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RESUMO

A gonorreia € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) causada pela bactéria
Neisseria gonorrhoeae com incidéncia estimada em mais de 80 milhdes de casos
anuais na populacdo mundial. Além dos desfechos deletérios a saude sexual e
reprodutiva, outro fato importante é a evolucdo do perfil de resisténcia do gonococo a
varias classes de antimicrobianos disponiveis na clinica. A resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo € um fendmeno grave para a saude publica pois a
ceftriaxona é considerada como a Ultima alternativa terapéutica empirica eficaz contra
as infec¢Bes gonocdcicas. No entanto, desde 2009 quando foi descrito o primeiro caso
de N. gonorrhoeae resistente a esse farmaco no Japdo, observa-se uma difusédo
internacional de cepas multirresistentes, fato que reforca a importancia dos programas
de vigilancia de resisténcia do gonococo com a finalidade de interromper cadeias de
transmissao, orientar o melhor tratamento e impedir o aparecimento de casos de
gonorreia intrataveis. Nesse sentido, este trabalho investigou o mecanismo de
resisténcia a ceftriaxona em N. gonorrhoeae, principalmente o papel do gene penA
tipo mosaico e da proteina de ligacdo a penicilina 2 (PBP2). Para alcancar esse
objetivo, cepas sensiveis foram geneticamente transformadas em cepas resistentes a
ceftriaxona através de um protocolo de transformacdo por cocultivo e cultivo com
amplicons do gene penA. Apés a transformacédo, as cepas que adquiriram o gene
penA tipo mosaico manifestaram um fenotipo de alta resisténcia a ceftriaxona, sendo
entdo realizada a genotipagem das cepas por NG-MAST e sequenciamento genémico
da regido do gene penA. As andlises dos resultados do sequenciamento
demonstraram que a cepa sensivel adquiriu substituicbes de aminoacidos
consideradas criticas para a aquisicdo do fenotipo resistente a ceftriaxona como
A311V, T316P e T483S. Essas mutacdes alteram a conformacao do sitio-ativo de
ligacdo da ceftriaxona na PBP2, diminuindo a acilacdo necessaria para o efeito de
inibicdo da enzima. Sendo assim, pode-se concluir que a transformacdo é um
mecanismo de aquisicdo do gene penA tipo mosaico com papel determinante na
resisténcia a ceftriaxona em N. gonorrhoeae.

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae; Resisténcia aos antimicrobianos;
Resisténcia a ceftriaxona; Gene penA tipo mosaico; Proteina de ligacdo a penicilina
2.



ABSTRACT

Gonorrhea is a sexually transmitted infection (STI) caused by Neisseria gonorrhoeae,
with an estimated incidence of over 80 million cases annually within the global
population. In addition to deleterious outcomes for sexual and reproductive health,
another crucial factor is the evolution of the gonococcal resistance profile to all
antimicrobials classes clinically available. Resistance to third-generation
cephalosporins is a concerning phenomenon for public health given that ceftriaxone is
considered the last effective empirical therapeutic alternative against gonococcal
infections. However, since 2009 when the first case of ceftriaxone resistant N.
gonorrhoeae  was described in Japan, there has been worldwide diffusion of
multidrug-resistant strains, emphasizing the importance of gonococcal resistance
surveillance programs aiming to interrupt transmission chains, guiding optimal
treatment, and preventing the emergence of untreatable gonorrhea. Given this context,
this study investigated the mechanism of ceftriaxone resistance in N. gonorrhoeae,
focusing primarily on the role of the mosaic penA gene and penicillin-binding protein 2
(PBP2). To achieve this goal, sensitive strains were genetically transformed into
ceftriaxone-resistant strains. After Once transformed, strains that acquired the mosaic
penA gene exhibited a highly resistant phenotype to ceftriaxone, being then submitted
to genotyping using NG-MAST, and genomic sequencing of the penA gene region.
Sequencing results demonstrated that the sensitive strain had amino acid substitutions
considered critical for the acquisition of ceftriaxone-resistant phenotype, such as
A311V, T316P, and T483S. These mutations alter the conformation of the PBP2
ceftriaxone-binding active site, reducing acylation which is necessary for enzyme
inhibition. Therefore, it can be said that the mosaic penA gene is a resistance marker
to third-generation cephalosporins, and mutations in this allele result in the translation
of an altered PBP2 with reduced affinity for ceftriaxone.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae; Antimicrobial resistance; Ceftriaxone resistance;
Mosaic penA gene; Penicillin-binding protein 2.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes sexualmente transmissiveis (ISTs) sdo um problema de saude
publica com alta incidéncia e prevaléncia na populacdo mundial. Somente em 2020, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou 374 milhdes de novos casos de ISTs.
Dentre estes, foram estimados 153 milhées de casos de tricomoniase, 128 milhdes
de casos de infec¢cdes por Chlamydia trachomatis, 82 milhdes de casos de gonorreia
e 7 milhdes de casos de sifilis em pessoas com faixa etaria entre 15 e 49 anos. Em
decorréncia desse panorama, a OMS definiu metas para a eliminagédo das ISTs até
2030 (WHO, 2021). O esforco global concentra-se principalmente na eliminacdo da
transmissao vertical de HIV e sifilis, na imunizacédo contra o papilomavirus humano
(HPV) e no controle da resisténcia de Neisseria gonorrhoeae (gonococo) aos
antimicrobianos (Miranda et al., 2021).

As infeccBes por N. gonorrhoeae podem ser assintomaticas, especialmente
em mulheres. Sendo assim, € necessario o0 investimento em métodos diagndsticos
mais sensiveis para a deteccédo desse patdgeno nos individuos assintomaticos. Em
razdo dessas infec¢Bes assintomaticas e da magnitude de sua ocorréncia, é
necessaria a implementacédo de programas e acgfes de rastreio, principalmente em
populacdes com maior exposicdo as praticas sexuais desprotegidas (Chang et al.,
2020).

A gonorreia, quando nédo tratada, € um fator de risco para a saude sexual e
reprodutiva, pois pode apresentar desfechos clinicos deletérios como a doenca
inflamatéria pélvica (DIP), risco aumentado de infeccdo por HIV, prostatite, epididimite,
estenose uretral, endocervicite, uretrite e infertilidade (BRASIL, 2022). Em casos raros
pode ocorrer disseminacdo hematogénica e acometimento das articulacdes, um
guadro denominado de artrite gonocécica (OMS, 2012). A transmisséo dessa infec¢ao
pode ocorrer por via sexual ou vertical, sendo esta Ultima responsavel pela
manifestacdo da oftalmia gonocécica neonatal (BRASIL, 2022).

Em 2009, a OMS lancou a rede internacional GASP (do inglés, Gonococcal
Antimicrobial Surveillance Programme) para monitorar tendéncias de resisténcia e
recomendar diretrizes de tratamento (Unemo et al.,, 2016). Em razdo da alta

capacidade adaptativa de N. gonorrhoeae por meio da aquisicdo de mecanismos de
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resisténcia aos antimicrobianos (RAM), a OMS classificou este patégeno como de alta
prioridade para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, considerando o
risco do aparecimento de casos de gonorreia intrataveis (WHO, 2017).

Diante desse cendrio de risco emergente a saude publica, a OMS lancou em
2012 o Plano global de agao para o controle da disseminacédo e impacto da RAM em
N. gonorrhoeae, estabelecendo estratégias que visam a contencdo da disseminacao
de cepas multirresistentes, com énfase nos isolados que apresentam resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo (WHO, 2012). Dentre as estratégias propostas
encontram-se programas para tratamento efetivo de pacientes e suas parcerias
sexuais, aperfeicoamento da capacidade diagnéstica para deteccdo rapida das
infeccdes, acbes de educacdo em saude e fortalecimento de redes laboratoriais para
programas de vigilancia (WHO, 2012).Entre os eixos norteadores do plano global de
controle de RAM em N. gonorrhoeae em laboratorio encontram-se: a identificagdo dos
fatores que favorecem a RAM em N. gonorrhoeae; novos métodos moleculares para
monitoramento e deteccdo de RAM; melhoramento das técnicas de cultivo; utilizacédo
das cepas de referéncia da OMS para controle de qualidade; meétodos para
determinacdo de concentragdo inibitéria minima (CIM) e comparacao de fendtipos;
correlacdo dos genotipos com a RAM e seus desfechos clinicos (WHO, 2012).

Desde a introducdo das sulfonamidas na clinica na década de 1930, o
gonococo vem se tornando resistente a praticamente todas as classes de
antimicrobianos disponiveis (Unemo et al., 2019). Tendo em vista que a ceftriaxona é
considerada a Ultima opcdo de monoterapia antimicrobiana de primeira linha para uso
no tratamento empirico, a RAM do gonococo a classe das cefalosporinas de terceira
geracao requer uma atencéao especial (WHO, 2012). Os mecanismos de resisténcia a
ceftriaxona ainda nao foram completamente elucidados, mas alguns trabalhos
concluiram, a partir do sequenciamento de isolados resistentes, que 0s genes penA
tipo mosaico, mtrR, ponA e porB estdo relacionados ao fendtipo resistente as
cefalosporinas (Unemo, 2019; Mlynarczyk-Bonikowska, 2022).

A aplicacdo de métodos moleculares para a vigilancia gendmica e predicéao
do perfil de RAM de N. gonorrhoeae tem se tornado uma importante ferramenta para
0 monitoramento da circulacdo de cepas multirresistentes (Dona et al., 2017).

Atualmente, as técnicas de sequenciamento gendémico permitem o0s estudos
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epidemioldgicos correlacionarem os diferentes genétipos com os perfis de resisténcia
e suas cadeias de transmissdo (Martin et al., 2004). Ademais, 0 seguenciamento
gendmico também possibilita a identificacdo de mutacdes e aquisicoes de genes de
resisténcia que podem ser analisados filogeneticamente a partir dos isolados clinicos
(Lin et al., 2021).

O avanco do campo da bioinformatica e das técnicas in silico permitem
complementar os métodos tradicionais de cultivo e biologia molecular por meio de
andlises em programas que comparam sequéncias gendmicas e estruturas de
proteinas associadas como alvos potenciais para desenvolvimento de vacinas ou
medicamentos antimicrobianos (Baarda, 2015; El-Rami, 2019; Peng, 2020). Sendo
assim, ensaios in silico podem colaborar com o avan¢co da pesquisa de RAM do
gonococo por meio da simulacdo das condi¢des in vivo com dados que permitem a
predicdo de fenétipos de resisténcia a partir do gendtipo obtido pelo sequenciamento
gendmico dos isolados (Ndagi, 2020; Ren, 2022; Seoane, 2021; Yang, 2022).

Diante do cenario de aumento da resisténcia de N. gonorrhoeae aos
antimicrobianos e a reducdo das alternativas terapéuticas para o tratamento da
gonorreia, o presente estudo apresenta relevancia no sentido de auxiliar na
compreensao dos mecanismos moleculares que conferem resisténcia a ceftriaxona.
Atualmente, este farmaco é a recomendacdo de primeira linha para o tratamento
empirico das infeccdes pelo gonococo em protocolos nacionais e internacionais
(Brasil, 2022; WHO, 2016).

Apesar da baixa incidéncia de isolados de gonococo resistentes a ceftriaxona
no cenario epidemioldgico global, alguns estudos tém mostrado a disseminacdo de
cepas com perfil intermediario e multirresistentes em diferentes continentes (Golparian
et al., 2023; Liao, 2023; Ko, 2019; Kirkcaldy, 2019; Yahara, 2021; Attram, 2019; Lin,
2021). Ademais, tendo em vista a capacidade adaptativa e o historico da evolugéo do
perfil de RAM do gonococo, a resisténcia a ceftriaxona mostra-se como um
preocupante problema de salde publica e os isolados resistentes devem ser
estudados pelos programas de vigilancia.

Este trabalho visou investigar os mecanismos moleculares associados a
resisténcia de N. gonorrhoeae aos antimicrobianos da classe das cefalosporinas, com

énfase no farmaco ceftriaxona. A partir disso, este estudo prop6s a adaptacdo de um
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modelo experimental de transformagéo genética para avaliagdo de mutac¢des no gene
penA tipo mosaico e possiveis alteracbes na traducdo da proteina de ligacdo a

penicilina 2 (PBP2, do inglés Penicilin Binding Protein 2).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neisseria gonorrhoeae

A bactéria Neisseria gonorrhoeae é um diplococo gram-negativo intracelular
com cercade 0,6 a 1,0 um de diametro, tendo formato riniforme e com faces céncavas
adjacentes (Focaccia, 2009). N. gonorrhoeae é classificada como catalase e oxidase
positiva, DNAse negativa e de crescimento fastidioso (Leber, 2016), sendo que seu
cultivo deve ser realizado em meios enriquecidos como agar chocolate e Thayer-
Martin modificado em atmosfera Umida de 5% de CO2 com temperatura de 35,5°C
(Procop, 2018).

Os membros do género Neisseria sdo classificados na familia Neisseriales e
no subgrupo beta do filo Proteobacteria (Procop, 2018). O género Neisseria
compreende mais de 27 espécies, sendo somente Neisseria gonorrhoeae um
patogeno estrito. Os membros desse género encontrados nos seres humanos séo: N.
gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava (inclusive as
subvariantes subflava, flava e perflava), N. mucosa, N. flavescens, N. cinerea, N.
polysaccharea, N. bacilliformis e trés subespécies de N. elongata (Procop, 2018).

Outra espécie de relevancia clinica € Neisseria meningitidis, representante do
género que pode ser patogénica em casos de meningites e infeccbes do trato
respiratorio. Andlises filogenéticas indicam que N. gonorrhoeae e N. meningitidis
evoluiram de um ancestral comum, porém, estas bactérias ocupam sitios anatébmicos
distintos, a mucosa genital e a mucosa da nasofaringe respectivamente (Quillin, 2018).

O gonococo é muito sensivel a fatores ambientais como oxigénio,
temperaturas fora da faixa fisiologica, desidratacéo e presenca de substancias toxicas
como &cidos graxos (Quillin, 2018), portanto, a bactéria ndo consegue sobreviver
muito tempo fora do corpo humano. Devido as particularidades anatdbmicas da regiao
urogenital humana, € possivel que o gonococo encontre condicdes aerodbicas,
microaerdbicas e anaerdbicas, fator que justifica sua alta adaptacdo a estes sitios

anatébmicos (Unemo et al., 2019).
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N. gonorrhoeae apresenta um U(nico cromossomo circular com
aproximadamente 2,3 Mpb e é capaz de realizar recombinagdo homologa por
transformacdo naturalmente (Hamilton et al., 2006). Essa capacidade facilitada de
transferéncia de DNA é um fator adaptativo importante para aquisicdo de genes de
resisténcia aos antimicrobianos (Unemo et al., 2019).

Em N. gonorrhoeae, a captura de DNA do ambiente é mediada pela proteina
PilQ associada a outras proteinas de reconhecimento de sequéncias especificas de
DNA. Uma vez captado, o fragmento de DNA atravessa a membrana externa por um
canal formado pela proteina PIlE, atravessando o espago periplasmatico. Somente
uma fita é translocada para o citoplasma e esta pode ser integrada ao genoma por
recombinacdo (Marques, 2012). Este elevado grau de recombinacdo genética é
necessario para gerar diversidade antigénica e permitir, dessa forma, a perpetuacéo
da infec¢@o gonocdcica na populagdo humana (Hamilton et al., 2006).

2.2 PATOGENESE E MANIFESTACOES CLINICAS

A etapa inicial para o estabelecimento da infec¢do € a adesado ao epitélio da
mucosa do hospedeiro. Essa adesao é mediada por estruturas de membrana como
as proteinas de opacidade (Opa), pilus tipo 1V, lipo-oligossacarideo (LOS) e a porina
principal PorB. A adeséo a superficie das células epiteliais e, por conseguinte retracao
do pilus tipo IV, permite ao gonococo aproximar-se e aderir-se ao epitélio do
hospedeiro, sendo o pilus gonocdcico crucial para a colonizagéo eficiente do epitélio
colunar ndo ciliado da mucosa urogenital (Quillin, 2018; Unemo, 2019).

Essas proteinas sdo necessarias para a adesao ao tecido do hospedeiro e a
outras células de N. gonorrhoeae, sdo importantes também para a motilidade
espasmaodica sobre a mucosa e evaséao dos leucdcitos polimorfonucleares da resposta
imune inata. Por outro lado, as proteinas Opa atuam como adesinas e se ligam
principalmente ao antigeno carcinoembrionario humano (CEACAM), uma familia de
proteinas de superficie (Unemo et al., 2019).

Com a progressao dos estagios da patogénese da doenca, sendo estes a
adeséao, colonizacdo, invasao e evasao da resposta imune, 0 gonococo expressa

muitos fatores de viruléncia para promover sua sobrevivéncia e replicacdo no trato
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urogenital do hospedeiro. Para evitar a acdo do sistema complemento, 0 gonococo
esconde seu LOS conjugando-se com &cido sialico e ligando-se ao fator H e a proteina
C4BP, evitando dessa forma o reconhecimento pelo sistema complemento. Ademais,
N. gonorrhoeae consegue sobreviver dentro dos fagossomos de macréfagos,
modulando sua apoptose e producéo de citocinas (Quillin, 2018).

A gonorreia, doenca causada pela infeccdo por N. gonorrhoeae, pode se
manifestar como uretrite em individuos de ambos os sexos e cervicite em individuos
do sexo feminino. Além do trato urogenital, o gonococo pode infectar sitios
extragenitais como faringe, reto, conjuntiva e raramente pode se apresentar de forma
sistémica (Unemo et al., 2019). A maioria dos individuos do sexo masculino com
uretrite sdo sintomaticos, porém, uma parte significativa de individuos do sexo
feminino com gonorreia urogenital cursam a infec¢éo de forma assintomatica ou com
sintomas inespecificos (Unemo et al., 2019). As uretrites gonocdcicas geralmente
cursam com disuria, inflamacdo do meato uretral, urgéncia miccional, polacidria e
corrimento uretral purulento (Saloméo, 2017).

Durante a gestacdo, as infec¢cdes gonocoécicas tém sido associadas a
corioamnionite, parto prematuro, baixo peso ao nascer e aborto espontaneo; além
disso, a gonorreia quando néo tratada pode ocasionar conjuntivite neonatal, levando

ao risco de perfuracéo da cornea e cegueira em neonatos (Kirkcaldy et al., 2019).

2.3 EPIDEMIOLOGIA E POLITICAS DE SAUDE

Segundo a OMS, somente em 2020 foram estimados cerca de 82,4 milhdes
de casos de infecgbes gonocdcicas (WHO, 2021). A incidéncia de gonorreia tem
aumentado nos ultimos anos principalmente entre populacées-chave como Homens
gue Fazem Sexo com Homens (HSH), minorias raciais/étnicas, populagdes indigenas
e profissionais do sexo (Kirkcaldy et al., 2019), e tem sido associada ao risco
aumentado de aquisicdo e transmissao de HIV (Pathela et al., 2013).

Alguns estudos relataram que individuos HSH que utilizam Profilaxia Pré-
Exposicao (PrEP) podem ter uma probabilidade cerca de 25 vezes maior de adquirir
uma infeccdo gonocécica quando comparados com HSH que ndo utilizam PreEP, em

decorréncia do aumento do comportamento sexual de risco (Kojima et al., 2016). Em
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razdo disso, iniciativas recentes tém defendido o uso profilatico de doxiciclina
(DoxiPep) pos-exposicdo sexual para reducdo da incidéncia de outras ISTs nesta
populacao (Luetkemeyer et al., 2023). No entanto, apesar dos resultados promissores,
€ necessario 0 monitoramento do impacto desses programas no perfil de resisténcia
bacteriana, principalmente do gonococo (Unemo; Kong, 2023).

O local geografico em que as pessoas vivem também aparenta ter um papel
na prevaléncia da infeccdo gonocécica, refletindo provaveis diferencas no acesso a
informacédo sobre saude, fatores sociais como estigma e comportamentos de procura
pelos servigos de saude (Unemo et al., 2019). Além disso, a dindmica da globalizagéo
com frequentes fluxos populacionais pode facilitar a difusdo de cepas resistentes
através das fronteiras internacionais (Kirkcaldy et al., 2019). Segundo uma estimativa
realizada pela OMS, a prevaléncia de gonorreia foi mais elevada em mulheres na
regido Africana (1,99%), nas Américas (0,9%) e na regido do Pacifico Ocidental
(0,9%), sendo mais baixa em mulheres europeias (0,3%). Em homens, a prevaléncia
€ mais elevada na regido Africana (1,6%), nas Américas (0,8%) e no Pacifico
Ocidental (0,7%), sendo mais baixa na Europa (0,3%), conforme foi observado nas
mulheres (Kirkcaldy et al., 2019).

As probabilidades de transmissao da gonorreia variam de acordo com os tipos
de préticas sexuais e foram calculadas matematicamente em um estudo desenvolvido
por Hui et al., 2015, no qual foi visto que a chance de transmitir a infeccdo com sexo
oral desprotegido é de 63% quando uretral-faringeo e 9% faringeo-uretral. Na pratica
de sexo anal, a probabilidade é de 84% quando uretral-retal e 2% retal-uretral. A
chance de transmissao no ato sexual pénis-vagina € de 50% e 20% quando vaginal-
pénis (Hui et al., 2015). Portanto, a transmisséo por sitios extragenitais, sendo esses
geralmente assintomaticos, apresenta papel importante na sustentacdo das cadeias
de transmissdo da gonorreia, principalmente em populagbes HSH (Kirkcaldy et al.,
2019).

Em decorréncia da problematica dos casos assintomaticos em mulheres, o
CDC (do inglés, Centers for Disease Control and Prevention) dos Estados Unidos
recomenda que seja realizado o rastreio anual de mulheres com vida sexual ativa com
idade <25 anos e para mulheres de outras faixas etarias que apresentam aumento do

comportamento de risco como multiplos parceiros ou parcerias sexuais com historico
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de ISTs (Walensky et al., 2021). No Brasil, durante o programa de pré-natal é
recomendada a requisicdo de exames laboratoriais para pesquisa de Chlamydia
trachomatis, Streptococcus do grupo B e gonococo (Brasil, 2012).

No Brasil, um marco importante para o enfrentamento das ISTs ocorreu em
2015 com a publicacdo do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para
Atencao Integral as Pessoas com ISTs. Este documento foi atualizado em 2022 e
preconiza o diagnostico, tratamento e manejo dos casos de ISTs baseando-se em
parametros de eficacia, seguranca e custo-efetividade das tecnologias recomendadas
(Brasil, 2022). Além do PCDT, em 2014 foi realizada uma parceria entre o Ministério
da Saude (MS), a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e sitios sentinelas
para o primeiro estudo nacional de vigilancia da sensibilidade do gonococo aos
antimicrobianos, o Projeto SenGono (Miranda et al., 2021).

Segundo este estudo de vigilancia da RAM do gonococo realizado no Brasil
entre 2015 e 2016, cerca de 6,8% dos isolados de N. gonorrhoeae apresentaram uma
concentracao inibitéria minima (CIM) de cefixima de 0,125 mg/L, valor proximo do
ponto de corte que demonstra resisténcia, de acordo com os critérios do Comité
Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST — do inglés European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Conforme os pontos de corte
atuais do EUCAST, dos 550 isolados analisados, 0,2% séo classificados como
resistentes a cefixima com CIM de 0,25 mg/L (Bazzo, 2018; EUCAST, 2023). Este
dado é um alerta sobre o risco da diminuicdo da sensibilidade do gonococo as
cefalosporinas de terceira geracédo, fato este que precisa ser acompanhado com
atencdao pelos programas de vigilancia (Bazzo et al., 2018).

Além dos perfis de resisténcia ja bem estabelecidos as sulfonamidas,
tetraciclinas e penicilinas, na primeira edicdo do projeto SenGono constatou-se
resisténcia emergente ao ciprofloxacino, com taxas superiores a 50% em todas as
regides do pais (Brasil, 2017; Bazzo, 2018). Esses dados do projeto SenGono
subsidiaram a exclusdo do ciprofloxacino como tratamento de primeira linha em
infeccdes gonococicas anogenitais ndo complicadas no pais. Além disso, os isolados
de todas as regides que participaram do estudo mostraram-se sensiveis a ceftriaxona

(Bazzo, 2018). Sendo assim, o novo protocolo atualizado apdés esses resultados
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recomenda que o tratamento seja feito com ceftriaxona 500mg intramuscular (IM)
associada a azitromicina 1g via oral (VO) em dose Unica (Brasil, 2017).

Em razdo da relevancia dos resultados do perfil de resisténcia em N.
gonorrhoeae reportados pelo Projeto SenGono, o MS instituiu um programa de
vigilancia sentinela da sindrome do corrimento uretral masculino por meio da portaria
GM/MS n° 1.553 de 2020. A institucionalizacdo do programa é uma etapa importante
para a consolidagdo do monitoramento sistematico de dados, enviados pelas
unidades de saude habilitadas, sobre os casos de sindrome do corrimento uretral
masculino no Brasil (Brasil, 2020). Portanto, a insercéo de N. gonorrhoeae na pauta
das politicas publicas de vigilancia retrata como a evolu¢cdo da RAM se constitui em

ameaca a saude publica.

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL E VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

O diagnostico laboratorial da gonorreia pode ser realizado utilizando métodos
de microscopia, provas bioquimicas a partir de cultura bacteriana e exames
moleculares, porém a cultura bacteriana é necessaria para determinar o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos (Miynarczyk-Bonikowska et al., 2020). A
sensibilidade e a especificidade sdo variaveis de acordo com o método e o sitio
anatémico, sendo que a microscopia por meio de coloracdo de gram apresenta alta
sensibilidade e especificidade para individuos sintomaticos com pénis, mas sua
sensibilidade é baixa para infec¢cdes endocervicais, portanto, seu uso nédo é
recomendado para espécimes vaginais, urina, reto ou faringe (Brasil, 2013). Na
bacterioscopia, a infeccdo gonocdcica € caracterizada pela presenca de elementos

inflamatorios e diplococos gram-negativos conforme a figura 1.
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Figura 1- Visualizacdo de Neisseria gonorrhoeae na bacterioscopia.
' b

Legenda: Amostra de secrecao uretral com células epiteliais, exsudato, leucocitos
polimorfonucleares com diplococos gram-negativos intracelulares (apontados com setas). Método de
coloracdo de Gram, aumento de 1000x.

Fonte: o autor, 2023.

O diagnostico a partir da cultura bacteriana, em condi¢des otimizadas, € um
método sensivel e altamente especifico que ainda permite a realizagdo do teste de
sensibilidade antimicrobiana (Brasil, 2013). De acordo com esquema de Kelloggs, as
colénias do gonococo podem ser classificadas em cinco tipos caracterizados de
acordo com a cor, topografia e reflexdo da luz, sendo que as col6nias de N.
gonorrhoeae tendem a ser pequenas, brilhantes e elevadas (Procop, 2018). Apés o
cultivo, a identificacdo de N. gonorrhoeae € avaliada pela combinacdo de varios
métodos de deteccdo por testes bioquimicos como a oxidase e metabolizagdo de
carboidratos (Meyer, 2020).

A cultura bacteriana também permite a determinacéo fenotipica do perfil de

resisténcia dos isolados. O método por &gar-diluicdo é considerado o padrao-ouro
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para a determinacdo de sensibilidade de N. gonorrhoeae aos antimicrobianos de
acordo com o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2019). No entanto,
a determinacéo de sensibilidade aos antimicrobianos também pode ser efetuada por
tiras reagentes. Essa metodologia consiste na utilizagdo de uma fina tira reagente que
carrega um gradiente de concentragcdo do antimicrobiano estabilizado na tira. A tira
contendo o gradiente do antimicrobiano utiliza o principio de difusdo em agar, de forma
similar aos tradicionais discos, permitindo assim a identificagcdo da CIM no ponto onde
€ possivel observar o inicio da elipse de inibicdo do crescimento bacteriano (Sader,
1994).

Os testes de amplificacédo de acidos nucleicos (NAATSs, do inglés Nucleic Acid
Amplification Test) foram desenvolvidos e introduzidos permitindo a deteccéo
especifica do DNA, ou RNA de N. gonorrhoeae e apresentam sensibilidade superior
a cultura, principalmente em amostras do reto e faringe (Brasil, 2013). Além disso, 0s
NAATs sdo mais rapidos do que a cultura, sdo compativeis com diferentes tipos de
amostra, reduzindo o tempo de liberacéo dos resultados e, quando associados com
automacdao, podem permitir testes de alto rendimento (Meyer; Buder, 2020).

De forma complementar ao diagnéstico, a analise de sequenciamento
gendmico é fundamental na medicina laboratorial para a identificacdo de patdégenos
emergentes ou novos genotipos de patdgenos existentes (Crossley et al., 2020). O
sequenciamento do genoma € uma ferramenta ideal para epidemiologia molecular,
uma vez que identifica infec¢cdes mistas, andlise preditiva de RAM e andlise rapida
das relagdes filogenéticas das cepas circulantes de N. gonorrhoeae (Seoane, 2021).
Nesse sentido, 0 sequenciamento do genoma dos isolados de gonococo tem sido
aplicado principalmente para monitoramento epidemiolégico do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos (Peterson et al., 2015).

Novos métodos de sequenciamento gendmico tém sido desenvolvidos e sdo
aplicaveis para a investigacéo de disseminacdo da RAM bacteriana. Recentemente,
0 sequenciamento pelo dispositivo portati MinlON® Mk1B (Oxford Nanopore
Technologies, Reino Unido) foi utilizado para avaliagdo dos determinantes de RAM
em N. gonorrhoeae (Golparian, 2018; Zhang, 2020; Juma, 2021). O sequenciamento
por nanopore permite alcancar leituras superiores a 2 Mb. A leitura da sequéncia de

nucleotideos é baseada na passagem do DNA ou RNA de fita simples através de um
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nanoporo da proteina a-hemolisina (aHL) estafilocécica (Clarke et al., 2009). A ligagéo
de um adaptador ao DNA de fita dupla facilita sua captura pelo poro da proteina. As
bibliotecas sédo carregadas numa célula de fluxo contendo uma membrana com
centenas de milhares de nanoporos. Em seguida, uma proteina motora pré-carregada
ao adaptador na extremidade 5’, juntamente com a aplicagdo de uma corrente idnica,
direciona a fita simples através do nanoporo. Essa passagem de cada nucleotideo
através do nanoporo gera uma interrup¢ao da corrente ibnica que é detectada por um
sensor, dessa forma € possivel discriminar com exatiddo a passagem de cada
nucleotideo e registrar a composicao da sequéncia de DNA analisada (Mohammadi,
2022).

O sequenciamento do genoma também permite a identificacdo de cadeias de
transmissao de cepas resistentes por meio de tipagem genética dos isolados. O NG-
MAST (do inglés, Neisseria gonorrhoeae multiantigen sequence typing) € um método
gue possibilita a identificacdo de gendtipos de N. gonorrhoeae a partir de fragmentos
internos de dois loci codificadores de antigenos altamente polimorficos, porB e tbpB,
se constituindo dessa forma um procedimento de tipagem molecular de alto
rendimento (Martin et al., 2004).

2.5 TRATAMENTO DA INFECCAO POR Neisseria gonorrhoeae

O tratamento atual para gonorreia recomendado pelo Ministério da Saude
consiste na administracao de ceftriaxona 500 mg- IM e azitromicina 1 g VO, em dose
Unica (Brasil, 2022). Na indisponibilidade de azitromicina, o tratamento pode ser
realizado com administracdo de ceftriaxona 500 mg- IM e doxiciclina 100 mg- VO,
duas vezes ao dia durante 7 dias. No caso de retratamento das infeccdes gonocécicas
por falha de tratamento, o esquema terapéutico inclui duas condutas, podendo ser
mantida a ceftriaxona 500 mg- IM com aumento da dose de azitromicina para 2 g, ou
a administracdo de gentamicina 240 mg- IM e 2 g de azitromicina em dose Unica
(Brasil, 2022).

Na auséncia de uma vacina, a terapia antimicrobiana é fundamental para
curar pessoas infectadas e reduzir a propagacgéao da infec¢cdo na comunidade (Rice et

al., 2017), mas diante das falhas terapéuticas dos medicamentos atuais, existe um
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grande esforco global para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Atualmente,
estdo sendo investigadas novas fluoroquinolonas como a delafloxacina, sitafloxacina
(ambas em estudos clinicos), assim como novos inibidores da sintese proteica:

lefamulina e solitromicina (Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2020).

2.6 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A bactéria N. gonorrhoeae esta evoluindo para se tornar uma superbactéria,
ou seja, pode tornar-se intratavel devido a sua resisténcia a todas as classes de
antimicrobianos disponiveis para tratamento (Unemo, 2014). Em 2017, N.
gonorrhoeae foi incluida numa lista criada pela OMS de 12 patdgenos cuja resisténcia
aos antimicrobianos representa uma ameaca a saude global e que exigem urgéncia
no desenvolvimento de novos antimicrobianos devido ao surgimento de isolados
multirresistentes (Tacconelli et al., 2017).

Inicialmente, com a introducéo dos primeiros antimicrobianos na clinica durante
a década de 1930, N. gonorrhoeae era sensivel a todas as classes de antimicrobianos
disponiveis (Unemo et al., 2019). No entanto, ao longo do tempo, 0 gonococo
desenvolveu ou adquiriu a maior parte dos mecanismos de resisténcia conhecidos em
bactérias como inativacdo enzimatica de antimicrobianos, alteracdo do sitio de
ligacdo, aumento da expressdo de bombas de efluxo (superexpressdo da bomba
MtrCDE, por exemplo) e diminuicdo do influxo de farmacos através de porinas,
alterando a permeabilidade das membranas (Christodoulides, 2019). Os principais

mecanismos de resisténcia aos antimicrobiano podem ser visualizados no quadro 1.
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Quadro 1- Evolucéo temporal dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em
Neisseria gonorrhoeae

Periodo de

ofetividade? Mecanismo de resisténcia

Antimicrobiano

) SNPs no folP geraM redugéao da afinidade do
Sulfonamidas 1938-1942 )
farmaco as enzimas DHPS.

) o Betalactamases (TEM-1 e TEM-35); muta¢des no
Betalactamicos: penicilina 1944-1987 .
genes penA, ponA, mtrR e pilQ.

tetM, SNPs no gene rpsJ, reducao da afinidade a
subunidade 30S ribossomal (V57M).

Doxiciclina ~1967-1986 SNPs nos genes mtrR e porB1B

16S rRNA SNP (C1192U) reduz a ligacdo do

farmaco; mutag6es no rpsE.

Tetraciclina ~1962-1986

Espectinomicina ~1962-1986

QRDR mutag¢6es no gyrA e parC reduz a ligacédo do
Quinolonas ~1990-2007 farmaco a DNA girase e topoisomerase 1V,

superexpressdo da bomba de efluxo NorM.

SNPs na subunidade 23S rRNA resultam num alvo
23S rRNA (alca peptidiltransferase do dominio V)

i ~1990- com uma afinidade reduzida para o alvo ribossémico
Macrolideos ) .
atualidade 50S; mutacdes nos genes mtrR, genes erm (que
codificam as rRNA metilases) e superexpressao da

bomba de efluxo MacAB ; bomba de efluxo mef.

. penA tipo mosaico e alteracdo da PBP2; penA nao
Betalactamicos: ] ] .
) ) ~1980- mosaico; mosaico mtr locus ou muta¢des no mtrR;
cefalosporinas de terceira ) .
. atualidade porBlb SNPs; Fator “X” (fator de transformagéo
geragéo )
desconhecido).

Legenda: 20s anos efetivos listados sao relativos aos Estados Unidos. SNPs (do inglés, single
nucleotide polymorphism) poliformismo de nucleotideo Unico. QRDR (do inglés, quinolone resistance-
determining regions) regido determinante de resisténcia as quinolonas.

Fonte: adaptado de Rice (2017) e Unemo (2019).

2.7 RESISTENCIA A CEFTRIAXONA

Por se tratar da ultima alternativa para terapéutica empirica efetiva contra as
infeccdes gonococicas, a resisténcia a ceftriaxona deve ser investigada com muita
atencdo pelos programas de vigilancia. O primeiro caso de um isolado gonocécico

(HO41) altamente resistente a ceftriaxona foi relatado no Japao em 2009, a partir de
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uma coleta faringea de uma profissional do sexo (Ohnishi et al., 2011). Esse primeiro
caso foi emblemético pois a paciente ndo apresentava sinais ou sintomas
caracteristicos e a coleta de amostra vaginal teve resultado negativo, ou seja, 0
primeiro relato descrito na literatura de um isolado resistente a ceftriaxona partiu de
uma coleta extragenital de um individuo assintomatico (Ohnishi et al., 2011).

Durante os anos seguintes foram relatados diversos casos de isolados de N.
gonorrhoeae resistentes a ceftriaxona na China, Australia, Singapura, Canada,
Argentina e alguns paises europeus (Unemo et al., 2019). Este cenario indica uma
difusdo global de linhagens com alto nivel de resisténcia as cefaloporinas de terceira
geracdo (Golparian et al., 2023). Um estudo observacional retrospectivo realizado
entre 2017 e 2018 mostrou que, dos 68 paises que participavam do programa global
de vigilancia da RAM em N. gonorrhoeae, 21 deles haviam reportado isolados com
resisténcia a ceftriaxona. O estudo concluiu que houve uma diminui¢do de 21% e 22%
de sensibilidade a ceftriaxona e a cefixima respectivamente nos paises analisados
(Unemo et al., 2021).

No contexto brasileiro, ndo ha relato de caso de gonococo resistente a
ceftriaxona até o momento da elaboracao deste trabalho. No entanto, ao longo dos
ultimos oito anos, desde a primeira rodada do projeto SenGono, foi observado um
aumento do perfil de resisténcia de N. gonorrhoeae aos antimicrobianos. Na primeira
rodada entre 2015 e 2016, o programa de vigilancia ja havia identificado elevado
percentual de resisténcia (55,6%) dos isolados ao ciprofloxacino, fato este que
modificou o protocolo de tratamento recomendado pelo MS (Bazzo et al., 2018). Na
segunda edicao do projeto que ocorreu entre 2018 e 2020, foi observado aumento da
resisténcia a azitromicina (10,6%) e alguns isolados apresentaram perfil de
sensibilidade proximo ao ponto de corte de resisténcia (CIM>0,125mg/L, segundo o
BrCAST) para a ceftriaxona (0,3%) e cefixima (4,6%) respectivamente (Machado et
al., 2022).

Além disso, nessa ultima edicéo do projeto SenGono, dos 663 isolados, 0,3%
apresentaram resisténcia a cefixima. Apesar desse antimicrobiano nao estar
disponivel no Brasil, este dado alerta para uma dinamica que foi observada
internacionalmente, na qual os primeiros casos de isolados resistentes as

cefalosporinas de terceira geragdo foram relatados com o farmaco cefixima (Ohnishi
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et al., 2010; Zhao et al., 2009; Machado, et.al.,, 2022). Sendo assim, o cenario
brasileiro ja convive com o risco de isolados com potencial de adquirirem resisténcia
a ceftriaxona, portanto, € crucial a pratica do uso racional de antimicrobianos e do
monitoramento constante do perfil de resisténcia das cepas circulantes no pais (Brasil,
2023).

2.8 MECANISMO DE RESISTENCIA A CEFTRIAXONA

A ceftriaxona é um farmaco da classe dos betalactamicos, do grupo das
cefalosporinas de terceira geracéo e possui amplo espectro de acao contra bactérias
aerébias e anaerdbias gram-positivas e gram-negativas (Goodman, 2012). Seu
mecanismo de agdo consiste na inibicdo da reacdo de transpeptidacao da sintese da
parede celular. Os betalactamicos sdo analogos estruturais do substrato D-Alanil-D-
Alanina natural, dessa forma, o farmaco liga-se de modo covalente nas Proteinas
Ligadoras de Penicilia (PBPs — do inglés, Penicilin Binding Proteins) (transpeptidades)
inibindo a transpeptidacdo e, consequentemente, a sintese de peptidoglicano,
provocando morte celular (Katzung, 2017).

Os mecanismos de resisténcia a ceftriaxona ainda ndo foram completamente
elucidados, mas alguns trabalhos concluiram a partir do sequenciamento genémico
dos isolados resistentes que os genes mtrR, ponA e porB apresentam uma correlagéo
com o fenotipo resistente as cefalosporinas de terceira geracdo, porém estes genes
isoladamente ndo s&o considerados fatores determinantes de resisténcia as
cefalosporinas (Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2020; Unemo et al., 2019).

Apesar de seu mecanismo ainda nao ter sido definido, hA um consenso na
literatura de que a resisténcia as cefalosporinas de terceira geracéo foi associada ao
alelo tipo mosaico do gene penA-60.001 (Golparian et al., 2023). O gene penA codifica
a transpeptidase PBP2 que é uma proteina de dois dominios composta por um
dominio catalitico TPase e um dominio N-terminal de func&o desconhecida (Singh et
al., 2020). O mecanismo molecular de resisténcia sugerido consiste na formacéo de
uma estrutura em mosaico da PBP2 codificada pelo gene penA modificado por

recombinacdo homologa com outras espécies do género Neisseria. O resultado dessa
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pY

recombinacdo seria a tradugdo de um PBP2 com menor afinidade a ceftriaxona
(Ohnishi et al., 2010).

Foram identificadas quatro PBPs em N. gonorrhoeae, sendo duas
transpeptidases (TPase) de alto peso molecular (PBP1 de classe A e PBP2 de classe
B) e duas de baixo peso molecular (PBP3 e PBP4). As duas Ultimas apresentam
menores efeitos na manutencdo do crescimento e morfologia celular, enquanto as
PBPs 1 e 2 sdo essenciais para a viabilidade celular e sdo os alvos letais dos
betalactamicos (Powell et al., 2009).

PBP2 reconhece e reage com o terminal d-Ala-d-Ala C da cadeia peptidica
para formar um complexo acil-enzima com o penultimo d-Ala, e entdo catalisa a
transferéncia do peptideo acilado para o grupo amino de meso-acido diaminopimélico
de uma fita peptidica adjacente para formar uma ligacdo cruzada de amida. Todos os
antibidticos B-lactamicos, incluindo ceftriaxona e cefixima, sado imitadores do terminal
C do peptideo d-Ala-d-Ala e reagem com PBPs para formar um complexo acilado de
longa vida que inibe a enzima e leva a perda da atividade da TPase necesséria para
sintese adequada de peptideoglicano (Singh et al., 2020).

Nos isolados resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo, a PBP2
apresenta mais de 60 modificagbes de aminoacidos em comparacdo com a PBP2 da
cepa FA19 que é sensivel a penicilina e as cefalosporinas. Essa variacdo surgiu
através da recombinacdo homoéloga com segmentos de DNA de Neisseria spp.
comensais, portanto, foi a partir dessa recombinacéo que surgiram os alelos do gene
penA tipo mosaico (Singh et al., 2020). Historicamente, a nomenclatura utilizada para
0 gene penA tem sido atribuida ao perfil de substituicio de aminoacidos da PBP2,
sendo descrita em algarismos romanos de | a XXXVIII. Posteriormente, uma nova
nomenclatura foi estabelecida em algarismos arabicos para diferenciar as mudancas
de nucleotideos que ndo geram alteracdo de aminoacidos (Demczuk et al., 2017).

Atualmente, a tipagem molecular por NG-STAR (do inglés, Neisseria
gonorrhoeae Sequence Typing for Antimicrobial Resistance) é considerada um
método de classificacdo de sete genes bem caracterizados a RAM em N.
gonorrhoeae, sendo eles o penA, mtrR, ponA, gyrA, parC e 23S rRNA. O NG-STAR
utiliza essa nomenclatura histérica baseada em aminoacidos como base para a

nomenclatura dos alelos do penA e também permite identificar se é tipo mosaico ou
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ndo mosaico. Quando é detectado um novo perfil de aminoéacidos, é atribuido um
namero inteiro sequencial e, se for detectada uma sequéncia de DNA de um perfil de

aminoacidos existente, € anexado um numero decimal (Demczuk et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do gene penA tipo mosaico e da proteina de ligacdo a

penicilina 2 (PBP2) na resisténcia a ceftriaxona em Neisseria gonorrhoeae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a resisténcia a ceftriaxona em cepas transformantes de
Neisseria gonorrhoeae;

b) Identificar a presenca de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) no
gene penA das cepas transformantes, de forma comparativa com o genoma
das cepas antes da transformacao.

c) Avaliar in silico as possiveis alteragOes estruturais ou conformacionais
na PBP2 e a influéncia dessas alteracdes na afinidade entre o sitio de ligacdo

com o farmaco ceftriaxona.
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4 METODOLOGIA

41 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia
e Sorologia, do Centro de Ciéncias da Saude (LBMMS/CCS/UFSC) localizado no
Hospital Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago da Universidade Federal de
Santa Catarina (HU/UFSC/EBSERH) em Floriandpolis, Santa Catarina.

4.2 SELECAO DAS CEPAS

As cepas utilizadas foram cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular,
Microbiologia e Sorologia (LBMMS-UFSC). Foram selecionadas duas cepas de
referéncia da OMS denominadas “WHO O” e “WHO X” sendo a primeira sensivel e a
segunda resistente a ceftriaxona (Unemo et al., 2016). A selecéo foi baseada na CIM
de cada cepa, pois essa diferenca do perfil de resisténcia foi necessaria para a
execucdo do experimento de cocultivo e para a demonstracdo experimental da
aquisicao de um gene de resisténcia. A cepa WHO O ndo apresenta o gene penA tipo
mosaico associado com a resisténcia a ceftriaxona, ao passo que a cepa WHO X é

portadora desse gene.

Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima para ceftriaxona e espectinomicina

das cepas de referéncia.

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

CEPA: CRO (CIM) SPT (CIM)
WHO O 0,032 mg/L >1024 mg/L
WHO X 2 mg/L 16 mg/L

Legenda: CRO: Ceftriaxona; SPT: Espectinomicina. A espectinomicina foi utilizada para a
técnica de cocultivo descrita no item 4.3 de métodos.
Fonte: Unemo et al., 2016.



37

4.3 TRANSFORMACAO IN VITRO UTILIZANDO A TECNICA DE COCULTIVO

A partir de um estudo anteriormente descrito por Ohnishi et al. (2010), foi
adaptado um protocolo experimental para transformacdo de cepas sensiveis a
ceftriaxona em cepas resistentes por meio da técnica de cocultivo. Sendo assim, a
cepa WHO X com resisténcia bem caracterizada a ceftriaxona foi cocultivada com uma
cepa sensivel a ceftriaxona (WHO O). O cocultivo foi realizado em trés diferentes

meios, sempre em triplicata para a reprodutibilidade dos resultados.

4.3.1 Preparo e selecao do meio liquido para cocultivo

Foi adaptada uma formulacéo de caldo GC a partir do meio GC agar (Difco™,
EUA). Dessa maneira, foi realizada uma diluicdo do meio GC agar em agua destilada
estéril aquecida para a obtencdo de um meio de aspecto liquido ou semissélido. Apés
o preparo do meio agar GC, conforme as orienta¢des do fabricante, foram realizadas
duas diluicbes do meio ainda aquecido (antes de atingir a solidificacdo) em agua
destilada estéril aquecida. O meio foi enriquecido com 1% de Vitox® (Oxoid™,
Inglaterra).

As diluicbes foram realizadas nas razdes de 1:3 e 1:4, sendo 1 mL de agar
GC aguecido em 2 ou 3 mL de agua destilada estéril aquecida, conforme a diluicdo
correspondente. O conteudo foi transferido em um tubo de vidro e foi homogeneizado
em vortex. Os tubos foram fechados com algodado hidréfilo. Mesmo apds o
resfriamento, devido a diluicdo dos componentes, 0 meio manteve aspecto
macroscopico de um meio liquido para cultivo. As cepas foram repicadas nesses
tubos contendo os meios liquidos e foi avaliado o crescimento em cada diluicdo apos
24, 48 e 72 horas. Os tubos foram incubados em estufa com temperatura de 35+1 °C
e atmosfera Umida com 5% de CO2. A avaliagdo do crescimento/viabilidade foi
baseada na presencga ou auséncia e na intensidade da turvagdo do meio, parametro
gue indica se houve ou ndo crescimento bacteriano. Com base na avaliacdo do
crescimento, foi selecionada a diluicdo mais adequada para ser utilizada no
experimento. Essa etapa foi crucial para garantir a viabilidade das cepas neste meio
adaptado considerando que N. gonorrhoeae € um organismo fastidioso. Além do caldo
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GC adaptado, foi avaliada a preservacao de viabilidade nos caldos Mueller Hinton
(Difco™, EUA) e Casoy (Difco™, EUA) enriquecidos com 1% de Vitox®. Os tubos
foram incubados na mesma condi¢cdo anterior e o crescimento foi avaliado nos
mesmos tempos.

Além da turvacdo do meio, o crescimento também foi avaliado
guantitativamente através de repique em placa contendo agar GC. Um volume de 100
UL de cada diluicdo do meio de cultivo contendo as cepas foi transferido em duplicata
para uma placa contendo somente agar GC dividida em quatro quadrantes. O
parametro de selecdo foi a diluicdo que apresentou maior nimero de unidades

formadoras de colbnias na placa.

4.3.2 Transformacéao por cocultivo em meio liquido

Depois do descongelamento, as cepas foram recuperadas em agar chocolate
(Laborclin, Brasil). Apos o crescimento, foi produzida uma suspensédo das col6nias de
cada cepa em caldo Casoy (Difco™, EUA) e caldo GC adaptado (Difco™, EUA)
enriguecidos com 1% de Vitox® (Oxoid™, Inglaterra). Com o auxilio de uma alca
microbioldgica, foi realizada uma turvacao de 1,0 McFarlland utilizando o densitémetro
Densichek (BioMérieux, Franca). Em seguida, 2 mL de cada suspenséo foi transferido
para um tubo de vidro estéril resultando num volume final de 4 mL de caldo com as

suspensfes bacterianas homogeneizadas, conforme esquema ilustrado na Figura 2.
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Figura 2- Experimento de transformacao utilizando a técnica de cocultivo em meio

liquido:
WHO X WHo 0 ‘ ) G~
CRO 2mg/L CRO 0,032 mg/L N T = =7 Controle
SPT 16mg/L  SPT>1024mg/L :
GC
g ‘ | Ko7 === Controle
~@ \ \——
: T Incubagdo
Repiquecom 100uL  gpt 64 mg/L durante 20h -
! N 22 Controle
Caldo GC ou Casoy + Vitox CRO 0,25 mg/L
Incubagao por 20h, a 351 °C ‘ ' ' PN
e atmosferacom 5% de CO, | | [Z— - -._) Cepas

transformantes

CRO +SPT 0,25/ 64 mg/L

Legenda: Esquema ilustrando o delineamento experimental da técnica de cocultivo em meio
liquido. CRO: ceftriaxona; SPT:espectinomicina.
Fonte: o autor, 2023.

As suspensdes contendo as duas cepas foram incubadas de forma estética
em caldo GC ou Casoy por 20 horas, em estufa com temperatura de 35+1 °C e
atmosfera imida com 5% de CO2. Ap0s a incubacao, 100 pL do caldo com a cocultura
foi subcultivado em placas de meio GC solido contendo uma concentragdo de 0,25
mg/L de ceftriaxona associada com 64 mg/L de espectinomicina. A incorporacao de
uma associagao de antimicrobianos acima do ponto de corte de sensibilidade das
cepas ndo permite o crescimento de ambas neste meio, tornando a placa um meio
seletivo. Portanto, o crescimento so é possivel se ocorrer a transferéncia de genes de
resisténcia entre as duas cepas, com a formacao de cepas transformantes.

Além das placas com meio seletivo, a suspenséo da cocultura foi repicada em
placas controle contendo os antimicrobianos isoladamente e com agar GC sem
antimicrobiano para demonstracdo da viabilidade das cepas ap0s o0 processo de
incubacao em caldo. Uma placa sem indculo foi incubada para demonstrar esterilidade

do meio produzido.
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Os subcultivos foram repetidos todos os dias com intervalo de 20 horas entre
cada cultivo. A transformacédo foi considerada completa quando foi observada
estabilidade de crescimento na placa com a associacao de antimicrobianos por meio
de cultivo subsequente durante 7 dias. As cepas transformadas foram armazenadas
em caldo Casoy com 20% de glicerol em ultrafreezer -80° C e as regides dos genes

porB, tbpB e penA foram sequenciadas.

4.3.3 Transformacéao por cocultivo em meio sdlido

Depois do descongelamento, as cepas foram recuperadas e seu cultivo foi
realizado em &gar chocolate (Laborclin, Brasil). Apés a recuperacdo, com o auxilio de
uma alca de 10 pL foi realizado um repique de estriamento quantitativo de cada cepa
(WHO O e WHO X) numa mesma placa contendo agar chocolate, em triplicata. Em
seguida, as placas foram incubadas por 20 horas em estufa com temperatura de 35+1
°C e atmosfera umida com 5% de CO: (Figura 3).

Figura 3- Esquema sobre experimento de transformacéao por cocultivo em meio soélido.

WHO X WHO O ( ‘ (e
CRO 2mg/L CRO 0,032 mg/L S Controle
SPT 16mg/L  SPT>1024mg/L , -
GC

¢ @ ‘ { .=~ =]  Controle
o . -2

Repique \ \ =
com alga i
de 10ulL SPT 64 mg/L

—

Incubagédo
durante 20h _—— 3

Controle

— CRO 0,25 mg/L
PLACA COM AGAR CHOCOLATE ge—

| ‘ \‘ Cepas

Incubacgao por 20h, a 351 °C G I\ ~-"7) transformantes
e atmosferacom 5% de CO, — ?
CRO +SPT 0,25/ 64 mg/L

Legenda: llustracé@o do delineamento experimental da técnica de transformac&o por cocultivo
em agar chocolate. CRO: ceftriaxona; SPT: espectinomicina.
Fonte: o autor, 2023.

Apds a incubacdo, foi possivel observar crescimento abundante sobre toda a

superficie da placa com col6nias de aspecto piloso. Posteriormente, com o auxilio de
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uma alga de 10 pL foi realizado o subcultivo dessas colénias em placas de meio GC
sélido contendo uma concentracdo de 0,25 mg/L de ceftriaxona associada com 64
mg/L de espectinomicina. Duas placas com GC &agar sem antimicrobiano foram
utilizadas para controle da viabilidade das cepas e outra como controle negativo para
demonstracao da esterilidade do meio produzido.

Os subcultivos foram repetidos todos os dias com intervalo de 20 horas entre
cada cultivo. A transformacédo foi considerada completa quando foi observada
estabilidade de crescimento na placa com a associacao de antimicrobianos por meio
de cultivo subsequente durante 7 dias. As cepas transformadas foram armazenadas
em caldo Casoy com 20% de glicerol em ultrafreezer -80° C e os genes porB, tbpB e

penA foram sequenciados.

4.4 TRANSFORMACAO IN VITRO UTILIZANDO PRODUTOS DE
AMPLIFICACAO PURIFICADOS

A partir de dois estudos anteriormente descritos (Ohnishi et al.,, 2011;
Christodoulides, 2019), foi adaptado um protocolo experimental para transformacgao
de cepas sensiveis a ceftriaxona em cepas resistentes por meio da técnica de
transformacéo por cultivo com produtos de amplificacdo do gene penA tipo mosaico.
Considerando que a cepa WHO X é portadora desse gene, foi realizada uma Reacéao
em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) convencional
para amplificacdo do gene penA, conforme descrito detalhadamente na secéo 4.6 de
métodos deste trabalho. Os produtos amplificados foram purificados por meio do High
Pure Product Purification Kit (Roche®) conforme instrucbes do fabricante e
guantificados pelo espectrofotometro NanoVue Plus™ (General Electric®).

Em uma placa contendo GC &gar, foram delimitados quatro circulos com um
didametro de aproximadamente 2 cm. Dentro de uma cabine de seguranca bioldgica,
com o auxilio de uma micropipeta, foram transferidos 40 pL do produto amplificado e
purificado para o interior da area delimitada pelos circulos sobre o agar GC. Este
volume foi definido com base na faixa de recomendagéo para quantidade de DNA
descrita na literatura que deve ser entre 100 e 1000 ng de DNA para cada circulo

delimitado (Christodoulides, 2019). Em seguida, o liquido contendo o produto de PCR
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foi espalhado por toda a superficie da area interna delimitada pelo circulo. Apés a
incorporacdo do liquido pelo agar (secagem), foi realizada uma semeadura por
esgotamento a partir de colonias da cepa WHO O. As placas foram incubadas por 20
horas em estufa com temperatura de 35+1 °C e atmosfera imida com 5% de COs-.
Depois da incubacéo, foram selecionadas as colonias que apresentaram
crescimento somente no interior dos circulos contendo o produto do gene penA. Com
0 auxilio de uma alca, as coldnias selecionadas foram repicadas em nova placa de
agar GC contendo uma concentracdo de CRO de 0,5 mg/L (concentracao 15 vezes
superior a CIM da cepa WHO 0O). A transformacéo foi considerada completa quando
foi observado crescimento estavel na placa contendo CRO 0,25 mg/L por meio de
repiques consecutivos durante 7 dias. O esquema experimental foi representado na

figura 4.

Figura 4- Esquema do experimento de transformacdo em meio sélido utilizando
produtos de amplificacdo purificados.

ADICAO DE PRODUTOS DE SEMEADURA EM y X
AMPLIFICACAO PURIFICADOS ESGOTAMENTO DA SELECAO DE COLONIAS COM
DO GENE DE RESISTENCIAAO CEPA SENSIVEL CEPAS TRANSFORMANTES
MEIO

Legenda: representacao ilustrativa das etapas do experimento de transformag&o utilizando
produtos de PCR do gene penA tipo mosaico da cepa WHO X para transformac¢éo da cepa WHO O.
Fonte: o autor, 2023.
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45 DETERMINACAO DE CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA POR AGAR
DILUICAO E FITA DE GRADIENTE DE CONCENTRACAO

Posteriormente ao processo de transformacéo, foi realizada a determinacgéo da
CIM das cepas transformantes para os antimicrobianos ceftriaxona e espectinomicina
por agar diluicdo de acordo com o Instituto de Padrées Clinicos e Laboratoriais (CLSI,
2019). Para o controle de qualidade do teste, foram utilizadas as cepas WHO F, WHO
O, WHO X e WHO K (UNEMO et al., 2016).

Para a determinacdo da CIM do ciprofloxacino, foi utiizado o método
epsilométrico (Liofilchem®). Para validacdo do experimento de determinacéo da CIM
das cepas transformantes foram utilizadas as cepas de referéncia WHO O e WHO X

para comparacéao das CIMs.

46 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Para a identificacdo das cepas, obtencao de produtos amplificados e para o
sequenciamento gendmico, foram realizadas reagcdes de PCR para amplificacdo dos

genes penA, porB e tbpB.

4.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das cepas foi realizada pelo método de fervura. Em um
tubo de 1,5 mL, foram adicionados 500 uL de Tampéo Fosfato-Salino (PBS, do inglés
Phosphate-Buffered Saline) estéril e com o auxilio de uma alga microbiologica, foi
realizada a turvacdo do PBS a partir de colénias de cada cepa individualmente. Cada
tubo foi vedado com plastico filme para evitar evaporacédo. Os tubos foram colocados
em um termobloco na temperatura de 100 °C, durante 10 minutos. Apds a fervura, 0s
tubos foram centrifugados a 20.000 rcf durante 1 minuto e 200 puL do sobrenadante
foram transferidos para um novo microtubo de 1,5 mL estéril e livre de nucleases. O

DNA foi armazenado em freezer -20° C.



44

4.6.2 PCR do gene penA, porB e thpB
Com o DNA extraido, a PCR do gene penA foi realizada utilizando iniciadores
descritos por Onishi e colaboradores (2011), sendo suas sequéncias descritas no

Quadro 2.

Quadro 2- Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene pena.

Iniciador Sequéncia (5°-3’) Finalidade
penA F CGGGCAATACCTTTATGGTGGAAC
penA R ACAACGGCGGCGGGGATATAAC Amp“f'ci‘)‘?e"’;]oAdo gene
penA_SF1 CAAAGATAGAAGCAGCCTG
penA_SF2 GATATTGACGGCAAAGGTC
penA_SF3 CTTTGGATGTGCGCGGC

Sequenciamento da regido
penA_SR1 GCCGTCGGTATATTCGC do gene penA
penA_SR2 CCAAAGGGGTTAACTTGC
penA_SR3 TTCTCAACAAACCTGCAG
penA_SR4 CTTTGCCGTTTTGCGGGG

Legenda: A amplificagéo ocorreu nas condi¢des de 96°C por 2 minutos e 30 ciclos de 96°C
por 10s, 65°C por 10s e 72°C por 2 minutos.
Fonte: adaptado de Onishi, et al., 2010.

Para a amplificag&o, foi preparado um master-mix contendo tampéo 1X, MgClz,
0,2 mM de cada dNTP, 0,3 uM de cada iniciador, 1,25 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen®) e 5 pL de DNA para um volume final de 25 pL. O termociclador foi
configurado com a programacado: 96°C por 2 minutos e 30 ciclos de 96°C por 10
segundos, 65°C por 10 segundos e 72°C por 2 minutos. Ap6s a amplificacdo, os
produtos foram visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose 2% (90V/ 50
minutos). Os amplicons foram corados com brometo de etidio e foram visualizados
sob luz UV no transiluminador ImageQuant™ LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences
AB®). Em seguida, os produtos de PCR foram quantificados utilizando o

espectrofotdbmetro NanoVue Plus™ (General Electric®).
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Para a PCR dos genes porB e tbpB, foram utilizados os iniciadores descritos

por Martin et al. (2004), sendo suas sequéncias descritas no Quadro 3.

Quadro 3- Iniciadores utilizados para tipagem das cepas por NG-MAST

Iniciador Sequéncia (5’-3’) Tamanho (pb) Finalidade:
porB_F CAAGAAGACCTCGGCAA P
737 pb Amplificacdo e

sequenciamento

porB_R CCGACAACCACTTGGT

tbpB_F CAAGAAGACCTCGGCAA 589 pb Amplificacio e
sequenciamento

tbpB_R CCGACAACCACTTGGT

Legenda: pb: pares de base. Iniciadores utilizados para a amplificacdo e sequenciamento dos
genes porB e tbpB conforme descrito por Martin et al., 2004.

Para a amplificacdo do gene porB, foi preparado um master-mix contendo
tampéo 1X, 25 mM de MgClz, de cada dNTP 25mM, iniciador na concentracdo de 10
UM, 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 2 uL de DNA com volume final de
50 pL. O termociclador foi configurado para a programacao: 95° C por 4 minutos, 25
de ciclos de 95° C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e, por
fim, 72°C por 10 minutos. Para a amplificacdo do gene tbpB, foi preparado um master-
mix contendo tampé&o 1X, MgCl2 25 mM, dNTP 25mM, iniciadores na concentracdo de
10 pM, 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e 2 uL de DNA. O termociclador
foi configurado para a programacao: 95° C por 4 minutos, 25 de ciclos de 95° C por
30 segundos, 69°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e, por fim, 72°C por 10
minutos. Apés a amplificacéo, os produtos foram visualizados por meio de eletroforese
em gel de agarose 2,0% (90V/ 50minutos). Os amplicons foram revelados com
brometo de etidio e foram visualizados sob luz UV no transiluminador ImageQuant™
LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences AB®). Em seguida, os produtos de PCR foram

guantificados pelo espectrofotdmetro NanoVue Plus™ (General Electric®).
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4.7 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR dos genes tbpB, porB e penA foram purificados por meio
do High Pure Product Purification Kit (Roche®) conforme instru¢cdes do fabricante e
0s produtos foram quantificados pelo espectrofotometro NanoVuePlus™ (General
Electric®). Apos a purificacdo, os produtos de amplificacdo dos genes penA, porB e
tbpB das amostras foram distribuidos numa placa de 96 pocos identificada de acordo
com os iniciadores correspondentes. Em cada poco foram adicionados entre 30 e 100
ng do produto purificado e 2,5 pmol de iniciador respectivo a cada gene. Em seguida,
as amostras foram encaminhadas para sequenciamento pelo método de Sanger
automatizado (Mohammadi, 2022; Sanger, 1975). O sequenciamento foi realizado
pela empresa ACTGene Andlises Moleculares LDTA (Rio Grande do Sul, Brasil)
utilizando a plataforma ABI 3.500 (Applied Biosystems®).

A qualidade dos eletroferogramas foi avaliada com o programa Chromas
versao 2.6.6 e as extremidades das leituras com baixa qualidade (qualidade Phred
<20) foram removidas utilizando o mesmo programa. Apos a remocao das sequéncias
com baixa qualidade, foi realizada a montagem das leituras em sequéncias contiguas
por meio do programa CAP3 (Huang, 1999). O CAP3 tem a capacidade de recortar
regides de leitura com baixa qualidade com base nos calculos de sobreposicéo entre
leituras, construcao de alinhamentos de multiplas sequéncias de leitura e geracéo de
sequéncias consenso (Huang, 1999). Em seguida, as sequéncias consenso foram
verificadas pelo algoritmo BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool, NIH,
EUA) para confirmacado de similaridade das leituras sequenciadas com as sequéncias
de referéncia dos respectivos genes depositadas no GenBank (NIH, EUA).

Devido ao tamanho do gene penA (1749 pb), foi julgado necessério realizar
um novo sequenciamento desse gene utilizando a plataforma Oxford Nanopore
Technologies® (ONT®) (Reino Unido) utilizando o sequenciador MinlON Mk1B junto
ao kit Rapid Barcoding Kit 96 (ONT®). Para o sequenciamento por nanoporos, foram
selecionadas quatro cepas transformantes, sendo cada uma das cepas representativa
de uma abordagem utilizada durante a etapa de transformac&o. Portanto, foram

escolhidas as cepas T3 (cocultivo em &gar chocolate), T5 ( cocultivo em caldo Casoy),



47

T7 ( cocultivo em caldo GC) e T8 (cultivo com produto amplificado do gene penA)
(Quadro 4).

As leituras brutas provindas do sequenciador MinlON Mk1B foram limpas
utilizando o programa Guppy v6.5.7 (ONT®), alinhadas com as sequéncias de
referéncia do gene penA da WHO O (ID: SAMEA2448466) e WHO X
(ID:SAMEA2448468) utilizando o programa minimap2 v2.15-r905(disponivel em:

https://github.com/Ih3/minimap2). O arquivo de alinhamento foi organizado, indexado

e utilizado para montar a sequéncia consenso utilizando o programa samtools v1.18
(disponivel em: https://github.com/samtools/samtools). O alinhamento das leituras a
sequéncia de referéncia pode ser verificado utilizando o programa IGV v2.16.2 (do
inglés, Integrative Genomic Viewer) (disponivel em: https://igv.org/) e as sequéncias
consenso foram alinhadas as sequéncias de referéncia utilizando o programa MEGA
X v11.0.13 (disponivel em: https://www.megasoftware.net/).

48 GENOTIPAGEM POR NG-MAST

As sequéncias consenso obtidas pelo sequenciamento foram submetidas a

plataforma PubMLST (disponivel em: https://pubmlist.org/) para tipagem por NG-MAST

das cepas transformantes e demonstracdo de similaridade genética com as cepas
WHO O e WHO X.

4.9  ANALISE DE MUTACOES DE NUCLEOTIDEOS E SUBSTITUICOES DE
AMINOACIDOS

Apbés a analise da qualidade pelo programa Chromas (versdo 2.6.6,
Technelysium Pty Ltda, Australia, 2018) e a geracéo de contigs pelo programa CAP3
(Huang, 1999), as sequéncias de nucleotideos do gene penA das cepas
transformantes foram alinhadas por meio do programa Mega (do inglés, Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, version 11.0.13). A presenca de SNPs foi visualizada
a partir do alinhamento das sequéncias consenso do gene penA das cepas
transformantes com as sequéncias das cepas de referéncia WHO O e WHO X,

utilizando o programa MEGA X v11.0.13. Para andlise de substituicdo de aminoécidos,


https://github.com/lh3/minimap2
https://pubmlst.org/
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as sequéncias de nucleotideos foram traduzidas utilizando o programa Expasy
Translate Tool vX (disponivel em: https://web.expasy.org) e comparadas com a
sequéncia das cepas originais. Foram consideradas apenas as mutagcfes com

percentual de confianga 270% e profundidade >2000.



49

5RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE EM MEIO LIQUIDO

Apoés a diluicdo do meio, o caldo GC adaptado manteve aspecto liquido
mesmo apos o resfriamento. A diluicdo 1:3 foi selecionada para o experimento pois
apresentou maior crescimento de unidades formadoras de colonias depois de 48
horas de incubacdo seguida de repique em placa contendo agar GC, conforme
observado na Figura 5. O maior crescimento implica maior probabilidade de ocorrer
interacOes entre as células bacterianas e, portanto, pode facilitar a transformacéo de
maneira espontanea.

Figura 5- Avaliacao de crescimento do caldo GC em diferentes diluicdes

Legenda: Avaliacé@o de crescimento em placa contendo dgar GC apdés 20 horas de incubagdo. Cada
guadrante retrata o crescimento bacteriano de acordo com cada diluicdo do meio GC em agua
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destilada (em duplicata). O repique na placa advém do meio liquido (caldo GC) inoculado apés
incubacao de 24 ou 48 horas, nas diluicbes descritas. Fonte: o autor, 2023.

No meio caldo Mueller Hinton, as cepas apresentaram crescimento escasso
apos 24 horas de incubacédo, sendo, portanto, inadequado para o experimento de
cocultivo. Depois do repique e incubacdo, os meios caldo GC e Casoy permitiram
crescimento por até 48 horas de incubacao, apresentando aspecto turvo em relagéo
aos tubos controles (sem inoculacéo) (Figura 6). Nao foi observado crescimento apos
48 horas em todos os meios, tendo como parametro a intensidade da turvagcéo do
meio liquido. Dessa maneira, foi estabelecido que a viabilidade de N. gonorrhoeae em
meio liquido (caldo GC e Casoy) nessas condi¢fes citadas apresenta tempo limite de

crescimento em até 48 horas de incubacéo.

Figura 6- Avaliacdo de crescimento em meio liquido.
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Legenda: A) Avaliacao de crescimento em caldo GC apés incubacgédo de 48 horas (tempo limite de
crescimento observado). O tubo da esquerda contendo o indculo apresenta turvacao indicando
crescimento de N. gonorrhoeae, o tubo da direita (controle sem inoculagéo) ndo apresenta turvagéo.
B) Os 3 tubos da esquerda contém o cocultivo das cepas em triplicata (Cocultivo A, B e C) em caldo
GC ap6s incubacao de 20 horas. O tubo controle da direita ndo apresenta turvacao.

Fonte: o autor, 2023.

A comprovacdo da viabilidade evidencia que, apesar do crescimento
fastidioso, as cepas mantiveram sua viabilidade em meio liquido durante a incubacéao.

Foi observado crescimento de colbnias caracteristicas de N. gonorrhoeae em todas
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as placas (com excecdo do controle negativo) e a morfologia foi confirmada por

coloracdo de Gram, onde foi possivel observar diplococos gram-negativos.

5.2 AVALIACAO DE CRESCIMENTO APOS COCULTIVO EM MEIOS LIQUIDOS
E SOLIDO:

Depois da incubacdo de 20 horas, as placas contendo os inéculos (oriundos
dos diferentes meios de cocultivo) foram avaliadas diariamente onde foi observado o
crescimento de colbnias caracteristicas de N. gonorrhoeae com confirmagédo de

morfologia através de coloracdo de gram (Figura 7).

Figura 7- Avaliacdo do crescimento em placa apés protocolo de cocultivo em meio
liquido

Legenda: A) Placa contendo SPT 64 mg/L. B) Placa contendo CRO 0,5mg/L. C) Placa contendo CRO
0,5 mg/L + SPT 64 mg/L. D) Placa sem antimicrobiano. E) Placa contendo SPT 64 pug/mL. F) Placa
contendo CRO 0,5 mg/L. G) Placa contendo CRO 0,5 mg/L + SPT 64 mg/L. H) Placa sem
antimicrobiano. Avaliagdo de crescimento em placas apds incubacao de 20 horas. As placas A até D
sdo oriundas do cocultivo em caldo Casoy. As placas E até H sé&o oriundas do caldo GC.
Fonte: o autor, 2023.

Nas placas oriundas do cocultivo em caldo Casoy, foi possivel observar
crescimento abundante em todas as placas controles. Na placa com o meio seletivo,
houve crescimento de poucas coldnias apos 48 horas. Essas foram novamente
repicadas em uma nova placa contendo a mesma associacdo de antimicrobianos.

Apoés o repique, foi possivel observar crescimento abundante durante sete dias de
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repigues consecutivos. Os repiques foram sempre realizados em triplicata com
idéntica reprodutibilidade de resultados.

Nas placas oriundas do cocultivo em caldo GC, foi possivel observar
crescimento abundante em todas as placas controles. Na placa com o meio seletivo,
houve crescimento de poucas colénias apds 20 horas em apenas uma das triplicatas.
Essas coldnias foram novamente repicadas em uma nova placa contendo a mesma
associacdo de antimicrobianos. ApoOs o repique, foi possivel observar crescimento
abundante durante sete dias de repiques consecutivos. Os repiques foram sempre
realizados em triplicata, porém, neste caso, a transformagdo ocorreu apenas nha
triplicata C.

Nas placas oriundas do cocultivo em meio sélido, foi possivel observar
crescimento abundante em todas as placas controles e na placa contendo o meio
seletivo. As colbnias foram novamente repicadas em uma nova placa contendo a
mesma associacdo de antimicrobianos. ApGs o repique, foi possivel observar
crescimento abundante durante sete dias de repiques consecutivos. Os repiques
foram sempre realizados em triplicata com obtenc&o de resultados idénticos (Figura
8).
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Figura 8- Avaliacdo do crescimento em placa apés protocolo de cocultivo em meio
sdlido

Legenda: A) Placa contendo CRO 0,5 mg/L. B) Placa contendo SPT 64 mg/L. C) Placa
contendo CRO 0,5 mg/L + SPT 64 mg/L. D) Placa sem antimicrobiano. Avaliacdo de crescimento em
placas apés incubacgédo de 20 horas. As placas séo oriundas do cocultivo em meio sdlido agar
chocolate. Fonte: o autor, 2023

Portanto, foi possivel obter cepas transformantes por meio da técnica de
cocultivo em diferentes condicdes de meio (sélido e liquido) com resultados
reprodutiveis. Somente o cocultivo com caldo GC ndo obteve reprodutibilidade dos
resultados. Ainda assim, foi possivel obter cepas transformantes a partir de uma das
triplicatas testadas em caldo GC. No Quadro 4 pode-se observar a identificacdo das

cepas transformantes utilizadas neste estudo.
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Quadro 4- Identificacdo das cepas transformantes selecionadas para o estudo

Identificacéo: Origem da cepa transformante:
T1 Cocultivo WHO O + WHO X em &gar chocolate
T2 Cocultivo WHO O + WHO X em agar chocolate
T3 Cocultivo WHO O + WHO X em agar chocolate
T4 Cocultivo WHO O + WHO X em caldo Casoy
T5 Cocultivo WHO O + WHO X em caldo Casoy
T6 Cocultivo WHO O + WHO X em caldo Casoy
T7 Cocultivo WHO O + WHO X em caldo GC
T8 Cultivo WHO O + amplicons do gene penA da WHO X

Legenda: Cada abordagem experimental para transformacao foi realizada em triplicata. Portanto, a
partir de cada abordagem foram selecionadas trés cepas transformantes para prosseguimento do
estudo. Nas abordagens por cocultivo em caldo GC e cultivo com produto de PCR do gene penA, foi
possivel selecionar somente uma cepa transformante referente a triplicata que apresentou
crescimento estavel no meio seletivo. Fonte: o autor, 2023.

5.3 RESULTADOS DA TRANSFORMACAO POR PRODUTOS DE
AMPLIFICACAO PURIFICADOS

Conforme descricdo em métodos, a cepa WHO O foi cultivada com produtos
de PCR do gene penA da cepa WHO X. Ap6s 20 horas de incubacéo foi possivel
observar crescimento de col6nias nas areas delimitadas pelos circulos contendo os
amplicons incorporados ao meio agar GC. Em seguida, com o auxilio de uma al¢ca
estéril, algumas colbnias do interior dos quatro circulos (A, B, C e D) foram repicadas
em uma nova placa contendo CRO 0,5 mg/L. Foi observado crescimento de colonias
no meio seletivo apenas na placa oriunda do circulo A, conforme ilustrado na Figura
9.
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Figura 9- Avaliagédo do crescimento em placa apés protocolo de transformacao com
amplicons do gene de resisténcia

R e ]

Legenda: 9a) Placa de agar GC contendo quatro areas delimitadas em circulos (A, B, C e D). No
interior dos circulos foram colocados os produtos de PCR do gene penA da cepa WHO X. Na imagem
€ possivel observar crescimento de col6nias no interior dos circulos. Essas col6nias foram
selecionadas como cepas transformantes e, em seguida foram subcultivadas em nova placa
contendo CRO 0,5 mg/L. B) Apés incubagéo de 20 horas, foi possivel observar crescimento apenas
na area da placa relativa as col6nias obtidas do circulo “a” da etapa anterior.
Fonte: o autor, 2023.

54  RESULTADOS DA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA

Conforme descricdo em métodos, as cepas transformantes foram submetidas
ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos por meio de agar diluicdo e tira reagente.
Foram testados os antimicrobianos ceftriaxona, espectinomicina e ciprofloxacino. Os
resultados podem ser consultados na tabela abaixo:
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Tabela 2- Resultados da determinacao da CIM das cepas transformantes

CEPA CRO (mg/L) SPT (mg/L) CIP (mg/L)
WHO O 0,032 (S) >1024 (R) 0,008 (S)
WHO X 2 (R) 16 (S) > 32 (R)
WHO F 0,002 (S) 16 (S) 0,004 (S)
WHO K 0,064 (S) 16 (S) >32 (R)

T1 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T2 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T3 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T4 1 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

5 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T6 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T7 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

T8 2 (R) >1024 (R) 0,008 (S)

Legenda: A classificacdo das cepas foi realizada utilizando os pontos de corte estabelecidos pelo
BrCAST (2023). De acordo com a CIM, as cepas podem ser classificadas em sensiveis (S) ou (I) e
resistentes (R). Foram utilizadas cepas WHO F e K para validacdo e controle de qualidade.
Fonte: o autor, 2023.

De acordo com os valores da tabela, foi observado que as cepas
transformantes adquiriram um fenétipo resistente a ceftriaxona com CIM >0,25 mg/L
(BrCAST, 2023). Ademais, as cepas transformantes mantiveram sensibilidade ao
ciprofloxacino (CIM<0,06 mg/L) e alta resisténcia a espectinomicina (CIM >1024 m),
duas caracteristicas fenotipicas observadas na cepa WHO O (Unemo, 2016).

Diante dos resultados observados no perfil da CIM, é possivel afirmar que nas
cepas transformantes ocorreu a manutencao das caracteristicas fenotipicas de RAM
da cepa WHO O, no tocante aos farmacos ciprofloxacino e espectinomicina. No
entanto, as cepas transformantes adquiriram fenétipo de alta resisténcia a ceftriaxona
caracteristico da WHO X, alcancando uma CIM 62 vezes superior ao valor inicial,
antes da transformacéo, com excecao da cepa T4. Atribui-se que a aquisi¢cao desse
novo fenotipo de resisténcia das cepas transformantes ocorreu devido a incorporagcao
do gene penA tipo mosaico ao seu cromossomo.

A fundamentacéo desse fendmeno de aquisicdo do gene penA tipo mosaico
pelas cepas transformantes pode ser explicada pela capacidade natural de
transmissdo de genes cromossdmicos descrita no género Neisseria (Frye, 2013). A
maioria das bactérias precisa adquirir um estado de competéncia para incorporar DNA
exégeno através de transformacdo. As bactérias do género Neisseria sé&o
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constantemente competentes para realizar transformacédo devido a presenca das
sequéncias de captacdo de DNA (DUS, do inglés DNA uptake sequences). As DUS
sdo compostas de 10 pb com a sequéncia 5-GCCGTCTGAA-3’ e atuam como um
marcador de DNA especifico exdgeno permitindo a absor¢cdo de DNA em condicdes
de pressao seletiva (Spencer-Smith, 2016; Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2020).

Existem 1965 cépias de DUS no cromossomo de 2,5 Mb do gonococo, ou
seja, essas sequéncias ocorrem em média a cada 1966 pb (Hamilton et al., 2006). As
DUS foram observadas a montante e a jusante da regido do gene penA, portanto, a
localizagdo dessas sequéncias proximas ao gene penA poderia facilitar o
reconhecimento e integracdo do alelo mosaico ao cromossomo das cepas
transformantes. Diante disso, acredita-se que a interacdo entre cepas resistentes e
cepas sensiveis na placa com a associacdo dos antimicrobianos estabeleceu um
ambiente de pressao seletiva no qual as transformantes que realizaram efetivamente
a recombinacéo do gene penA tipo mosaico adquiriram uma vantagem adaptativa que
permitiu sua sobrevivéncia no meio com uma concentracao de antimicrobiano superior
ao tolerado por essas antes da transformacéao.

Porém, é importante ressaltar que as mutac¢des adquiridas para expressar o
fenotipo resistente propicia uma vantagem de sobrevivéncia durante a condi¢cdo de
pressdo seletiva, entretanto, essas mutacées podem ter desfechos deletérios em
funcgdes fisiologicas, atividades metabolicas, capacidade de colonizag&o e viruléncia
das cepas transformantes (Mtynarczyk-Bonikowska et al., 2020). Portanto, as
mutacdes podem apresentar vantagens e desvantagens evolutivas para a bactéria.

Sendo assim, a associagao entre capacidade natural de transformacéo com a
pressdo seletiva exercida pelo meio resultou na obtencdo de cepas transformantes
gue sdo geneticamente distintas das cepas que as originaram. A partir desse
resultado, foi demonstrado experimentalmente que a transformagéo é um fenémeno
adaptativo que garante novos mecanismos de resisténcia frente aos antimicrobianos
em N. gonorrhoeae, principalmente em condicdes de pressido seletiva. E muito
provavel que essas modificagcbes ocorreram em outras regibes do DNA
cromossOmico, principalmente nas abordagens de cocultivo visto que nesse protocolo
ambas as cepas estao viaveis e podem interagir sem nenhum controle. Porém, devido

as limitagGes de recursos, 0 sequenciamento total do genoma devera ser realizado
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em trabalhos futuros para comparacdo de outros marcadores cromossomicos
importantes na resisténcia a ceftriaxona como o mtrR, porB e ponA.

Na abordagem de cultivo da cepa sensivel WHO O com o amplicon do gene
penA, o processo de transformagéo é mais controlado visto que o cultivo é realizado
apenas com o produto de amplificacéo do gene tipo mosaico da cepa WHO X, ou seja,
nessa abordagem ndo havia interacdo com a cepa resistente viavel. A interacao
ocorreu somente entre a cepa WHO O e o DNA exdgeno incorporado ao meio de
cultivo. Sendo assim, esse protocolo evidenciou que as cepas transformantes, ao
adquirirem o alelo do gene penA tipo mosaico isoladamente, apresentaram um
fendtipo de alta resisténcia a ceftriaxona conforme descrito anteriormente em outros
trabalhos (Ohnishi, 2010; Ohnishi, 2011; Schérner, 2022).

5.5 PCR PARA AMPLIFICACAO DOS GENES DE IDENTIFICACAO

Conforme descrito em métodos, foram realizadas reacbes de PCR
convencionais com revelacdo em gel de agarose 2% para avaliacédo da integridade e
gualidade dos produtos de amplificacdo dos genes porB, tbpB e penA das cepas

analisadas.
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Figura 10- Gel de agarose 2% com produtos de amplificagéo do gene tbpB
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Legenda: Bandas do produto de amplificacdo do gene tbpB marcadas com brometo de
etidio e reveladas por transiluminador UV. Observa-se bandas na regido esperada e de acordo com o
tamanho do produto (589 pb). L: Ladder (padréo de tamanho molecular) de 100 pb.
Fonte: o autor, 2023.
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Figura 11- Gel de agarose 2% com produtos de amplificacdo do gene porB
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Legenda: Bandas do produto de amplificacdo do gene porB marcadas com brometo de
etidio e reveladas por transiluminador UV. Observa-se bandas na regido esperada e de acordo com o
tamanho do produto (737 pb). L: Ladder (padrédo de tamanho molecular) de 100 pb. Fonte: o autor,
2023.

Conforme foi observado no gel, as bandas apresentam tamanho homogéneo
com intensidade de fluorescéncia adequada, indicando a presenca e integridade do
produto de amplificacdo do gene analisado. Ap6s a purificacdo, os produtos foram
guantificados no espectrofotbmetro NanoVue para determinacdo das concentragées
de DNA que variaram entre 10,2 ng/uL e 46 ng/uL. Os resultados obtidos da razéo
A260/280 apresentaram valores entre 1,68 e 1,78 indicando boa qualidade de pureza
do DNA.
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Figura 12- Gel de agarose 2% com produtos de amplificacdo do gene pena
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Legenda: Bandas do produto de amplificacdo do gene penA marcadas com brometo de
etidio e reveladas por transiluminador UV. Observa-se bandas na regido esperada e de acordo com o
tamanho do produto (1749 pb). L: Ladder (padréo de tamanho molecular) de 100 pb.
Fonte: o autor, 2023.

Conforme foi observado na figura 12, as bandas apresentam tamanho
homogéneo com intensidade de fluorescéncia adequada, indicando a presenca e
integridade do produto de amplificacdo do gene analisado. Apds a purificacdo, 0s
produtos foram quantificados no espectrofotdmetro NanoVue para determinacao das
concentracbes de DNA que variaram entre 19 ng/uL e 78,5 ng/uL. Os resultados
obtidos da razdo A260/280 apresentaram valores entre 1,79 e 1,91 indicando alta

gualidade de pureza do DNA.
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5.6 MUTACOES DE UM NUCLEOTIDEO UNICO ENCONTRADAS NAS CEPAS
TRANSFORMANTES

Apos os resultados do sequenciamento, foi realizada a avaliacdo da qualidade
e montagem dos contigs, conforme descrito em métodos. As sequéncias de
nucleotideos do gene penA das cepas transformantes foram alinhadas por meio dos
programas Mega (do inglés, Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version
11.0.13) e IGV (do inglés, Integrative Genomics Viewer, version 2.16.2). Durante o
alinhamento, foram utilizadas as sequéncias da cepa de referéncia de N. gonorrhoeae
WHO O (ID: SAMEA2448466) e WHO X (ID:SAMEA2448468) para comparacao

filogenética com as cepas transformantes obtidas experimentalmente.
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Figura 13- Alinhamento das sequéncias de nucleotideos da regido do gene penA
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Legenda: representacdo do alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene penA das cepas
transformantes em comparagdo com as sequéncias das cepas de referéncia WHO O e WHO X. A
esquerda estéo as sequéncias das cepas transformantes T3,T75,T7 e T8 alinhadas com a WHO O. A
direita estdo as sequéncias das cepas transformantes T3,T5,T7 e T8 alinhadas com a WHO X. O
preenchimento na cor cinza indica regides conservadas e as regides coloridas indicam mutacdes de
nucleotideos. Imagem obtida pelo programa IGV.

Fonte: o autor, 2023.

Conforme pode ser observado na imagem dos alinhamentos, observa-se que
as cepas transformantes alinhadas com a sequéncia da cepa WHO O apresentam
maior variabilidade de nucleotideos. A variabilidade esta representada pelas linhas
coloridas presentes principalmente a partir da posi¢ao da base 300. Por outro lado, o
alinhamento da direita (entre transformantes e WHO X) apresenta poucas regiées com
variacdo de nucleotideos, indicando semelhanca de identidade em termos de
composicdo de nucleotideos do gene penA. Sendo assim, é possivel afirmar que a
sequéncia da regido do gene penA das cepas transformantes € quase idéntica a
regido do gene pena da cepa WHO X. Portanto, o sequenciamento permitiu confirmar
a aquisicdo do gene de resisténcia pela cepa WHO O durante o processo de
transformagéo.

Esse dado € concordante com as informacdes da literatura, visto que, em
trabalhos anteriores, foi observado que na regido 5 proximal (entre 1 e 293

nucleotideos) do gene penA de isolados de N. gonorrhoeae com diferentes perfis de
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resisténcia, ndo apresentava variabilidade significativa na composicdo de
nucleotideos. No entanto, nas regifes entre 300 a 1749 nucleotideos, ocorre maior
variabilidade, principalmente quando se comparam as sequéncias de isolados
resistentes em relagdo aos isolados sensiveis as cefalosporinas. Ademais, foi
observado que essa regido variavel pode ser conservada e difundida por expansao
clonal, favorecendo a dispersédo de isolados resistentes (Ohnishi, 2010; Tomberg,
2013; Kubanova, 2014; Nakayama, 2016; Singh, 2019; Shalaby, 2020).

A hipétese para explicar a maior variabilidade de nucleotideos nas regides
distais da sequéncia do gene penA pode ser justificada devido ao dominio de ligacao
da PBP2 com a ceftriaxona. Os aminoacidos criticos para a interacdo com o farmaco
no sitio-ativo da PBP2 estéo localizados principalmente nos residuos Ser310, lle312,
Val316, Thr483 (Powell et al., 2009a; Singh et al., 2020; Tomberg et al., 2013, 2010).
Portanto, essas modificacdes de nucleotideos em regies especificas podem resultar
na alteracdo do coédigo de leitura dos cédons durante a traducdo, resultando na
expressao de uma PBP2 alterada, com modificagcdes na composicdo de aminoacidos
gue podem alterar a afinidade da ceftriaxona com o sitio-ativo (Ohnishi, 2010; Singh,
2020; Fenton, 2021; Krivitskaya, 2022).

Partindo do resultado anterior que demonstrou a aquisicao do gene penA tipo
mosaico pelas cepas transformantes, foi realizada a analise dos SNPs. As sequéncias
do gene penA das cepas transformantes foram alinhadas com a sequéncia do gene
penA da cepa WHO X. Os polimorfismos de nucleotideo Unico encontrados foram

anotados e podem ser observados na tabela a seguir:
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Tabela 3- Polimorfismos de nucleotideo Unico do gene penA das cepas transformantes

N° Mutacéo Confianca (%) Profundidade Cepa
1 T534C 92% 2753 T8
2 A1198G 93% 2578 T8
3 C1294T 83% 2535 T8
4 A1333G 88% 2576 T8
5 G1339A 91% 2347 T8
6 T1372C 86% 2585 T8
7 A1384G 80% 2553 T8
8 A1408C 90% 2594 T8
9 Cl447A 82% 2516 T8

10 T1456C 93% 2456 T8

11 C139T 94% 2831 T7

12 A145G 82% 2720 T7

13 C169G 87% 2152 T7

14 Al172G 81% 2537 T7

15 G196A 78% 2500 T7

16 A199C 76% 2793 T7

17 G202A 78% 2504 T7

18 G203C 79% 2702 T7

19 A205G 84% 2664 T7

20 A216T 90% 2589 T7

21 A217G 92% 2369 T7

22 G220C 91% 2605 T7

23 G223A 89% 2686 T7

24 A226G 90% 2728 T7

25 A229G 94% 2709 T7

26 G232A 92% 2749 T7

27 A235G 82% 2729 T7

28 A240G 83% 2794 T7

29 C241T 81% 2801 T7

30 A244G 92% 2567 T7

31 T1108C 75% 2604 T7

32 C1110G 86% 2822 T7

33 Al1114G 90% 2704 T7

34 A1621G 70% 3054 T5

35 A1629G 75% 2881 T5

36 C895A 73% 3773 T3

37 A914G 75% 3765 T3

38 T919G 73% 3753 T3

39 A937G 2% 3404 T3

40 A994G 74% 3776 T3

41 A1009G 71% 3747 T3

42 A1014G 70% 3763 T3

43 A1042G 76% 3413 T3

44 G1066T 72% 3550 T3

45 T1123A 75% 3052 T3

46 G1126A 71% 3388 T3

47 A1135G 76% 3331 T3

48 A1152G 73% 3474 T3

49 A1153G 76% 3509 T3

50 C1232T 71% 3525 T3

51 A1333G 70% 3629 T3

52 G1339A 71% 3414 T3

53 C1372C 86% 3720 T3

54 A1384G 71% 3658 T3

55 A1408C 73% 3718 T3

56 T1456C 74% 3607 T3

Legenda: Mutacdes de nucleotideos observadas no gene penA das cepas transformantes em relacéo
a sequéncia do gene penA da cepa de referéncia WHO X. A primeira letra indica a base na sequéncia
de referéncia (WHO X), o nimero indica a posicdo da base e a segunda letra indica a nova base
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incorporada. A confiabilidade do sequenciamento é representada pelo percentual de frequéncia com
gue um determinado nucleotideo em uma posicao especifica foi lido durante o processo de
sequenciamento por hanopore. Por outro lado, a profundidade refere-se ao nimero de vezes que
essa base foi lida durante o sequenciamento. Fonte: o autor, 2023.

5.7 CARACTERIZACAO DAS SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS NA PBP2

A partir das leituras dos nucleotideos obtidas pelo sequenciamento da regido
do gene penA, conforme descrito em métodos, foi obtida a sequéncia da composi¢ao
preditiva de aminoacidos da PBP2 das cepas transformantes utilizando o programa
Mega (do inglés, Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 11.0.13). O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos com a sequéncia das cepas de
referéncia também foi realizado no mesmo programa Conforme descrito na tabela
abaixo, foi observado que as cepas transformantes adquiriram as mutagbes de
aminoéacidos ja descritas na cepa WHO X e WHO O, enfatizando que, durante o
experimento de transformac&o ocorreu uma incorporacéo de regides do gene penA
tipo mosaico, fato este que pode justificar o aumento da CIM das cepas

transformantes.



Tabela 4- Caracterizacédo das substituicdes de aminoacidos na PBP2.

Ne Mutac&o T3 T5 T7 T8 WHO X
1 Y201H X s S S S
2 G202A X s S S s
3 E203G X s S S s
4 Q214E X s S S s
5 E274K s

6 1275S S

7 L276S S

8 L278W S

9 A279V X s S S s
10 N280I S

11 T281R S

12 A283P S

13 D285E X s S S s
14 N287T S

15 R288K s S S s
16 R288N S

17 G290V S

18 R291Q S S S s
19 A292Q S

20 D293T S

21 E295N S

22 R296G S

23 R298V S

24 N299T S

25 R300A S

26 A301P S

27 A311V * s S S s
28 1312M * s S S s
29 V316P * s S S s
30 A323S * s S S

31 L328T * s S S s
32 N239T * S S S S
33 E330D * s S S s
34 R331T * S S S S
35 L332F * s S S s
36 Q335L * s S S s
37 S342A * s S S s
38 P343T * s S S s
39 R345Q * s S S s
40 D347T * s S S s
41 T348H * s S S s
42 H349V * s S S S
43 V350Y * s S S s
44 Y351P * s S S s
45 P352T * s S S s
46 S353L * S S S S
47 L354D * s S S s
48 D355V * s S S s
49 V356R * s S S s
50 R357G * s S S s
51 G358l * s S S s

67



Tabela 4. Caracterizacdo das substituicdes de aminoacidos PBP2.
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Ne Mutacéo T3 T5 T7 T8 WHO
52 I1359M * S S S S
53 M360Q * S S S S
54 Q361K * S S S S
55 K362S * S S S S
56 S364N * S S S S
57 N365V * S S S S
58 V366G * S S S S
59 G367T * S S S S
60 T368S * S S S S
61 S369K * S S S S
62 K370L * S S S S
63 L371S * S S S S
64 S372A * S S S S
65 A373M * S S S S
66 R374F * S S S S
67 F375T * S S S S
68 G376P * S S S S
69 A377K * S S S S
70 E379M * S S S S
71 M380Y * S S S S
72 Y381D * S S S S
73 D382F * S S S S
74 F383Y * S S S S
75 Y384H * S S S S
76 H385D * S S S S
77 E386L * S S S S
78 L387G * S S S S
79 G388V * S S S S
80 1389G * S S S S
81 G390V * S S S S
82 V391R * S S S S
83 R392M * S S S S
84 M393H * S S S S
85 H394S * S S S S
86 S395G * S S S S
87 G396F * S S S S
88 F397P * S S S S
89 P398G * S S S S
90 G399K * S S S

91 E400A * S S S

92 T401R * S S S

93 G403C * S S S

94 L404C * S S S

95 L405V * S S S

96 R406I * S S S

97 N407G * S S S

98 W408G * S S S

99 R409N * S S S

100 R410G * S S S

101 W411G * S S S

102 R412L * S S S
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Tabela 4. Caracterizacao das substituicbes de aminoacidos na PBP2.

Ne Mutagéo T3 T5 T7 T8 WHO X
103 P413S * S S S
104 414N * S S S
105 E415R * S S S
106 Q416R * S S S
107 A417R * S S S
108 T418C * S S S
109 M419L * S S S
110 F421Vv * S S S
111 G422M * S S S
112 Y423A * S S S
113 G424C * S S S
114 L425N * S S S
115 T483S * S * S
116 T486I * S * S
117 N512Y * S * S
118 G517A * S * S
119 G545S * S * S

Legenda: T3, T5, T7 e T8: cepas transformantes. WHO X: cepa resistente de referéncia. S: presenca
da substituicdo. *: indica gap da sequéncia de aminoacidos durante o alinhamento. X: indica resultado
indeterminado. Foram observadas 114 substituicdes de amino&cidos na PBP2 das cepas
transformantes tendo como parametro de referéncia a sequéncia aminoacidica da cepa WHO O.
Mutacdes: a primeira letra em mailsculo indica o amino&cido presente na sequéncia da cepa WHO
O, o nimero indica a posi¢ao da substituicdo na sequéncia e a segunda letra indica o novo
aminoacido sintetizado na cadeia peptidica. As substituicdes proximas ao sitio-ativo da ceftriaxona
estdo em negrito.

Fonte: Unemo, 2016; o autor, 2023.

Foram observadas 119 substituicbes de aminoacidos na PBP2 das cepas
transformantes em comparagdo com a sequéncia de referéncia da cepa WHO O. E
possivel notar a presenca de mutagdes criticas que foram descritas e associadas na
literatura com o fendétipo resistente as cefalosporinas de terceira geracao (Krivitskaya;
Khrenova, 2022; Kubanova et al., 2014; Powell et al., 2009; Singh et al., 2020;
Tomberg et al., 2013, 2010). Devido a baixa qualidade do sequénciamento da cepa
T3, essa apresentou um gap durante o alinhamento, limitando a analise das
substituicbes. Ademais, a partir do perfil de substituicbes de aminoécidos é possivel
afirmar maior similaridade das mutacdes das cepas transformantes com a cepa WHO

X, contribuindo para a hipétese de incorporacdo do gene penA tipo mosaico.

Segundo a Tabela 4, observa-se a aquisicdo das mutagdes da cepa WHO X
gue sao consideradas criticas para o desenvolvimento do fendtipo resistente a
ceftriaxona, sendo elas A311V, I1312M, V316P e T483S. Este resultado corrobora com
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as hipoteses descritas em estudos anteriores de identificacdo dos aminoacidos na
composicdo da PBP2 que foram associados com a resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo (Nakayama et al., 2016; Ohnishi et al., 2010). A proximidade das
mutacgdes A311V, 1312M, V316P com o sitio ativo nucledfilo que forma o complexo
acil-enzima proximo ao residuo Ser310 pode afetar a afinidade de ligacdo da
ceftriaxona a PBP2 (Krivitskaya, 2022).0 residuo Ser310 € um aminoacido chave no
sitio-ativo pois atua como nucledfilo que reage com substratos peptidicos e com os
antibioticos betalactamicos para formar o complexo acil-enzima (Singh et al., 2019).
Os residuos Ala311 e Val316 estdo presentes na mesma hélice a2 que contém o
nucledfilo Ser310, portanto, mudangas no empacotamento hidrofébico de a2 devido a
mutacdes de aminodacidos alteram a dinamica de formacéo do estado de transicdo e
levar a diminui¢cdo da taxa de acilagdo (Singh et al., 2019).

O mecanismo de acéo da ceftriaxona ocorre em trés etapas, sendo primeiro
o0 ataque nucleofilico da Ser310, depois a clivagem da ligagdo C-N do anel
betalactamico e eliminacdo do grupo de saida da ceftriaxona (Krivitskaya, 2022). A
primeira etapa envolve a transferéncia de prétons do atomo de oxigénio da cadeia
lateral do residuo Ser310 para o grupo amino da cadeia lateral do residuo Lys313,
resultando na formacgé&o de uma ligacao covalente entre a carbonila da ceftriaxona e o
atomo de oxigénio da cadeia lateral de Ser310. Apds, ocorre a clivagem do anel
betalactamico seguida da clivagem da ligacdo covalente entre o grupo de saida da
ceftriaxona, o anel C3 dioxo-triazina (Krivitskaya, 2022; Singh, 2019).

Nas cepas resistentes, as duas Ultimas etapas ocorrem simultaneamente. A
conformacgao das algas B3 e B4 facilitam a estabilizagcdo do substrato, nas cepas
resistentes ocorre uma conformacgao desfavoravel das algas B3 e B4(Krivitskaya,
2022; Singh et al., 2019; Tomberg et al., 2010). A mutacdo G545S dificulta a rotacao
da cadeia 33 necessaria para formar uma cavidade oxianion para a acilagdo. A
rotacdo prejudicada € justificada com base na insercdo de uma hidroxila que forma
uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila do residuo Thr498. A perda da flexibilidade
da cadeia 33 aumenta o custo energético necessario para a formagao do estado de
transicéo (Singh et al., 2019).

O sitio de ligacdo dos betalactamicos na PBP2 ocorre nas regifes entre 240

e 58laa. As modificacdes de aminoacidos anteriores ao residuo 300 ndo apresentam
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efeito sobre a CIM, ainda que essa seja uma regido com maior conservagao entre as
cepas sensiveis e resistentes (Tomberg et al.,2013). As mutacdes criticas podem ser

observadas na figura 14.

Figura 14- Mutagdes criticas em PBP2 para resisténcia as cefalosporinas
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Legenda: Estrutura da PBP2 acilada pela ceftriaxona em amarelo. A ceftriaxona é mostrada
com ligacBes roxas e as potenciais ligacdes de hidrogénio séo indicadas por linhas tracejadas. As
mutacgdes criticas estdo destacadas em fonte vermelha.
Fonte: Adaptado de Singh et al., 2019.

As mutagdes A311V, 1312M, V316P, T483S sao ausentes na WHO O,
presentes na WHO X e foram encontradas nas cepas transformantes (Unemo, 2016).
A mutacdo P551S que é presente na WHO O e ausente na WHO X néo foi observada
nas cepas transformantes (Unemo, 2016). Esse dado corrobora com a hipotese de
aquisicdo do gene penA da WHO X pelas cepas transformantes durante a
transformacao.

Outra mutacéo critica da WHO X que foi observada nas cepas transformantes

foi a T483S. A perda do grupo metil da Thr483 apresenta impacto no aumento da
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energia de ativacao para a formacao do estado de transicdo, levando assim a uma
diminuicdo da taxa de acilacdo (Krivitskaya, 2022). Sendo assim, conclui-se que o
conjunto de mutacdes presentes no gene penA tipo mosaico adquirido pelas cepas
transformantes resulta na modificagdo do sitio-ativo da ceftriaxona em PBP2,
processo que ocasiona menor afinidade do farmaco a enzima e, portanto, permite a

expressao do fendtipo resistente a ceftriaxona pelas cepas transformantes.

5.8 TIPAGEM GENOTIPICA POR NG-MAST

O gene porB codifica a porina PIB e o tbpB codifica a subunidade da proteina
de ligacdo a transferrina. Esses genes sdo polimorficos e variaveis, permitindo a
discriminagéo filogenética de isolados do gonococo. A partir dos resultados do
sequenciamento dos genes tbpB e porB, foi possivel tipificar as cepas transformantes
pelo método NG-MAST. As sequéncias foram comparadas no banco de dados

PubMLST onde foi gerado o ST correspondente as cepas transformantes:

Quadro 5- Tipagem genotipica por NG-MAST

CEPA NG-MAST ST
WHO O ST 495
WHO X ST 4220

T1 ST 495
T2 ST 495
T3 ST 495
T4 ST 495
T5 ST 495
T6 ST 495
T7 ST 495
T8 ST 495

Legenda: determinacéo de tipagem das cepas transformantes pelo método NG-MAST ST. A partir
dos dados do sequenciamento dos genes porB e tbpB, esses genes foram comparados com as
sequéncias depositadas no banco de dados da plataforma PUbMLST para identificagcdo do ST (do
inglés, sequence type) relativo a estes perfis alélicos.

Fonte: o autor, 2023.

O quadro acima mostra que as cepas transformantes apresentam o mesmo ST
da cepa WHO O, ou seja, esse resultado torna mais robusta a demonstracéo de que
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ocorreu a transformacao de cepas WHO O em cepas transformantes com perfil de
resisténcia as cefalosporinas adquirido da cepa WHO X por meio do processo de

transformacéo.

5.9 IDENTIFICACAO ALELICA DO GENE DE RESISTENCIA

As sequéncias do gene penA das cepas transformantes foram comparadas
com as sequéncias depositadas no banco de dados PubMLST para identificacado de
correspondéncia do perfil alélico. O quadro abaixo mostra o resultado da identificacéo

dos alelos e o percentual de identidade obtido:

Quadro 6- Identificacao alélica do gene penA das cepas transformantes

Cepa Alelo penA Percentual de identidade
WHO O 21 (12.001) ndo mosaico 100 %
WHO X 545 (37.001) tipo mosaico 100%
T3 - -
T5 545 (37.001) tipo mosaico 99%
T7 545 (37.001) tipo mosaico 98%
T8 545 (37.001) tipo mosaico 99%

Legenda: a partir dos dados do sequenciamento do gene penA, foram geradas as sequéncias
aminoacidicas das cepas T3, T5, T7 e T8. As sequéncias foram comparadas com o banco de dados
do PubMLST por meio do locus penA (NEIS1753). O resultado expresso define o tipo de alelo com
base na similaridade da composicdo aminoacidica ou de nucleotideos. O percentual de identidade
indica o grau de semelhanca com a sequéncia de referéncia do alelo depositada no banco de dados.
Fonte: o autor, 2023.

A cepa T3 apresentou um resultado de perfil alélico distinto, porém, esta
diferenca pode ser justificada pela qualidade do sequenciamento que, apesar da
profundidade adequada, ndo apresentou o mesmo tamanho de cobertura que as
outras cepas. Os gaps de sequenciamento devido a falta de cobertura ou erros
durante a fase de leitura podem gerar artefatos ou limitacbes do alinhamento com as
sequéncias de referéncia. Por essa razao o resultado da cepa T3 foi prejudicado.

Com base na comparacao da identidade dos alelos, foi possivel observar que
o perfil alélico das cepas transformantes é quase idéntico ao perfil do gene penA tipo
mosaico da cepa WHO X. A tipagem alélica é concordante com os outros resultados
obtidos, confirmando que a cepa WHO O adquiriu 0 gene penA tipo mosaico da WHO

X, tornando as cepas transformantes resistentes a ceftriaxona.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados alcancados neste trabalho foi possivel demonstrar
experimentalmente que o fendmeno da transformacdo em Neisseria gonorrhoeae €
uma adaptacdo evolutiva importante para a aquisicdo de novos mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, ao longo do estudo foi possivel
evidenciar que o gene penA tipo mosaico € um marcador relevante para o
monitoramento epidemioldgico e gendmico da resisténcia do gonococo a classe das
cefalosporinas de terceira geracdo. Ademais, conclui-se que 0s protocolos de
transformacdo genética desenvolvidos neste trabalho sédo aplicaveis como
ferramentas importantes para o estudo de genes associados com a resisténcia a

ceftriaxona e outros antimicrobianos em N. gonorrhoeae.

7PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando que origem do gene penA tipo mosaico advém da interacao
entre 0 gonococo com outras espécies do género Neisseria, mostra-se necessario
novos trabalhos que busquem investigar a contribuicdo dessas interacdes
interespecificas entre Neisseria gonorrhoeae e bactérias comensais, principalmente
em sitios extragenitais como a orofaringe. Dessa maneira, para a compreensao exata
dos fendmenos de transmissdo da infeccdo e aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos em N. gonorrhoeae, € fundamental compreender essas relacdes
interespecificas em sitios extragenitais.

Como perspectivas para trabalhos posteriores, pretende-se realizar a
investigacao do efeito da pressao seletiva sobre o perfil de mutacées da PBP2 por
meio dos protocolos de indugcao. Novos estudos serdo fundamentais para determinar
os efeitos fisico-quimicos dessas mutacdes na afinidade do complexo farmaco-enzima
através de parametros como a taxa de acilacdo da ceftriaxona com a PBP2, andlise

estrutural in silico e por cristalografia da proteina PBP2.
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