de

gentamicina (IM) associada a 2 g de azitromicina (VO). A remissdo de sintomas nesta
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paciente s6 foi possivel apds tratamento com ertapenem 1 g (IV) 1 vez por dia, durante 3 dias

(Eyre et at., 2019).

1.5.3 Cefixima

A cefixima ¢ uma cefalosporina de terceira geragdo, pertencente a classe dos
betalactimicos, e, como ja citado, possui 0 mesmo espectro e mecanismo de a¢do da
ceftriaxona. Entretanto, diferente da ceftriaxona, sua absorcao ¢ via oral (Tavares, 2014). As
cefalosporinas de administracdo oral tém sido, nos Ultimos anos, amplamente utilizadas no
Japdo para tratar gonorreia, inclusive em regime monoterapico. Mais recentemente, a
cefixima tem sido recomendada como forma de tratamento em diversos paises, como Japao e
Canada e pela OMS (Unemo, del Rio e Shafer, 2016).

Mutagdes no alelo mosaico pend tem sido relacionadas a susceptibilidade reduzida e
resisténcia a cefixima no gonococo. Algumas dessas mutacdes levam a substituicdo de glicina
por serina na posi¢ao 545 (Gli545Ser), isoleucina por metionina na posicao 312 (Ile312Met) e
valina por treonina na posi¢cdo 316 (Val316Tre), além de outras ja descritas para ceftriaxona
no item 1.4.3 (Lewis, 2010; Unemo, del Rio e Shafer, 2016). Da mesma forma, outros
mecanismos que afetam a atividade de ceftriaxona, como por exemplo superexpressao da
bomba de efluxo MtrCDE e alteragdes na porina B, também reduzem a susceptibilidade a
cefixima.

Falhas terapéuticas utilizando cefixima para tratar gonorreia ja foram reportadas no
Japdo, Australia, Canada, Africa do Sul e alguns paises da Europa (Unemo, del Rio e Shafer,
2016). Em 1995, em Kanagawa no Japdo, foi identificada a primeira amostra de
N. gonorrhoeae apresentando resisténcia a cefixima, com uma CMI = 0,25 pg/mL. Esta
apresentou alteracoes A501V e P551S na sequéncia nao mosaico da PBP2. A partir de 1997
as taxas de susceptibilidade reduzida e resisténcia a cefixima no Japdo aumentaram
significativamente, tendo seu pico em 2002 com 57,1% das amostras sendo resistentes
(CMI > 0,125 pg/mL) (Shimuta et al., 2015). No inicio dos anos 2000 foram reportadas no
Japao falhas terapéuticas envolvendo um regime de 400 mg de cefixima por dia durante trés
dias, onde as amostras de N. gonorrhoeae apresentavam CMI de 0,5 a 1 ug/mL e alteracdes
mosaico na PBP2 (Yokoi et al., 2007). Em 2006 todas as CEE de administragdo oral foram
excluidas da recomendacao de tratamento feita pela Japanese Society of Sexually Transmitted
Infection, sendo a nova recomendagdo a ceftriaxona (IV), cefodizime (IV) e espectinomicina

(IM) (Unemo, del Rio e Shafer, 2016).
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Atualmente, no Brasil, a cefixima ndo possui registro valido na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por esse motivo ndo pode fazer parte da recomendagao de
tratamento sugerida pelo Ministério da Satde (CONITEC, 2018). Em 2018 o Departamento
de IST, HIV/AIDS e Hepatites Virais do Ministério da saude (DIAHV) solicitou uma
audiéncia publica com oito empresas farmacéuticas para esclarecimentos sobre a producgdo da
cefixima no Brasil, onde foi demonstrada a importancia do seu uso no contexto do tratamento
da gonorreia. Argumentou-se que trata-se de uma droga utilizada mundialmente e
administrada via oral, o que resulta em maior adesdo de pacientes e profissionais da area da
saude ao tratamento quando comparada com a ceftriaxona, que ¢ um medicamento injetavel
(Ministério da satde, 2018). A cefixima faz parte da recomendacdo da OMS para o
tratamento de infec¢des gonocdcicas, sendo sugerida sua administracdo em combinagdo com
a azitromicina ou em monoterapia (WHO, 2016c). A cefixima também ¢ sugerida pelo CDC
em combinacao com a azitromicina quando a ceftriaxona nao estiver disponivel (CDC, 2018).

Um estudo feito por Bazzo e colaboradores, o mesmo ja citado para azitromicina e
ceftriaxona, analisou 550 amostras de N. gonorrhoeae isoladas entre 2015 e 2016 em sete
regides do pais. Foi constatada plena susceptibilidade a cefixima quando considerado o ponto
de corte do CLSI (S < 0,25 pg/mL). Contudo, baseado no ponto de corte do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (S < 0,125 pg/mL e R > 0,125
ug/mL), 0,2% (n = 1) das amostras foram consideradas resistentes ¢ 6.9% (n = 38)
apresentaram CMI muito proéxima a que caracteriza a resisténcia (0,125 pg/mL) (Bazzo et al.,
2018; CLSI, 2018; EUCAST, 2018b).

A cefixima e outras cefalosporinas administradas por via oral nunca foram
amplamente utilizadas no Brasil, tornando a emergéncia e disseminacgao de resisténcia a CEE
pouco provavel neste tempo pregresso. Além disso, a ceftriaxona foi recentemente incluida na
recomendacdo de tratamento de gonorreia. Nenhuma amostra de N. gonorrhoeae
apresentando resisténcia a CEE (ceftriaxona e cefixima) foi descrita at¢é o momento no pais.
Além disso, desde 2011 a venda de antibidticos somente ¢ permitida mediante prescri¢dao
médica, o que dificulta a evolugdo da resisténcia devido ao mau uso destes medicamentos

(Ministério da Saude, 2017; Bazzo et al., 2018).
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1.6 Caracteristicas gerais das agéncias CLSI, EUCAST e BrCAST

1.6.1 CLSI

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) é uma organizagdo
internacional sem fins lucrativos que inclui mais de 60 paises. O CLSI visa o
desenvolvimento de padrdes para teste em laboratorios clinicos, sendo este desenvolvimento
feito através de um consenso entre a industria, o governo e profissionais da area da saude
(CLSI, 2019b). Este instituto ndo foca apenas na area da microbiologia, mas dentro desta area
o CLSI tem diversos objetivos, como desenvolver métodos de referéncia para realizacdo de
testes de susceptibilidade a antimicrobianos e critérios para avaliar os resultados obtidos
nestes testes, assim como disponibilizar parametros para o controle deles. Na area da
microbiologia o CLSI possui dois documentos principais, 0 M100 (padrdes para os testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos), onde se encontram os pontos de corte para cada
microrganismo e antimicrobiano, além de cepas controles que devem ser utilizadas para cada
teste; e 0 M02 (padrdes para os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos por disco) que ¢
um guia na realiza¢do dos testes de disco difusdo. O CLSI ndo disponibiliza gratuitamente
seus documentos, sendo necessario compra-los, além disso, todos os documentos sdo em

inglés (CLSI, 2019a, 2019¢).

1.6.2 EUCAST

O European committee on antimicrobial suscepitibility testing (EUCAST) ¢ um
comité cujos componentes sio ECDC, ESCMID e European national breakpoint committees.
O EUCAST atua nos aspectos técnicos ¢ na determinacdo de pontos de corte dos testes
fenotipicos (in vitro) de susceptibilidade a antimicrobianos. Este comité disponibiliza seus
documentos online, o que significa dizer que qualquer pessoa pode acessar essas informagdes.
Entretanto, assim como o CLSI, seus documentos sdo em inglés (EUCAST, 2019a). O
EUCAST disponibiliza em seu site, além de pontos de corte e protocolos de anélise, valores
de CMI e diametros de halo de grandes cole¢des de amostras para diversos antimicrobianos,
que podem fornecer elementos para o reconhecimento de pontos de corte epidemiologicos

(ECOFFs) (http://www.eucast.org/mic_distributions_and_ecoffs/). Em seu site o EUCAST

disponibiliza diversos documentos que servem de guias e apresenta padrdes para a realizagao


http://www.eucast.org/mic_distributions_and_ecoffs/
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de testes de susceptibilidade a antimicrobianos para bactérias, micobactérias, fungos e

patogenos veterinarios (http://www.eucast.org/).

1.6.3 BrCAST

O Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) ¢ formado
pela Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas, Sociedade Brasileira de Infectologia,
Sociedade Brasileira de Microbiologia e Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina
Laboratorial. O BrCAST tem como foco a determinagdo de pontos de corte para interpretagdao
dos resultados obtidos nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, assim como a sua
revisdo periodicamente, e propor a ANVISA seu uso nos laboratérios cinicos do Brasil.
Também ¢ seu foco o desenvolvimento, padronizacdo, e estabelecimento de protocolos para
controle de qualidade de testes de diagndstico de susceptibilidade a antimicrobianos. Além
disso, a agéncia assume como objetivos promover o treinamento e educacdo em relacdo a
estes testes e procurar obter um consenso com o EUCAST e CLSI (BrCAST, 2019a). Em
2018 foi decretada uma lei que torna obrigatério, por parte de laboratorios da rede publica e
privada, o uso dos critérios de interpretacao dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
fornecidos pelo BrCAST. Até 11 de dezembro de 2019 os laboratérios devem se adequar a

esta lei (Imprensa Nacional, 2018).
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2. Justificativa

Ao longo dos anos N. gonorrhoeae tem adquirido mecanismos de resisténcia
contra todos os antimicrobianos utilizados na terapéutica da gonorreia, o que torna
constante as mudancas na recomendagdo de tratamento. Em 2017, o uso da
ciprofloxacina deixou de ser recomendado pelo Ministério da Satde como tratamento
da gonorreia no Brasil devido a detec¢@o de percentuais de resisténcia acima de 50% em
diferentes regides do pais, sendo entdo substituida pela terapia combinada de 500 mg de
ceftriaxona com 1 g de azitromicina e, em casos de pacientes alérgicos a betalactamicos,
2 g de azitromicina em monoterapia. (Ministério da Satude, 2017; CONITEC, 2018). No
entanto, estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa no Laboratdrio de
Investigagao em Microbiologia Médica (LIMM) detectaram evidéncias de disseminagao
clonal da resisténcia a azitromicina em gonococos no Rio de Janeiro. Entre 116
amostras coletadas de 2006 a 2015 foi observado um percentual de de resisténcia de
17% a este antimicrobiano (Costa-Lourengo, 2017b), a qual cresceu para 38% entre 60
amostras isoladas nos anos de 2015 a 2017 (Barros dos Santos, 2018).

Tendo em vista o atual panorama de susceptibilidade do gonococo ¢ de grande
importancia que se conheca o perfil das amostras que estdo circulando no estado, tanto
em relacdo aos antimicrobianos que sdo a atual recomendacdo de tratamento
(ceftriaxona e azitromicina) quanto em relagdo a possiveis futuras opgdes de terapia,
como cefixima, espectinomicina e gentamicina. Atualmente ndo ha dados para amostras
isoladas no Rio de Janeiro no que diz respeito aos antimicrobianos citados acima,
exceto para a azitromicina. Por este motivo o presente projeto teve como intuito
determinar o perfil de susceptibilidade de amostras isoladas no Rio de Janeiro durante
os ultimos anos de forma a realizar uma vigilancia epidemioldgica no que se refere a

provavel eficiéncia do uso destes antimicrobianos de importancia clinica.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil de susceptibilidade
das amostras de Neisseria gonorrhoeae recebidas no LIMM entre 2014 e 2018 frente a

antimicrobianos que podem ser utilizados para o tratamento de gonorreia.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar os halos de inibi¢do obtidos com discos de penicilina, tetraciclina,
ciprofloxacina, azitromicina, cefixima, ceftriaxona, espectinomicina e gentamicina.
Interpretar o perfil de susceptibilidade segundo os critérios do CLSI para os

antimicrobianos que ja tem pontos de corte definidos.

- Determinar a concentracdo minima inibitoria de azitromicina, cefixima,
ceftriaxona, espectinomicina e gentamicina. Interpretar o perfil de susceptibilidade
segundo os critérios do CLSI, EUCAST e BrCAST, levando em conta os pontos de
corte definidos pelas respectivas agéncias, quando disponiveis. Para os antimicrobianos
para os quais nao ha pontos de corte definidos, comparar a distribuicdo das CMIs
obtidas com a apresentada pela ferramenta MIC and Zone Distributions and ECOFFs,
disponibilizada pelo EUCAST.

- Identificar amostras com susceptibilidade reduzida a azitromicina, cefixima,
ceftriaxona, espectinomicina e gentamicina para posterior avaliagdo de mecanismos de

resisténcia associados.
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4. Metodologia

4.1 Identificacio e estoque das amostras

Este estudo incluiu 117 amostras de N. gonorrhoeae, isoladas na regido
metropolitana do Rio de Janeiro entre fevereiro de 2014 e dezembro de 2018, que
pertencem a cole¢do de conveniéncia do Laboratdrio de Investigagdo em Microbiologia
Meédica (LIMM), localizado no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes. As amostras
que compdem esta colecdo sdo provenientes das seguintes instituicdes: Laboratorio de
Analises Clinicas Sérgio Franco (n = 107), Instituto Evandro Chagas (IPEC) (n = 2),
Laboratério Richet (n = 4), Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (n = 1) e Centro de
Satde Vasco Barcelos — Nova Iguacu (CSVB) (n = 3).

Ao serem recebidas no laboratorio, as amostras foram selecionadas levando em
consideragdo a morfologia colonial que apresentavam em 4agar chocolate; ou seja,
colonias pequenas, transparentes, mucoides e brilhantes (Winn et al., 2008). Em
seguida, foram identificadas por coloragdo de Gram, testes bioquimicos de produc¢do de
oxidase e catalase, e MALDI-TOF (do inglés, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time Of Flight).

Para a identificagdo por MALDI-TOF, cada amostra foi aplicada com um palito
de madeira em uma placa metdlica que compde o equipamento. Em seguida, as
amostras foram tratadas com 1 pL de 4cido féormico 70% (Merck. Darmstadt,
Alemanha) e, apds secagem em temperatura ambiente, com 1 uL de Matriz HCCA
[composta por acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Bruker Daltonik GmbH. Bremen,
Alemanha) diluido na concentragdo de 10 mg/mL em solvente organico composto por
50% de acetonitrila (Tedia, EUA) e 2,5% de 4cido trifluoroacético (Tedia, EUA)]. Em
seguida, as amostras foram novamente secadas em temperatura ambiente e os analitos
submetidos a técnica de MALDI-TOF.

Em geral as amostras foram recebidas ja semeadas em agar chocolate e, apds
identificacdo, foram repicadas em outra placa de Petri contendo dgar chocolate, o qual ¢
preparado utilizando agar base GC (Difco, EUA) acrescido de 1% de Hemoglobina
liofilizada de bovino (BBL, France) e 1% de suplemento VX (Laborclin. Brasil). As
amostras foram estocadas em meio liquido Brain Heart Infusion (Difco, EUA)

acrescido de 20% de glicerol (Merck, Alemanha), e armazenadas em nitrogé€nio liquido.
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Houve casos em que a amostra recebida se encontrava em meio de transporte
Amies. Nesses casos o swab foi utilizado para realizar semeadura em agar chocolate.
Apos crescimento as amostras foram selecionadas, identificadas e estocadas conforme

descrito.

4.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos por disco difusio

Todas as amostras foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos por meio da disco difusdo para determinagdo do perfil de
susceptibilidade seguindo a padronizacdo recomendada pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI). Para este teste foi utilizada como controle a cepa de
Neisseria gonorrhoeae ATCC49226, recomendada pelo CLSI M100. (CLSI, 2019a).

Para a realizagdo deste teste foram utilizadas placas de Petri grandes descartaveis
(150 x 15 mm) contendo meio agar base GC + 1% de suplemento VX (Laborclin.
Brasil) com espessura de 4 mm (60 ml). As culturas foram crescidas em meio agar
chocolate e, a partir delas, feitas suspensdes correspondentes a escala 0,5 McFarland
(1,5 x 10° UFC/mL) em meio Mueller Hinton caldo (MHC) (Difco, EUA). As
suspencdes foram semeadas em trés diregdes diferentes na superficie do meio com o
auxilio de um swab. Apds esse processo, os discos contendo os antimicrobianos
azitromicina (15 pg), cefixima (5 pg), ceftriaxona (30 ng), ciprofloxacina (5 pg),
espectinomicina (100 pg), gentamicina (10 ug), penicilina (10 U) e tetraciclina (30 pg)
foram depositados no meio de cultura respeitando a distdncia minima de centro para
centro de 24 mm. As placas foram incubadas a uma temperatura de 35 - 36°C durante
18 - 24 horas em uma atmosfera contendo 5% de CO,. Apos a incubagao foi realizada a
leitura dos resultados, sendo registrados os halos de inibi¢dao para cada antimicrobiano
(The National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).

Como ndo encontramos fornecedores para os discos de espectinomicina, estes
foram preparados in house. Para tanto, 10 uL de solu¢do de espectinomicina a 10
mg/mL foram depositadas em discos estéreis (Cefar, Sdo Paulo). Todos os demais
discos contendo antimicrobianos sao de preparacao comercial (Cefar. Sdo Paulo).

Esta andlise foi realizada para que se mantenha a vigilancia sobre a
susceptibilidade apresentada pelas amostras contemporaneas aos antimicrobianos nao

mais recomendados como tratamento primario (penicilina, tetraciclina e ciprofloxacina),
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para coletar dados de disco difusdao que podem ser Uteis na triagem de amostras
(cefixima e ceftriaxona), e para determinar um banco de dados que permita coletar
informagdes sobre o comportamento de azitromicina, gentamicina e espectinomicina
neste sistema.

A tabela 1 mostra os pontos de corte para disco difusdo sugeridos pelas agéncias
que foram utilizados nesse projeto.

O ponto de corte utilizado para azitromicina no teste de disco difusdo serd
baseado no estudo feito no LIMM em 2016 onde foi sugerido que uma amostra pode ser
considerada resistente quando o halo for <26 mm. Este estudo correlacionou CMIs e
diametros de halos para azitromicina de 56 amostras de N. gonorrhoeae e concluiu que
um halo <26 mm para azitromicina ¢ um bom ponto de corte para caracterizar amostras

resistentes (Barros dos Santos, 2016).

4.3 Determinacdo da concentracio minima inibitéria a

antimicrobianos

Todas as amostras foram submetidas a agar diluicdo para determinagdo da
concentragdo minima inibitéria (CMI) de azitromicina, cefixima, ceftriaxona,
espectinomicina e gentamicina. Esse teste foi realizado seguindo a padronizagdo
recomendada pelo CLSI (CLSI, 2019a). O EUCAST (2019) ndo especifica qualquer
condic¢do especial para a realizagdo da técnica (EUCAST, 2019b).

Para este teste foi utilizada como controle a cepa de Neisseria gonorrhoeae
ATCC49226, recomendada pelo CLSI M100 (CLSI, 2019a).

Para a realizag@o deste teste foram utilizadas placas de Petri médias descartaveis
(90 x 15 mm) contendo meio agar base GC + 1% de suplemento VX (Laborclin. Brasil)
com espessura de 4 mm (20 ml). Para cada antimicrobiano foi preparada uma série de
placas com concentracdes crescentes do respectivo antimicrobiano e duas placas
controle sem adi¢do de antimicrobianos no inicio e no final da série de placas. As faixas
de concentragdes utilizadas para cada antimicrobiano estdo listadas na Tabela 2.

As culturas utilizadas foram ativadas e repicadas em meio agar chocolate e, a
partir delas, foram feitas suspensdes em meio MHC correspondentes a escala 0,5
McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). 10 uL dessa suspensio foram diluidos em 90 pL de
meio MHC (obtendo-se 10’ UFC/mL) para que 2 pL desta suspensio corresponda a 10*
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UFCs. Foram aplicados 2 pL de cada amostra em cada uma das placas, seguindo a
ordem: controle inicial, placa com menor concentragdo do antimicrobiano até a com a
maior concentragdo e, por ultimo, o controle final. As placas foram incubadas a uma
temperatura de 35 a 36°C durante 18 - 24 horas em uma atmosfera de 5% de CO;. Apos
a incubagdo foi feita a leitura dos resultados, onde a CMI corresponde a menor
concentragdo de antimicrobiano em que ndo ¢ possivel visualizar crescimento
bacteriano.

A tabela 3 mostra os pontos de corte para dgar diluicdo sugeridos pelas agéncias
que foram utilizados nesse projeto.

Segundo o EUCAST o Epidemiological cut off value (ECOFF ou ponto de corte
epidemiologico) ¢ utilizado quando ndo ha dados clinicos sobre CMIs de
microrganismos infecciosos (EUCAST, 2019b). O ECOFF ¢ definido como a CMI mais
alta para microrganismos desprovidos de mecanismos de resiténcia adquiridos que
possam ser detectados fenotipicamente. Essa CMI mais alta determina o fim da
distribuicdo das CMIs das amostras consideradas selvagens e, a partir dela, os
microrganismos sdo considerados “ndo selvagens”; ou seja, engloba amostras que
adquiriram algum mecanismo de resisténcia (EUCAST, 2018a). J& os chamados
“clinical breakpoints” (pontos de corte clinicos), dividem as amostras em susceptiveis,
intermediarias ¢ resistentes. Estes sdo baseados em observacoes clinicas, se houve ou
ndo sucesso na terap€utica da infeccdo, e na correlagdo destes dados com as CMIs dos
microrganismos (EUCAST, 2019).

Visto que para gentamicina ndo ha pontos de corte sugeridos pelo CLSI,
EUCAST e BrCAST para N. gonorrhoeae, sera apenas reportado as concentragdes
minimas inibitérias que as amostras apresentaram (BrCAST, 2019b; CLSI, 2019a;
EUCAST, 2019b). A termo de discussdo serd levado em conta o estudo feito no
Malawi, j& apresentado no tépico 1.5.2., onde os pontos de corte utilizados foram:
susceptibilidade < 4 pg/mL; susceptibilidade intermediaria = 8 — 16 pg/mL; resisténcia
> 32 pug/mL (Brown et al., 2010). Estes pontos de corte foram baseados em um estudo
de cura clinica feito por Daly e colaboradores em 1997 (Daly et al., 1997).

Ainda, as CMIs para azitromicina e gentamicina das 117 amostras de
N. gonorrhoeae incluidas neste estudo foi comparada com as CMlIs relatadas para
amostras coletadas em todo o mundo, disponiveis na ferramenta do EUCAST “MIC and

zone diameter distributions and ECOFF”
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(http://www.eucast.org/mic_distributions_and ecoffs/). Neste link, N. gonorrhoeae foi
selecionada como “species”, e dados de CMI para os repectivos antimicrobianos foram
obtidos da tabela apresentada. Com estes dados foi gerado um grafico que pode ser
comparado ao construido para as amostras deste estudo. E digo de nota que tais graficos
podem ser também gerados automaticamente no site do EUCAST, selecionando a opgao

“show all graphs”.


http://www.eucast.org/mic_distributions_and_ecoffs/

Tabela 1 — Pontos de corte para disco difusdo adotados neste estudo
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Aoéncia Penicilina (mm) Tetraciclina (mm) Ciprofloxacina (mm) Ceftriaxona (mm) Cefixima (mm) Espectinomicina (mm)
& S I R | S I R S I R S I [ R | S I [ R S I R
CLSI 2019 >47 | 46-27 | <26 | =238 | 31-37 | <30 | =41 |28-40 | <27 >35 - - >31 - - >18 17 -15 <14
EUCAST 2019 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
BrCAST (2019b) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Azitromicina: R <26 mm (Barros dos Santos, 2016). Ndo ha ponto de corte definido pelo CLSI, EUCAST ¢ BrCAST para disco difusdo de gentamicina.
Tabela 2 — Especificagdes para a realizagao do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos por agar diluicdo
Concentracio Conceintrag:ao Faixa de
.. . PM ~ .~ ~ PM a . a ~ = Soluc¢ao ~ b

Antimicrobiano - . Preparacio Composicdo da preparacao ~ Solvente Diluente Solucio mae concentracao

antimicrobiano preparacao (mg/mL) estoque (ug/mL)

& (mg/mL) e
L . Acido acético Mueller
Azitromicina 749.02 Sigma PHR1088  C;3 Hy, N, Oy, . 2H,0 785.02 glacial Hinton Caldo 10 0,640 32-0,06
Tampao
Cefixima 453.45 Sigma 18588 CisH5 N5 07 S,. 3H,0 507.50 DMSO fosfato pH7 0,5 0,08 1-0,016
0,IM

Ceftriaxona 554.57 Sigma C5793 Cys Hig Ny Na, 05 S; . 3.5H,0 661.60 Agua Agua 0,08 1-0,016
Espectinomicina  332.25 Sigma S4014-5G  Cy4 Hyy N, O, . 2HCI1 . 5H,0 495.35 Agua Agua 10 5,12 128 -2

814‘-‘.67:;766 C]Z C21 H43 N5 07 5 .HZSO4 ; )
Gentamicina Cz;' 44'9 5 Sigma G1264-1G  C,.C,y Hy4; N5 O; 5 .H,SO, 955.36 Agua Agua 10 0,640 32-0,5

la- .

Meédia: 464.97

Cla: C]g H39 N5 07 5 .HzSO4

*Solvente e diluente — Especificados pelo CLSI (M100, Tabela 6A) e/ou pela Sigma-Aldrich; ®0,016; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128 pg/mL

Tabela 3 — Pontos de corte para concentracdo minima inibitdria adotados neste estudo

Agéncia Azitromicina (ug/ml) Ceftriaxona (ug/ml) Cefixima (pg/ml) Espectinomicina (pg/ml)

S I R S I R S I R S I R
CLSI 2019 <1 - - <0,25 - - <0,25 - - <32 64 >128
EUCAST 2019 - - ECOFF * =1 <0,125 - >0,125 | <0,125 - >0,125 <64 - > 64
BrCAST 2019 - - ECOFF * =1 <0,125 - > 0,125 - - - <64 - > 64

* ECOFF: Epidemiological cut off value. Ndo ha ponto de corte definido pelo CLSI, EUCAST e BrCAST para concentragdo minima inibitéria de gentamicina.
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4.3.1 Preparo das placas com antimicrobianos

Para iniciar o preparo das placas com antimicrobianos deve-se primeiramente
estabelecer a faixa de concentragdo que sera utilizada para formar a série de placas. As
escolhas dessas faixas foram feitas baseadas nos pontos de corte estabelecidos pelo
CLSI para cada antimicrobiano, buscando abranger os pontos de corte para
susceptibilidade e resisténcia, quando estes estavam disponiveis. Além disso, foi levada
também em consideragao a distribuicdo de CMIs dos respectivos antimicrobianos
utilizada pelo EUCAST para determinacao de ECOFFs; as concentragdes adotadas para
o preparo das placas do presente abrangiam a maioria das CMIs relatadas neste banco
de dados (CLSI, 2019a; EUCAST, 2019c).

Apos a determinacdo da faixa de concentragdo a ser utilizada nas placas e
tomando como referéncia a Tabela 7 do CLSI MI100 (Preparing dilutions of
antimicrobial agentes to be used in agar dilution susceptibility tests, Anexo 1) foi
estabelecida a concentracdo de uma solu¢do-mae a partir da qual seriam feitas solugdes
estoques e dilui¢des para incorporagao dos antimicrobianos em agar (CLSI, 2019a). No
caso da ceftriaxona, por exemplo, foi preparada uma solugdo-mae a 1 mg/mL, que pode
facilmente ser diluida a 0,640 mg/mL, dando entrada nas concentra¢des recomendadas
pela Tabela 7 do M100 para a preparagao das placas.

No calculo da quantidade de antimicrobiano a ser pesada para preparar cada
solucdo- mae foi desconsiderado o peso relativo a moléculas adjuvantes na preparagao
comercial adquirida (como moléculas de dgua ou acido sulfurico). Na tabela 2 estdo
descritos os dados utilizados para preparagao das placas com antimicrobianos, incluindo
valores que basearam os calculos de antimicrobiano a ser pesado, solventes e diluentes,

e a faixa de concentracao que foi utilizada na série de placas para cada antimicrobiano.
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5. Resultados

Todas as 117 amostras de N. gonorrhoeae incluidas neste estudo apresentaram
plena susceptibilidade a ceftriaxona, cefixima e espectinomicina. Em relagdo a
ciprofloxacina 75% (n = 88) das amostras foram caracterizadas como ndo susceptiveis
(intermediério e resistentes); das 29 amostras susceptiveis 9 foram coletadas em 2015 e,
deste ano em diante, os nimeros de amostras susceptiveis diminuiu (2016, n = 7/27
(26%); 2017, n =5/26 (19%); 2018, n = 3/20 (15%)). Foram identificadas 115 amostras
com perfil intermedidrio ou resistente a penicilina, representando 98% da cole¢do. Fato
interessante ¢ que as duas amostras susceptiveis a penicilina sdo de 2017 e 2018. No
que diz respeito a tetraciclina, 75% (n = 88) da colecdao possui um perfil de resisténcia
ou susceptibilidade intermediaria a este antimicrobiano. Todos estes dados estdo

detalhados na tabela 4.

Tabela 4 — Perfil de susceptibilidade das 117 amostras de N. gonorrhoeae por disco
difusdo segundo critérios do CLSI 2019

Perfil de susceptibilidade % (n)

Antimicrobiano
Susceptivel Intermediario Resistente

Cefixima 100 (117) - -

Ceftriaxona 100 (117) - -
Ciprofloxacina 25 (29) 8 (10) 67 (78)

Espectinomicina 100 (117) - -
Penicilina 2(2) 68 (80) 30 (35)
Tetraciclina 25(29) 36 (42) 39 (46)

Ponto de corte CLSI 2019 (em mm): Cefixima - S > 31; Ceftriaxona - S > 35; Ciprofloxacina - S >41, I
=40 — 28, R <27; Espectinomicina - S > 18, [ = 17 — 15, R < 14; Penicilina— S>47,1=46 — 27, R <26;
Tetraciclina - S > 38, 1=37 - 31, R <30.

Visto que nenhuma das institui¢des (BrCAST, CLSI e EUCAST) possui ponto
de corte para disco difusdo de azitromicina, foi feita uma correlacdo entre o diametro
dos halos obtidos no teste de susceptibilidade a azitromicina por disco difusdo e a CMI
determinada pela agar dilui¢ao para cada uma das 117 amostras da cole¢dao. Na figura 2
a linha azul representa tanto o ponto de corte para CMI de azitromicina sugerido pelo
CLSI (S <1 pg/mL), separando as amostras consideradas sensiveis e resistentes, quanto
o ECOFF sugerido pelo EUCAST e BrCAST (ECOFF = 1 pg/mL). O ECOFF indica a

maior concentragdo de azitromicina que determina o fim da distribuicao das CMIs das
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amostras consideradas selvagens, ou seja, das amostras que apresentam uma
distribuicdo de CMIs normal dentro de uma grande colegdo. Assim, para azitromicina,
amostras com CMI > 1 pg/mL sdo consideradas ndo-selvagens, fora da distribui¢do de
CMIs considerada normal. A linha vermelha indica a divisdo entre amostras
consideradas susceptiveis e resistentes segundo o ponto de corte sugerido por Barros
dos Santos, 2016. Este estudo correlacionou CMIs e didmetros de halos para
azitromicina para 56 amostras de N. gonorrhoeae e concluiu que um halo <26 mm para
azitromicina ¢ um bom ponto de corte para caracterizar amostras resistentes (Barros dos
Santos, 2016).

Ao comparar os dados da figura 2 ¢ possivel observar a associagdo entre CMIs
de amostras consideradas nao selvagens pelo BrCAST e EUCAST e resistentes pelo
CLSIL com diametros de halos que sdo menores ou iguais a 26 mm. O mesmo ocorre
quando comparadas as CMIs de amostras selvagens (BrCAST e EUCAST)/ susceptiveis
(CLSI) com halos maiores que 26 mm. Além disso, quando analisados os quadrantes
superior direito e inferior esquerdo do diagrama espera-se que neles ndo haja nenhuma
amostra, pois estas seriam, por exemplo, classificadas como resistentes caso fosse
considerado o didmetro de halo, mas possuindo uma CMI que indica susceptibilidade.
Isto significa dizer que amostras que se encontram nestes dois quadrantes possuem uma
disparidade entre a classificagdo dada pelo diametro de halo e pela CMI. Quando estes
quadrantes se encontram sem nenhuma amostra, ou ainda com um numero bem
reduzido em relacdo ao total de amostras analisadas, pode-se dizer que hd uma boa
correlagdo na classificacdo dada tanto pelo didmetro de halo quanto pela CMI para
aquele determinado antimicrobiano e microrganismo.

Quando analisada apenas as CMlIs das amostras em relagdo a azitromicina ¢
possivel observar que, ao longo dos anos estudados, houve um aumento na detecc¢do de
amostras com perfil de resisténcia, com exce¢do de 2018 em que houve uma diminuig¢ao
do niimero de amostras com este perfil (tabela 5). Em 2014 ¢ 2015 o percentual de
amostras resistentes foi de 14% (n = 3, em cada ano), enquanto em 2016 este percentual
aumentou para 26% (n =7) e em 2017 para 38% (n = 10). Em 2018, este caiu para 30%
(n = 6), contudo se mantendo alto e sendo maior do que os observados de 2014 a 2016.
Considerando a média dos 5 anos contemplados neste estudo o percentual de resisténcia
a azitromicina foi de 24% (n = 29). E importante chamar atengdo para o fato de que esta

¢ uma cole¢do de conveniéncia proveniente de laboratérios de andlises clinicas,
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podendo assim estar selecionando amostras ndo responsivas a tratamentos primarios
utilizados ou pertencentes a camadas sociais especificas da populacdo. Assim, ndo ¢
possivel inferir os dados obtidos para toda a populagdo de infectados no Rio de Janeiro.
No entanto, o LIMM recebe amostras desta mesma forma desde 2006, portanto
aumentos e diminuigdes relativas de resisténcia podem ser indicativas de mudancas no

perfil de susceptibilidade das amostras circulando nesta regido.

Tabela 5 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade das 117 amostras de N.
gonorrhoeae determinados por agar diluicdo em relagdo a azitromicina

CMI Perfil de susceptibilidade % (n)

Azitromicina 2014 2015 2016 2017 2018 Total
(ng/mL) m=22) (m=22) (m=27) M=26) @m=20) m=117)
< 0,061 27 (6) 23 (5) 15 (4) 154) 2505 20 (24)

0,125 27 (6) 18 (4) 22 (6) 4 (1) 25 (5) 19 (22)
0,25 9 (2) 18 (4) 11 (3) 8(2) 10 (2) 11 (13)
0,5 18 (4) 23 (5) 11 (3) 23 (6) 5(1) 16 (19)

1 4 (1) 4 (1) 15 (4) 11 (3) 5(D) 8 (10)
2 4 (1) - 4 (1) 15 (4) 10 (2) 7 (8)
4 - 4 (1) 4 (1) 4 (1) 5(1) 3 (4)
8 - 4 (1) 4 (1) 11 (3) 5(1) 5(6)
16 4 (1) 4 (1) - - 10 (2) 3 (4)
32 4 (1) - 11 (3) 8(2) - 5(6)
>32 - - 4 (1) - - 1(1)

Linha vermelha: CLSI (S < 1 pg/mL); BrCAST ¢ EUCAST (ECOFF = 1 ug/mL). Esta linha separa
amostras selvagens e ndo selvagens segundo as agéncias.

Assim como para azitromicina, quando analisado o perfil de susceptibilidade
para gentamicina ndo ha ponto de corte disponivel para disco difusdo para N.
gonorrhoeae por nenhuma das agéncias usadas como referéncia neste trabalho (CLSI,
EUCAST e BrCAST e EUCAST). A figura 3 mostra a correlacdo dos didmetros de halo
obtidos para gentamicina pela disco difusdo e as CMIs determinadas por agar diluicao
para este mesmo antimicrobiano. Na auséncia de pontos de corte definidos, estd
indicada na tabela a divisao das amostras segundo os pontos de corte para disco difusao
sugeridos por Bala e colaboradores (2016; linhas verticais, S > 16 mm, [ = 13-15 mm, R
< 12 mm) e para CMI segundo Brown e colaboradores (2010; linhas horizontais; S < 4

ug/mL, I =8-16 pg/mL, R >32 pg/mL).
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CMI Diametro do halo (mm)

(ng/mL) 11 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26|27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 45 46 48 49 50 Total
>32 1 1
32 31 1 1 6
16 1 1 1 1 4
8 1 1 1 1 1 1 6
4 1 1 1 1 4
2 1 3 1|11 2 8
1 1 1 1 1 2 1 1 2 10
0,5 2 1 5 5 4 1 1 19
0,25 1 1 1 2 2 2 3 1 13
0,125 1 31 11 2 5 1 2 1 2 11 22

<0,061 2 1 1 1 2 2 4 1 3 2 2 1 1 1 24
Total 1 1 3 2 1 2 3 1 1 2 2 5 3|1 5 3 611 410 7 8 6 2 6 2 6 2 4 2 2 1 1 1 117

Figura 2 — Diagrama de dispersdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e didmetro de halo de 117 isolados de N. gonorrhoeae em relagdo a

azitromicina. Os nimeros no corpo central do diagrama indicam o nimero de amostras que apresentou a respectiva combinagio de didmetro de halo e CMI. Linha azul: Ponto de
corte estabelecido por BrCAST/ EUCAST (ECOFF = 1 ug/mL) e CLSI (S <1 pg/mL). Linha vermelha: divisdo entre amostras consideradas susceptiveis e resistentes segundo o
ponto de corte sugerido por Barros dos Santos, 2016.



39

A figura 3 segue a mesma linha de raciocinio utilizada na figura 2, ja explicada
anteriormente. Nela ¢ possivel observar que a correlacdo entre os pontos de corte
sugeridos por Bala (2016) e Brown (2010) para gentamicina no gonococo ndo ¢ boa,
tendo amostras com didmetros de halo indicando susceptibilidade (Bala, S > 16 mm),
que apresentam CMI indicando resisténcia intermediaria (Brown, I = 8-16 pg/mL). O
mesmo vale para quando analisamos amostras com didmetro de halo de resisténcia
(Bala, R < 12 mm), mas com CMIs que as classificaria como possuindo resisténcia

intermediaria (Brown, [ = 8-16 pg/mL).

Diametro do halo (mm)

CMI
(ng/mL) 1 1)1 1 1{1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 Tota
213 4 5|16 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 01
32 0
16 112 2 4|13 1 3 1 1 18
8 2 212 3 9 } 9 9 55 6 21 2 2 1 71
4 1 112 2 4 4 2 2 1 1 20
2 2 1 1 4
1 0
<0,5 1 1 1 1 4
Irf1 1 1 1 1
Total 3 314 6 417 2 6 0 0 9 3 2 2 3 2 1 117

Figura 3 — Diagrama de dispersao da concentragdo minima inibitéria (CMI) e diametro

de halo de 117 isolados de N. gonorrhoeae em relagdo a gentamicina. Os nimeros no
corpo central do diagrama indicam o nimero de amostras que apresentou a respectiva combinagdo de
didmetro de halo e CMI. Linhas azuis indicam pontos de corte sugeridos que diferenciam amostras
sensiveis de amostras com resisténcia intermediaria por disco difusdo (linha vertical, Bala et al., 2016) ¢
agar diluicdo (linha horizontal, Brown et al., 2010); linhas vermelhas indicam pontos de corte sugeridos
que diferenciam amostras com resisténcia intermediaria das resistentes segundo as mesmas respectivas
técnicas e autores.

Avaliando os resultados deste trabalho, a distribuicdo das CMIs para
gentamicina obtidas com as 117 amostras de N. gonorrhoeae coletadas no Rio de
Janeiro entre 2014 e 2018 foi semelhante a descrita para 2.767 amostras de diferentes
fontes de isolamento, regides geograficas e periodos de tempo disponiveis no EUCAST
(EUCAST, 2019c¢) (figura 4). Ja a distribuicdo das CMIs para azitromicina obtida com
as 117 amostras analisadas no atual estudo foi diferente daquela observada para 3.727
amostras de diferentes fontes de isolamento, regides geograficas e periodos de tempo

disponiveis no EUCAST (figura 5). Levando em consideracdo o ponto de corte para
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azitromicina (CLSI, S <1 pg/mL; EUCAST/BrCAST, ECOFF =1 pg/mL) 24% (n =
29) das amostras obtidas no Rio de Janeiro seriam consideradas nao-susceptiveis/ ndo

selvagem, enquanto apenas 2% (n = 74) das amostras do EUCAST seriam classificadas

assim.
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Figura 4 — Distribui¢do das CMIs de gentamicina de 2.767 amostras de N. gonorrhoeae
de diferentes fontes de isolamento, regides geograficas e periodo de tempo disponiveis
no EUCAST (A) e de CMIs de gentamicina das 117 amostras de N. gonorrhoeae
isoladas no Rio de Janeiro entre 2014 e 2018 (B) (EUCAST, 2019c¢).
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Figura 5 — Distribui¢do das CMIs de azitromicina de 3.727 amostras de N. gonorrhoeae
de diferentes fontes de isolamento, regides geograficas e periodo de tempo disponiveis
no EUCAST (A) e de CMIs de azitromicina das 117 amostras de N. gonorrhoeae
isoladas no Rio de Janeiro entre 2014 ¢ 2018 (B) (EUCAST, 2019c¢).
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Todas as 117 amostras de N. gonorrhoeae isoladas de 2014 a 2018 apresentaram
CMIs na agar diluicdo que as caracterizaram como susceptiveis a ceftriaxona, sendo
levado em conta os pontos de corte de todas as agéncias, BrCAST, CLSI e EUCAST.
Na tabela 6 a linha azul representa os pontos de corte do BrCAST e EUCAST (S <
0,125 pg/mL) e a linha vermelha o ponto de corte do CLSI (S < 0,25 ug/mL). Apenas
seis amostras apresentaram CMI igual a 0,061 ug/mL, sendo esta uma diluicao abaixo

do ponto de corte de susceptibilidade sugerido pelo BrCAST e EUCAST (tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicio do perfil de susceptibilidade das 117 amostras de N.
gonorrhoeae determinados por agar dilui¢do em relagdo a ceftriaxona

CMI Perfil de susceptibilidade % (n)

Ceftriaxona 2014 2015 2016 2017 2018 Total
(ng/mL) (n=22) M=22) @=27) @M=26) @=20) (m=117)
<0,015 82(18) 77(17) 89(24) 77(20)  75(15) 80 (94)

0,031 9 (2) 18 (4) 11 (3) 19 (5) 15 (3) 15 (17)
0,061 9 (2) 5(1) - 4 (1) 10 (2) 5 (6)
0,125 - - - - - -
0,25 - - - - - -
0,5 - - - - - -
1 - - - - - -

Linha azul: BrCAST e EUCAST (S <0,125 ug/mL).
Linha vermelha: CLSI (S <0,25 pg/mL).

O mesmo pode ser observado quando analisada as CMIs obtidas para as 117
amostras em relagdo a cefixima e levado em conta o ponto de corte CLSI (S < 0,25
ng/mL), sendo todas susceptiveis a cefixima. Entretanto, quando considerado o ponto
de corte estabelecido pelo EUCAST (S < 0,125 pg/mL) nossos dados levariam a
classificagdo de uma amostra como ndo-susceptivel (CMI = 0,25 pg/mL) e outras sete
amostras como apresentando susceptibilidade reduzida a cefixima (CMI de 0,125
ng/mL). A tabela 7 retrata estes dados, nela a linha azul representa o ponto de corte do
EUCAST (S £ 0,125 pg/mL) e a linha vermelha o ponto de corte do CLSI (S < 0,25
ug/mkL).



42

Tabela 7 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade das 117 amostras de N.
gonorrhoeae determinados por agar dilui¢do em relagdo a cefixima

CMI Perfil de susceptibilidade % (n)

Cefixima 2014 2015 2016 2017 2018 Total
(ng/mL) (m=22) m=22) @m=27) (M=26) @=20 (=117
<0,015 82 (18) 82(18)  63(17)  65(17)  55(11) 69 (81)

0,031 9(2) 5(1) 19 (5) 19 (5) 40 (8) 18 (21)
0,061 - 5(1) 11 (3) 12 (3) - 6 (7)
0,125 5(1) 9(2) 7(2) 4(1) 5(1) 6 (7)
0,25 5(1) - - - - 1(1)
0,5 - - - - - -
1 - - - - - -

Linha azul: EUCAST (S <0,125 pg/mL).
Linha vermelha: CLSI (S <0,25 ng/mL).

A tabela 8 expde o perfil de susceptibilidade das 117 amostras em relagao a
espectinomicina. Todos os isolados de N. gonorrhoeae apresentaram susceptibilidade a
espectinomicina sendo considerados todos os pontos de corte propostos para este
antimicrobiano. Nesta tabela a linha azul representa o ponto de corte de susceptibilidade
do BrCAST e EUCAST (S < 64 pg/mL) e a linha vermelha do CLSI (S < 32 pg/mL).
41% das amostras apresentaram susceptibilidade reduzida quando considerado o ponto

de corte do CLSI.

Tabela 8 — Distribuicdo do perfil de susceptibilidade das 117 amostras de N.
gonorrhoeae determinados por agar diluicao em relacao a espectinomicina

CMI Perfil de susceptibilidade % (n)
Espectinomicina 2014 2015 2016 2017 2018 Total
(ng/mL) (m=22) (m=22) (m=27) (Mm=26) (Mm=20) (n=117)
<2 - - - 4 (1) - 1(1)
4 - 4(1) - - - 1(1)
8 - - 7(2) 19(5) 10(2) 8 (9)
16 50(11)  73(16) 41(11) 50(13) 35(7) 49 (58)
32 50(11)  23(5) 52(14) 27(7) 55(11) 41(48)
64 - - - - - -
128 - - . . - -

Linha azul: BrCAST e EUCAST (S < 64 pg/mL).
Linha vermelha: CLSI (S <32 ug/mL).
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Considerando o conjunto de resultados obtidos, a Tabela 9 apresenta o perfil de
susceptibilidade das amostras que apresentaram resisténcia a algum dos antimicrobianos
possivelmente utilizados para tratamento de infec¢des por N. gonorrhoeae e seriam
selecionadas para estudos posteriores focados na identificagdo dos respectivos
mecanismos associados. Nesta tabela a amostra resistente a cefixima foi classificada
assim segundo o ponto de corte do EUCAST 2019. Com exceg¢ao das amostras de 2014,
todas estas serdo sequenciadas em uma parceria com o CDC, com isso, no futuro serd
possivel avaliar mecanismos de resisténcia associados a azitromicina e cefixima, dando
foco para os mecanismos de maior impacto, sendo respectivamente mutagdes nos alelos

rrl (23S rRNA) e o alelo mosaico penA.
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Tabela 9 — Descricdo das amostras de N. gonorrhoeae resistentes a algum dos
antimicrobianos possivelmente utilizados para o tratamento de gonorreia utilizando

como referéncias pontos de corte do BrCAST, EUCAST e CLSI (2019)

Ano | Origem | FSPeCime g o |1dade | AZM | CFM | CRO | ESP
clinico
2014 IPEC Sec. uretral M - R S S S
2014 DASA Sec. vaginal F 59 R R S S
2014 DASA Sec. uretral M 50 R S S S
2015 DASA Sec. uretral M 52 R S S S
2015 DASA Sec. uretral M 29 R S S S
2015 DASA Sec. uretral M 18 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 30 R S S S
2016 DASA Esperma M 22 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 29 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 39 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 42 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 64 R S S S
2016 DASA Sec. uretral M 28 R S S S
2017 DASA Sec. uretral M 26 R S S S
2017 CSVB Sec. uretral M 29 R S S S
2017 DASA Sec. uretral M 26 R S S S
2017 DASA - M - R S S S
2017 DASA Sec. uretral M - R S S S
2017 DASA Urina M 55 R S S S
2017 DASA Sec. uretral M 55 R S S S
2017 DASA Sec. uretral M 22 R S S S
2017 DASA Sec. uretral M 23 R S S S
2017 DASA Urina M 36 R S S S
2018 DASA Sec. uretral M 27 R S S S
2018 DASA Sec. uretral M 21 R S S S
2018 DASA Sec. uretral M 32 R S S S
2018 DASA Sec. uretral M 23 R S S S
2018 DASA Urina M 39 R S S S
2018 FIOCRUZ  Orofaringe - - R S S S

CSVB: Centro de Satde Vasco Barcelos; DASA: Laboratéorio de Analises clinicas Sérgio Franco;
FIOCRUZ: Fundagdo Oswaldo Cruz; IPEC: Instituto Evando Chagas; Sec.: secre¢do; M: masculino; F:
feminino; S: susceptivel; R: resistente; AZM: azitromicina; CFM: cefixima; CRO: ceftriaxona; ESP:
espectinomicina.
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6. Discussao

Neisseria gonorrhoeae, o agente etiologico da infeccdo sexualmente
transmissivel gonorreia, € um microrganismo que tem preocupado entidades
internacionais devido a disseminacdo de cepas resistentes a diversos antimicrobianos,
correndo o risco de tornar-se intratavel, e pela dissemina¢cdo mundial, visto que esta
infeccdo ¢ a segunda IST bacteriana mais comum no mundo segundo a OMS (WHO,
2016c¢). Desde a introdugdo da primeira classe de antimicrobianos, as sulfonamidas, o
gonococo tem se mostrado eficiente na aquisi¢do e desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia, sendo assim, atualizagdes nas recomendagdes de tratamento da gonorreia
fazem-se necessdrias para acompanhar a evolugcdo do agente etiologico (WHO, 2012,
2016a, 2016c). Para as sulfonamidas, penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina,
azitromicina e at¢ mesmo a ceftriaxona, que ja foram ou sao utilizadas para o tratamento
de gonorreia, mecanismos de resisténcia que influenciam na concentragdo minima
inibitdria das cepas e, consequentemente, na terapéutica da infeccao ja foram detectados
(Lewis, 2010; Unemo e Shafer, 2014).

O presente estudo incluiu 117 amostras de N. gonorrhoeae isoladas no Rio de
Janeiro entre 2014 e 2018, para as quais foi feita a caracterizacdo do perfil de
susceptibilidade através de duas técnicas, uma qualitativa (disco difusdo) e uma
quantitativa (CMI por agar diluicao). Para fins apenas de comparagdo foram utilizados
os pontos de corte sugeridos por diferentes agéncias, o BrCAST, CLSI e EUCAST. A
maioria dos pontos de corte do CLSI e EUCAST diferem, sendo assim, esta diferenca
foi explorada. J& em relacio ao BrCAST, seus pontos de corte sdo iguais aos do
EUCAST. Quando analisados os perfis de susceptibilidade por meio da disco difusdo
foram observados percentuais de amostras ndo susceptiveis (susceptibilidade
intermediaria + resistentes) a ciprofloxacina e tetraciclina representando 75% (n = 88)
da colec¢do, enquanto para penicilina este valor foi de 98% (n = 115). Estes resultados
corroboram os encontrados por Bazzo e colaboradores em um estudo feito com
amostras coletadas em capitais de outros sete estados brasileiros, onde foram analisadas
550 amostras isoladas entre 2015 e 2016. Neste estudo nacional foram constatadas, por
meio da agar diluicdo, altos percentuais de amostras consideradas ndo susceptiveis a
ciprofloxacina (56,1%, n = 309), penicilina (97,5%, n = 536) e tetraciclina (95,8%, n =

527), quando analisadas todas em conjunto (Bazzo et al., 2018).
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Ainda considerando o estudo de Bazzo e colaboradores, podemos observar o
mesmo em relagdo a CEE ceftriaxona, onde 100% das amostras em ambos os estudos
demonstraram ser plenamente susceptiveis quando utilizado o ponto de corte do CLSI
(S £ 0,25 pg/mL). Entretanto, ao utilizar o ponto de corte do EUCAST (S < 0,125
ug/mL), o estudo de Bazzo apresentou duas amostras com CMI de 0,125 pg/mL, uma
diluicao abaixo daquela que caracteriza a resisténcia, enquanto no presente estudo as
seis amostras com CMI mais proxima deste ponto de corte apresentaram CMI = 0,061
ng/mL, duas dilui¢cdes abaixo do ponto de corte. Em relagdo a cefixima, de acordo com
o EUCAST (S <£0,125 pg/mL), foram detectadas amostras no limite do ponto de corte
para sensibilidade (CMI = 0,125 pg/mL) em todas as cidades estudadas por Bazzo e
colaboradores, totalizando 6,9% (n = 38) do total de amostras da cole¢do. No presente
estudo este percentual foi de 6% (n = 7), sendo que em cada ano estudado foi detectada
pelo menos uma amostra com este perfil. Comparados com os pontos de corte do CLSI
todas as amostras foram consideradas susceptiveis, € apenas uma apresentou CMI
préoxima do ponto de corte (S < 0,25 pg/mL), com CMI = 0,25 ng/mL (Bazzo et al.,
2018). Estas informag¢des demonstram que o perfil de susceptibilidade das amostras do
Rio de Janeiro segue um padrdo similar as isoladas em outros pontos do Brasil.

Em relagdo a azitromicina, um estudo feito no LIMM que caracterizou 116
amostras de N. gonorrhoeae isoladas de 2006 a 2015 no Rio de Janeiro, constatou um
percentual de resisténcia (CMI > 2 ug/mL, referente ao ponto de corte do CLSI e
ECOFF do EUCAST e BrCAST) em relacdo a azitromicina de 17% (n = 20) (Costa-
Lourencgo ef al., 2018). O percentual de resisténcia a azitromicina no atual estudo foi de
24% (n = 29), um niimero bem superior ao detectado no estudo realizado por Bazzo e
colaboradores (6,9%; n = 38; Bazzo et al., 2018). Sendo assim, ao analisar os dados
obtidos em anos anteriores no Rio de Janeiro (Costa-Lourenco ef al., 2018) e no estudo
nacional (Bazzo et al., 2018), constata-se um aumento proporcional no nimero de
amostras resistentes a este antimicrobiano no Rio de Janeiro nos ultimos anos. Outro
estudo realizado no LIMM que analisou 93 amostras de N. gonorrhoeae isoladas entre
2014 e 2017 no Rio de Janeiro, constatou o surgimento, depois de 2016, de um
complexo clonal ligado ao ST1901 que agrupou amostras com CMI para azitromicina
variando de 2 a 64 pg/mL. Até entdo ndao havia sido constatada ocorréncia clonal de
isolados apresentando resisténcia a azitromicina no Brasil (Barros dos Santos et al.,

2019). O ST1901 ja se mostrou capaz de desenvolver resisténcia a altas concentragdes
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de ceftriaxona e cefixima (CMI 2 — 4 ug/mL) (Unemo et al., 2012). Além disso, varios
casos de falhas terapéuticas envolvendo o uso da ceftriaxona e cefixima ja foram
relacionados a este ST em lugares como Franga, Suécia, Eslovénia e especialmente no
Japdo, onde este ST vem sendo detectado hd varios anos e onde ele provavelmente
surgiu (Unemo e Nicholas, 2012). Os trés primeiros estudos citados neste paragrafo e os
resultados obtidos no presente projeto, deixam clara a importancia de se manter sob
vigilancia o perfil das amostras de N. gonorrhoeae que estdo em circulagdo no Rio de
Janeiro, visto que a azitromicina em combinag¢do com a ceftriaxona faz parte da atual
recomendacao de tratamento feita pelo Ministério da Satde (CONITEC, 2018). Em
lugares como Australia, Canad4d, Europa e EUA a recomendagdo de tratamento ¢ a
mesma do Brasil: terapia combinada de ceftriaxona e azitromicina. Em todos estes
locais ha um programa de vigilancia de susceptibilidade a antimicrobianos no gonococo
em andamento, onde uma rede de laboratérios ou clinicas especializadas em IST
contribuem com amostras para estudos integrados de vigilancia e manutencdo da
recomendacdo de tratamento atualizada. Tais programas tém registrado um aumento na
deteccdo de amostras resistentes a azitromicina depois que seu uso foi implantado
(Costa-Lourencgo et al., 2017b; AGSP et al., 2019; CDC, 2019a; ECDC et al., 2019;
Public Health Agency of Canada, 2019). A analise feita na Australia em 2017 observou
que desde 2014, quando a recomendagdo de tratamento citada acima foi estabelecida,
houve uma diminui¢do na propor¢do de amostras com CMI elevada para ceftriaxona,
mas, em compensagdo, ocorreu um aumento no numero de amostras resistentes a
azitromicina (AGSP et al., 2019).

Apesar de todas as 117 amostras de N. gonorrhoeae serem susceptiveis a
espectinomicina tanto pela disco difusdo quanto pela agar diluicdo, 41% (n = 48)
apresentaram susceptibilidade reduzida (CMI = 32 pg/mL) quando levado em
consideracdo o ponto de corte do CLSI (S < 32 pg/mL). Um estudo que determinou a
CMI de espectinomicina por agar diluicdo de 201 amostras de N. gonorrhoeae isoladas
entre 2011 e 2012 em Minas Gerais, Brasil, relatou que todas as amostras eram
susceptiveis a espectinomicina, considerando o mesmo ponto de corte citado acima
(Costa et al., 2013). Ainda que em 2006 o Ministério da Satde tenha escolhido a
espectinomicina como parte da recomendacdo de tratamento da gonorreia, ela era a
segunda op¢ao e nunca fez parte da primeira linha de tratamento (Ministério da Saude,

2006). Atualmente, também faz parte das recomendagdes do CDC, que indica seu uso
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como uma alternativa, ¢ da OMS, que preconiza seu uso em monoterapia para tratar
infeccdes gonococicas urogenitais e anorretais, conjuntivite gonocdcica neonatal e, em
combinagdo com a azitromicina, em casos de falha terapéutica (WHO, 2016¢; CDC,
2018). Além disso, o nivel mundial de susceptibilidade a este antimicrobiano ¢ alto e os
casos de amostras resistentes t€ém sido raros nas ultimas décadas (Lee et al., 2015;
Unemo, del Rio e Shafer, 2016).

Os dados levantados no presente projeto demonstram a possibilidade do uso
bem-sucedido de espectinomicina para o tratamento de gonorreia no Rio de Janeiro e
estabelece um ponto de partida para monitoramento de mudangas na CMI desta droga
apos sua introdugdo no tratamento.

Quanto a cefixima, o fato de ser administrada por via oral pode ser um atrativo
para seu uso substituindo a ceftriaxona. Entretanto, fazer uso da cefixima pode ndo ser
apropriado. A experiéncia do Japdo sugere que N. gonorrhoeae desenvolve mais
facilmente resisténcia a cefixima de que a ceftriaxona, fendomeno que pode favorecer um
MIC creep para este antimicrobiano (Shimuta et al., 2015; Unemo, del Rio e Shafer,
2016). De fato, entre as 117 amostras avaliadas no presente estudo, em 24 a CMI foi
mais alta para cefixima do que para ceftriaxona, e em apenas 6 amostras a CMI de
ceftriaxona foi maior do que a para cefixima (77 amostras apresentaram CMI para
ambos antimicrobianos abaixo da menor diluigdo testada, o que inviabiliza a
comparagio) (Anexo 2). Além disso, ja foram detectadas amostras com
susceptibilidade reduzida a cefixima tanto no Rio de Janeiro (a primeira isolada em
2010, com novos casos até os dias atuais), como em outras regides do Brasil (Belo
Horizonte, Distrito Federal, Manaus, Salvador, Santa Catarina ¢ Sao Paulo) detectadas
em 2015 e 2016 (Costa-Lourengo et al., 2017b; Bazzo et al., 2018). Sendo assim, a
introducdo de cefixima como a cefalosporina de escolha para tratamento de gonorreia ¢
uma boa op¢do do ponto de vista da facilidade de dispensagdo e conforto para os
pacientes, mas exigira uma maior vigilancia com relacdo ao perfil de susceptibilidade
das amostras brasileiras (Costa-Lourengo, 2017; Bazzo et al., 2018).

BrCAST, CLSI e EUCAST nao possuem ponto de corte para gentamicina. Os
dados obtidos no presente estudo, salvo a limitagdo de que tenha sido avaliada uma
pequena cole¢do, mostram que nao ha boa correlagao entre didmetro de halo e CMI para
gentamicina no gonococo. Provavelmente este ¢ um dos motivos pelos quais as agéncias

ndo determinam um ponto de corte para este antimicrobiano. Ratificando esta
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dificuldade ha ainda uma grande diferenca na interpretacdo de resultados se seguidos os
pontos de corte atualmente sugeridos na literatura. Nesta colecdo, por exemplo, se
utilizados os pontos de corte para disco difusdo propostos (Bala et al., 2016), 6 amostras
seriam caracterizadas como resistentes (5%) e 24 amostras como apresentando
resisténcia intermediaria (20%). Em contraste, adotados os pontos de corte para CMI
utilizados por Brown e colaboradores (2010), nenhuma das amostras analisadas neste
estudo seria caracterizada como resistente, mas 76% (n = 89) seriam classificadas como
apresentando susceptibilidade intermedidria, e apenas 24% (n = 28) como susceptiveis.

Vale ressaltar que até recentemente, nao havia relatos de resisténcia clinica a
gentamicina em N. gonorrhoeae (Ross e Lewis, 2012). Num dos estudos a respeito, o
CDC obteve uma taxa de cura de infecgdes gonococicas urogenitais de 100% (202
participantes) quando utilizada a terapia combinada usando gentamicina 240 mg (IM) e
azitromicina 2 g (VO) (Kirkcaldy, 2013). Também, trés estudos feitos no Malawi, pais
da Africa oriental, demonstraram a eficacia do uso da gentamicina por praticamente 14
anos. No entanto, o tratamento utilizado no Malawi ¢ baseado em dose Unica de
gentamicina 240 mg (IM) e duas doses de doxiciclina 100 mg por dia durante 7 dias;
um tratamento mais complicado quando comparado ao atual praticado no Brasil (uma
unica dose de ceftriaxona 500 mg (IM) e 1 g de azitromicina consumido como 2
comprimidos de 500 mg (Lule et al., 1994; Daly et al., 1997, Brown et al., 2010;
CONITEC, 2018). Em 2018, a gentamicina foi utilizada com sucesso no Canadd em um
paciente com uretrite causada por N. gonorrhoeae resistente a ceftriaxona (CMI = 1
ng/mL). Este paciente foi tratado uma vez com ceftriaxona 250 mg (IM) e azitromicina
2 g (VO), mas a infeccao foi recorrente e ele foi novamente tratado com estes
antibioticos. Apds determinarem que se tratava de uma amostra resistente a CEE, o
paciente foi tratado com gentamicina 240 mg (IM) e azitromicina 2 g (VO). Os testes
para deteccdo de N. gonorrhoeae feitos 4 semanas apos este tratamento deram negativo
(Berenger et al., 2019).

No entanto, em um artigo publicado no Reino Unido em 2019, Eyre e
colaboradores, (2019) relataram falha terapéutica em wuma paciente tratada
primeiramente com 1 g ceftriaxona (IM) e, em uma segunda abordagem com 240 mg de
gentamicina (IM) associada a 2 g de azitromicina (VO). A remissdo de sintomas nesta
paciente sO foi possivel apos tratamento com ertapenem 1 g (IV) 1 vez por dia, durante

3 dias. A bactéria foi identificada como geneticamente relacionada ao clone FC428, que
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ja foi isolado em varios continentes e ¢ frequentemente descrito como resistente a
ceftriaxona e com resisténcia intermediaria a azitromicina. De fato, a amostra
apresentava CMI 1 pg/mL para ceftriaxona e > 32 pg/mL para ciprofloxacina. No
entanto, ratificando a dificuldade de estabelecimento de pontos de corte coerentes com a
clinica médica, esta amostra apresentava CMI para azitromicina 0,5 pg/mL e para
gentamicina 4 pg/mL. Estes seriam, conforme os pontos de corte atualmente propostos,
consideradas selvagem para azitromicina e sensivel para gentamicina. A pesquisa de
mecanismos de resisténcia nesta amostra identificou pend modificado contendo, entre
outras, as mutagoes A311V e T483S, consideradas definitivas para resisténcia a CEE; e
mutagoes em gyrd (S91F e D95A) e parC (S87R). No que diz respeito a azitromicina
nao foram identificadas de mutagdes nos alelos de 23S, mas uma delegcdo -35A no
promotor de mtrR. Nao foram descritos mecanismos possivelmente associados a ndo-
susceptibilidade clinica a gentamicina relatada.

A gonorreia ¢ uma IST que possui tratamento sindromico, ou seja, o tratamento
¢ feito baseado nos sintomas apresentados pelo paciente, sem que seja feito o
isolamento do agente etiologico e o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Por
isso a vigilancia epidemioldgica, especialmente sobre o perfil de susceptibilidade das
amostras que estdo circulando no pais, ¢ tdo importante. As recomendagdes de
tratamento se baseiam em evidéncias epidemioldgicas. Um exemplo foi a atualizagdo na
recomendacdo de tratamento de gonorreia em 2017, motivada por taxas de resisténcia a
ciprofloxacina acima de 50% em todo o pais (Ministério da Saude, 2017). Outro aspecto
importante para o monitoramento da doenca no pais seria a obtencdo de um maior
numero de dados dos pacientes afetados. Com dados epidemiologicos ¢ possivel realizar
uma caracterizagao mais precisa das colecdes de amostras, saber se a infeccdo ¢ mais
prevalente em algum grupo especifico de individuos, entender rotas de transmissdo e
tracar melhores estratégias para campanhas de prevencao.

O Brasil ¢ um pais de grande extensdo territorial, € que tem por principio tratar
ISTs em unidades basicas de satde, ndo necessariamente vinculadas a clinicas
especializadas. A pulverizagdo dos pacientes em muitos postos de atendimento
associada a dificuldade de manutencdo e isolamento do microrganismo dificulta o
estabelecimento de um programa de vigilancia. Além disso, em um pais tdo grande e tdo
diverso, os padroes observados nos atuais estudos (feitos em capitais) podem ndo

refletir o que ocorre no pais como um todo. Como exemplo, o relatorio feito pelo
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programa de vigilancia da susceptibilidade do gonococo na Australia em 2017 detectou
diferentes perfis de susceptibilidade das amostras dependendo da regido estudada. Foi
observado que apesar de haver um maior niimero de casos de gonorreia nas regides
remotas, o percentual de resisténcia aos antimicrobianos entre estes isolados foi baixa.
Em contraste, nas regides mais populosas (Victoria, New South Wales e Queensland)
foi observado o contrdrio: os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos foram
maiores, porém, havia menor incidéncia da infec¢do (AGSP et al., 2019). E possivel
que no Brasil haja divergéncias do tipo que, se fossem identificadas, poderiam
contribuir para uma mais refinada politica de tratamento para os pacientes.

Este estudo coletou dados detalhados de susceptibilidade em amostras de
N. gonorrhoeae 1isoladas por laboratérios de andlises clinicas no Rio de Janeiro,
considerando antimicrobianos antigos, atualmente recomendados e possivelmente
utilizados em futuros protocolos de tratamento. Os resultados confirmam a necessidade
do uso de cefalosporinas para o tratamento da doenca no Rio de Janeiro e chama
atencdo para a emergéncia da resisténcia a azitromicina nestas amostras. Ainda, CMIs
estabelecidas para cefixima, espectinomicina e gentamicina estabelecem uma referéncia
para o perfil de susceptibilidade destas amostras antes da eventual introdu¢do de tais
antimicrobianos para o tratamento de gonorreia. Espera-se que sejam Uteis para o

monitoramento da evolucdo deste perfil em anos futuros.
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7. Conclusao

A partir dos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que, assim como
observado em diversos paises, no Rio de Janeiro as taxas de amostras resistentes a
ciprofloxacina, penicilina e tetraciclina sdo altas, todas acima de 75%.

No Brasil a azitromicina permanece sendo parte da recomendagdo de tratamento
da gonorreia, mas observa-se um aumento no numero proporcional de amostras
resistentes a este antimicrobiano no Rio de Janeiro nos ultimos anos. Ainda no que diz
respeito a politica de tratamento vigente, todas amostras de N. gonorrhoeae analisadas
neste estudo demonstraram possuir susceptibilidade a ceftriaxona. Uma amostra foi
identificada como resistente a cefixima, mas ndo a ceftriaxona, segundo os critérios do
EUCAST, o que chama ateng¢ao para as diferencas de classifica¢do por estas agéncias.

Com relagdo a antimicrobianos considerados possiveis futuras terapias para
gonorreia a espectinomicina demonstrou bom potencial para fazer parte da
recomendacao de tratamento, sendo todas as amostras susceptiveis a ela. No entanto,
para gentamicina, mais de 50% das amostras tinham CMI préxima do ponto de corte de
resisténcia atualmente sugerido na literatura. Estas amostras, contudo, apresentavam um
perfil de CMI semelhante ao descrito para uma grande colecdo de amostras pelo

EUCAST.
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9. Anexos

Anexo 1 — Esquema representativo da estratégia de diluicao de antimicrobianos

Table 7. Preparing Dilutions of Antimicrobial Agents to Be Used in Agar Dilution Susceptibility Tests
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Antimicrobial Solution
Intermediate
Concentration, Volume, Diluent, Concentration, Final Concentration
_ Step po/mL Source mL + mL e pa/mL = | at 1:10 Dilution in Agar, pg/mL | Logz |

5120 Stock - - 5120 512 9
1 5120 Stock 2 2 2560 256 8
2 5120 Stock 1 3 1280 128 7
3 5120 Stock 1 7 640 64 8
Bl 640 Step 3 2 2 320 32 5
5 640 Step 3 1 3 160 16 4
6 640 Step 3 1 i 80 8 3
7 80 Step 6 2 2 40 4 2
8 80 Step 6 1 3 20 2 1
9 80 Step 6 1 7 10 1 0
10 10 Step 9 2 2 5 05 -1
11 10 Step 9 1 3 25 0.25 =2
12 10 Step 9 1 T 1.26 0.125 =3

Anexo 2 — CMI para cefixima e ceftriaxona de todas as amostras investigadas neste

estudo
Amostra | Ano | CMI Cefixima (ug/mL) [  CMI Ceftriaxona (ug/mL)

11212 2014 <0,015 <0,015
11213 2014 <0,015 <0,015
11214 2014 <0,015 <0,015
11215 2014 0,031 0,031

11252 2014 <0,015 <0,015
11253 2014 <0,015 <0,015
11308 2014 <0,015 <0,015
11309 2014 <0,015 <0,015
11463 2014 0,25 0,061

11464 2014 <0,015 <0,015
11495 2014 <0,015 <0,015
11513 2014 <0,015 <0,015
11514 2014 <0,015 <0,015
11531 2014 <0,015 <0,015
11532 2014 <0,015 <0,015
11548 2014 <0,015 <0,015
11549 2014 <0,015 <0,015
11550 2014 <0,015 <0,015
11647 2014 <0,015 <0,015
11649 2014 0,031 0,061

11650 2014 <0,015 <0,015
11681 2014 0,125 0,031

11741 2015 <0,015 <0,015
11742 2015 <0,015 0,031

11743 2015 <0,015 <0,015
11745 2015 <0,015 <0,015
11777 2015 <0,015 <0,015
11778 2015 <0,015 <0,015
11779 2015 0,125 0,061

11809 2015 <0,015 <0,015
11815 2015 <0,015 <0,015
11816 2015 <0,015 <0,015
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Amostra | Ano | CMI Cefixima (ug/mL) | CMI Ceftriaxona (ug/mL)
11817 2015 <0,015 0,031
11818 2015 <0,015 <0,015
11880 2015 <0,015 <0,015
11882 2015 <0,015 <0,015
11977 2015 <0,015 <0,015
11978 2015 0,061 0,031
12041 2015 <0,015 <0,015
12211 2015 <0,015 <0,015
12226 2015 0,125 0,031
12227 2015 0,031 <0,015
12228 2015 <0,015 <0,015
12258 2015 <0,015 <0,015
12308 2016 <0,015 <0,015
12309 2016 0,061 <0,015
12341 2016 <0,015 <0,015
12342 2016 <0,015 <0,015
12413 2016 0,125 <0,015
12415 2016 <0,015 <0,015
12416 2016 0,061 <0,015
12439 2016 <0,015 <0,015
12440 2016 0,031 <0,015
12441 2016 <0,015 <0,015
12483 2016 0,031 <0,015
12485 2016 <0,015 <0,015
12486 2016 0,125 <0,015
12487 2016 <0,015 <0,015
12524 2016 <0,015 <0,015
12525 2016 0,031 <0,015
12526 2016 <0,015 <0,015
12527 2016 0,061 0,031
12529 2016 <0,015 <0,015
12546 2016 <0,015 0,031
12547 2016 0,031 0,031
12548 2016 <0,015 <0,015
12549 2016 <0,015 <0,015
12567 2016 0,031 <0,015
12577 2016 <0,015 <0,015
12578 2016 <0,015 <0,015
12600 2016 <0,015 <0,015
12642 2017 <0,015 <0,015
12643 2017 <0,015 <0,015
12644 2017 0,031 0,031
12645 2017 <0,015 <0,015
12797 2017 <0,015 <0,015
12819 2017 0,031 0,031
12822 2017 <0,015 <0,015
12823 2017 <0,015 <0,015
12841 2017 <0,015 <0,015
12880 2017 <0,015 <0,015
12906 2017 <0,015 <0,015
12907 2017 0,031 <0,015
12908 2017 <0,015 <0,015
12995 2017 0,061 0,031
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Amostra | Ano | CMI Cefixima (ug/mL) | CMI Ceftriaxona (ug/mL)
12996 2017 0,061 0,031
13013 2017 0,061 0,061
13014 2017 <0,015 <0,015
13028 2017 <0,015 <0,015
13029 2017 <0,015 <0,015
13048 2017 <0,015 <0,015
13049 2017 0,031 <0,015
13069 2017 0,125 0,031
13070 2017 <0,015 <0,015
13127 2017 <0,015 <0,015
13128 2017 <0,015 <0,015
13133 2017 0,031 <0,015
13206 2018 <0,015 <0,015
13286 2018 <0,015 <0,015
13340 2018 0,031 0,031
13342 2018 0,125 <0,015
13370 2018 <0,015 <0,015
13371 2018 0,031 <0,015
13414 2018 <0,015 <0,015
13415 2018 <0,015 <0,015
13527 2018 <0,015 <0,015
13536 2018 <0,015 <0,015
13568 2018 <0,015 0,031
13588 2018 0,031 <0,015
13601 2018 0,031 <0,015
13602 2018 <0,015 <0,015
13611 2018 <0,015 <0,015
13666 2018 0,031 <0,015
13667 2018 0,031 0,061
13668 2018 0,031 0,061
13669 2018 <0,015 <0,015
13670 2018 0,031 0,031

Amostras em negrito: amostras que possuem a CMI de ceftriaxona maior do que a de cefixime



