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SANTOS, Juliana Costa de Araujo. Susceptibilidade antimicrobiana em cepas de Neisseria
spp. isoladas de portadores assintomaticos em Salvador, Brasil — Dissertacdo de mestrado —
Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUGCAO: As espécies do género Neisseria colonizam a orofaringe de humanos e de
muitos animais. Porém, apenas N. gonorrhoeae e N. meningitidis sdo bem estabelecidas como
patdgenos humanos. Essa colonizagdo assintomatica permite que espécies patogénicas e
comensais, como N. lactamica, coabitem no mesmo nicho, facilitando a captacdo de DNA e a
transferéncia horizontal de genes, havendo a possibilidade de gerar desde imunidade contra os
meningococos a formar cepas invasivas multirresistente. OBJETIVO: Descrever
caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, do ponto de vista fenotipico e genotipico, de
cepas circulantes de Neisseria spp. isoladas de portadores assintomaticos, em Salvador, Bahia.
MATERIAL E METODOS: Um total de 169 amostras de Neisseria spp. foram incluidas no
estudo, compreendendo as espécies N. meningitidis (n=105), N. lactamica (n=57), N.
gonorrhoeae (n=3), 3 N. subflava (n=3) e N. polysaccharea (n=1). Essas amostras foram
isoladas de material de orofaringe de estudantes de 11 a 24 anos de idade, em 2014 e 2016. O
método de microdilui¢do em caldo, para determinar a concentracao inibitéria minima (MIC) de
10 agentes antimicrobianos, foi realizado em 140 isolados de N. meningitidis (n=86) e N.
lactamica (n=54), empregando os critérios de interpretacdo do CLSI, EUCAST e BrCAST.
Além disso, através da analise das sequéncias do genoma completo disponiveis, foi realizado
um estudo filogenético e investigada a presenca de genes de resisténcia a antibioticos em 153
isolados de Neisseria spp. RESULTADOS: Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
mostraram que 12,8% (n=11/86) dos isolados de N. meningitidis apresentaram susceptibilidade
reduzida para até quatro antibiéticos. As amostras de N. lactamica foram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos testados, embora todas as amostras tenham demonstrado a presenca dos genes
penA, gyrA, rpoB, folP, e/ou de genes de resisténcia associados a bomba de efluxo (genes
farABR, mtrCDER e macAB). CONCLUSOES: Neste estudo, a presenca de genes de
resisténcia ndo esteve diretamente associada a expressdo de resisténcia aos antibioticos. No
entanto, a possibilidade de troca genética entre espécies de Neisseria demonstrou a importancia
da realizacdo de estudos continuos para investigar a dindmica do perfil de suscetibilidade de
espécies de Neisseria como N. meningitidis para possibilitar um tratamento eficiente das
doencas associadas a essas bactérias.

Palavras-chave: Neisseria spp.; Neisseria meningitidis; Neisseria lactamica; susceptibilidade
antimicrobiana; concentracdo inibitéria minima; gendmica.



SANTOS, Juliana Costa de Araujo. Antimicrobial susceptibility in Neisseria spp. strains
isolated from asymptomatic carriers in Salvador, Brazil — Masters dissertation — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2021.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Neisseria species are commonly found as part of the commensal
microbiota in the upper respiratory tract of humans and many animals. Nevertheless, N.
gonorrhoeae and N. meningitidis are quite common as human pathogens. The asymptomatic
colonization allows pathogenic and commensal species, such as N. lactamica, to cohabit in the
same niche, facilitating the uptake of DNA and horizontal transfer of genes, which may allow
the generation of immunity against meningococci and multiresistant invasive strains. AIM: To
describe antimicrobial resistance characteristics, from the phenotypic and genotypic point of
view, of circulating strains of Neisseria spp. isolated from asymptomatic carriers in Salvador,
Bahia. MATERIAL AND METHODS: A total of 169 Neisseria spp. were included in the
study, comprising the species N. meningitidis (n=105), N. lactamica (n=57), N. gonorrhoeae
(n=3), N. subflava (n=3) and N. polysaccharea (n=1). These samples were isolated from
oropharyngeal material of 11- to 24-year-old students in 2014 and 2016. The broth
microdilution method, to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of 10
antimicrobial agents, was performed on 140 isolates of N. meningitidis (n=86) and N. lactamica
(n=54), using the CLSI, EUCAST and BrCAST interpretation criteria. Furthermore, through
the analysis of available complete genome sequences, a phylogenomic study was carried out
and the presence of antibiotic resistance genes was investigated in 153 Neisseria spp.
RESULTS: Antimicrobial susceptibility tests showed that 12.8% (n=11/86) of N. meningitidis
isolates had reduced susceptibility to up to four antibiotics. The samples of N. lactamica were
sensitive to all antimicrobials tested, although all samples demonstrated the presence of the
genes penA, gyrA, rpoB, folP, and/or resistance genes associated with the efflux pump (genes
farABR, mtrCDER and macAB). CONCLUSIONS: In this study, the presence of resistance
genes was not directly associated with the expression of antibiotic resistance. However, the
possibility of genetic exchange between Neisseria species demonstrated the importance of
conducting continuous studies to investigate the dynamics of the susceptibility profile of
Neisseria species such as N. meningitidis to enable an efficient treatment of diseases associated
with these bacteria.

Keywords: Neisseria spp.; Neisseria meningitidis; Neisseria lactamica; antimicrobial
susceptibility; minimal inibitory concentration; genomics.
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1 INTRODUCAO

O género Neisseria € composto por cerca de 30 espécies que apresentam como habitat
natural as membranas mucosas de animais e do ser humano. Dentre estas espécies de
diplococos gram-negativos, apenas N. gonorrhoeae e N. meningitidis sdo bem estabelecidas
como patogenos de humanos (ELIAS; FROSCH; VOGEL, 2019). N. gonorrhoeae é o agente
causador da gonorreia, que esta evoluindo, nos ultimos anos, para uma bactéria
multirresistente (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016) e pode se tornar intratavel devido a
sua resisténcia a todas as classes de antimicrobianos disponiveis para o tratamento das
infeccbes (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016). N. meningitidis (meningococo), habita
normalmente o trato respiratorio superior humano e, ocasionalmente, pode invadir a corrente
sanguinea do hospedeiro previamente saudavel, provocando a doenca meningocécica
invasiva (DMI) (SCHOEN et al., 2014; STEPHENS; GREENWOOD; BRANDTZAEG,
2007).

Tanto N. meningitidis (Nmen) quanto N. gonorrhoeae (Ngo) podem colonizar a
faringe de forma assintomatica. Isso permite que Nmen e Ngo coabitem nichos habitados por
espécies comensais como Neisseria lactamica (Nlac). A prevaléncia de portadores de Nmen
no Brasil é em média de 11,3%, porém varia entre 4,9% e 21,5% (DE MORAES et al., 2015;
GIOIA et al., 2015; NUNES et al., 2016; SAFADI et al., 2014). Foi encontrado na literatura
um Unico estudo brasileiro relatando a prevaléncia de portadores de Nlac no pais, identificada
em 4,5% (MOURA et al., 2018). Os portadores assintomaticos sao transportadores das cepas
bacterianas circulantes na comunidade, as quais podem sofrer processos de transferéncia
horizontal de genes em seu habitat. As espécies do género Neisseria sdo naturalmente
competentes, uma caracteristica que permite a captacdo de DNA e a transferéncia horizontal
de genes (T@ONJUM; VAN PUTTEN, 2017). Desta forma, as espécies comensais de Neisseria
sdo reservatorios e podem colaborar para a troca de informacGes genéticas, de modo a
transferir determinantes de resisténcia antimicrobiana para Ngo e Nmen e, assim, contribuir
com a propagacao de bactérias resistentes e multirresistentes (ITO et al., 2005; SPRATT et
al., 1992; WU et al., 2009).

Atualmente no Brasil, a recomendacao de antibioticoterapia para casos de DMI pelo
Ministério da Saude inclui a administracdo de penicilina ou ampicilina em criangas e
ceftriaxona tanto para criangas como adultos; sendo indicado para a quimioprofilaxia, 0 uso
de ceftriaxona, ciprofloxacina ou rifampicina (BRASIL, 2019).

A partir da decada de 1980, foi possivel observar meningococos com menor
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susceptibilidade a penicilina no Reino Unido, Espanha e Africa do Sul (BOTHA, 1988;
SAEZ-NIETO et al., 1987; SPROTT; KEARNS; FIELD, 1988). Desde entdo, cepas com
sensibilidade reduzida a penicilina tém sido relatadas em todo o mundo, apresentando um
aumento ao longo do tempo (BLONDEAU; YASCHUK, 1995; BROWN et al., 2010;
CANICA; DIAS; FERREIRA, 2004; DI CAPRIO et al., 2017; GORLA et al., 2011). Além
disso, também foram relatados casos esporadicos de resisténcia a outras drogas como
rifampicina e ciprofloxacina (CORSO et al., 2005; GORLA et al., 2018a; KAWASAKI et al.,
2018; SOSA etal., 2001; TSANG et al., 2017; YAGUPSKY; ASHKENAZI; BLOCK, 1993).
Recentemente, um estudo realizado na Etidpia demostrou uma resisténcia de quase 70% a
ceftriaxona (ALEMAYEHU; MEKASHA; ABEBE, 2017).

A transferéncia horizontal de genes € a principal hipoOtese para a diversidade genética
entre espécies do género Neisseria, 0 que pode ter contribuido para a propagacdo da
resisténcia a penicilina em cepas patogénicas a partir da década de 80 (GIANCHECCHI et
al., 2017; KAHLER, 2017).

O uso abusivo de antibidticos é considerado o principal fator para os recorrentes casos
de resisténcia antimicrobiana, dificultado a antibioticoterapia (BRASIL, 2009). A suposta
transferéncia horizontal de genes entre as espécies de Neisseria e/ou entre diferentes géneros
da microbiota do trato respiratorio superior, associada ao uso empirico e abusivo de
antibioticos, pode ter auxiliado a expansdo da ocorréncia de resisténcia aos antibidticos
(DAVIES; DAVIES, 2010). Entretanto, existem poucos estudos no mundo que avaliaram o
perfil de susceptibilidade antimicrobiana de espécies comensais, como N. lactamica
(ARREAZA et al., 2002; KARCH; VOGEL,; CLAUS, 2015; LUJAN et al., 1991; SAEZ-
NIETO et al., 1985; WU et al., 2009). Estudos indicam que a colonizacdo por N. lactamica
na orofaringe humana pode gerar uma imunidade contra os meningococos (DEASY et al.,
2015; GOLDSCHNEIDER, 1969; SAEZ-NIETO et al., 1985). Diante desta caracteristica, N.
lactamica torna-se a espécie comensal de maior interesse em estudos cientificos.

A literatura demonstra uma sensibilidade reduzida para ampicilina, ciprofloxacina,
penicilina e rifampicina em cepas de N. lactamica, salientando a importancia da investigacéo
do perfil de sensibilidade de cepas comensais (ARREAZA et al., 2002; SAEZ-NIETO et al.,
1985). Diante disso, torna-se importante conhecer o perfil de susceptibilidade das cepas de
Neisseria spp., com o intuito de contribuir com informacGes Uteis para subsidiar estudos
subsequentes. Esses estudos poderdo gerar dados atualizados para inferir diretamente nos
protocolos de tratamento e quimioprofilaxia das infeccdes causadas por especies do género

Neisseria. Desse modo, sera possivel evitar o surgimento e propagacdo de cepas resistentes



pelo uso empirico de antibidticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO DO GENERO Neisseria

Membros do género Neisseria sdo tipicamente diplococos Gram-negativos com um
diametro de até 2um e morfologia caracteristica representada por lados adjacentes achatados,
dando um formato semelhante a grdos de feijdo. As espécies N. elongata, N. weaveri, N.
bacilliformis e N. shaeyganii sdo excegdes por apresentarem-se como bacilos pequenos,
frequentemente dispostos como cocobacilos ou em cadeia (ELIAS; FROSCH; VOGEL, 2019).

Os diplococos sdo imdveis, ndo esporulam e ndo possuem flagelo. Nmen é a Unica
espécie que expressa uma capsula polissacaridica, 0 que permite distinguir 12 sorogrupos
(HARRISON et al., 2013). Isolados de vérias espécies, como N. flavescens, N. sicca e N.
subflava podem produzir um pigmento amarelado em meio Thayer-Martin. As espécies de
Neisseria possuem crescimento étimo em condicBes aerdbicas e a temperatura de 35°C-37°C.
Entretanto, Ngo isolada de sitios corporais com tensdo de oxigénio reduzida sugerem a
capacidade de crescimento anaerobico, devido a reducéo de nitrato (KNAPP; CLARK, 1984).
Enguanto a maioria das espécies ndo € nutricionalmente exigente, as espécies patogénicas Nmen
e Ngo sdo fastidiosas, apresentando especial susceptibilidade a fatores ambientais
desfavoraveis, como temperaturas extremas, dessecacdo e condicdes alcalinas ou acidas.

Meios de cultura enriquecidos como &gar sangue e agar chocolate sao utilizados para o
crescimento das espécies patogénicas Nmen e Ngo. Apds 48 horas de crescimento em agar
chocolate, as coldnias de Ngo tém até 1 mm de didametro, sdo opacas, branco-acinzentadas,
cintilantes e convexas. A morfologia pode variar de acordo com a presenca de pili e de proteinas
associadas a opacidade da colonia (proteinas Opa), envolvidas no processo de adesédo ao epitélio
(ELIAS; FROSCH; VOGEL, 2019). As colonias de Nmen tém bordas lisas e inteiras e tém
cerca de 1 mm de diametro ap6s 18 horas de crescimento em agar sangue; Sao cinzas, convexas,
brilhantes e ocasionalmente mucoides. O agar sangue abaixo das col6nias pode exibir uma
descoloracdo cinza-esverdeada. A coloracdo de Gram deve ser realizada para confirmar a
presenca de diplococos gram-negativos piriformes. Resultados consistentes sdo obtidos com
coldénias com menos de 24 horas, antes que os processos autoliticos aparecam (ELIAS;
FROSCH; VOGEL, 2019).

Todas as espécies sdo oxidase positivas, com excecdo de N. elongata subsp.
nitroreducens e algumas amostras de N. bacilliformis catalase positivas; e produzem &cido
através da oxidacao de carboidratos (LEMOS; ELIAS JR; CAMPOQOS, 2015).



19

O género Neisseria compreende predominantemente espécies oportunistas que
colonizam as superficies mucosas do trato respiratorio superior humano. Porém, Ngo e Nmen
sdo as espécies de Neisseria mais estudadas, pois estas apresentam os mais recorrentes relatos
de processos infeciosos em humanos (ELIAS; FROSCH; VOGEL, 2019; LIU; TANG;
EXLEY, 2015; PARTE, 2014). Com menor frequéncia, também sdo reportadas espécies
comensais de Neisseria responsaveis por casos de pneumonia, endocardite e meningite
(KIRLEW; WILMOT; SALINAS, 2015; WAKUI et al., 2012; WANG et al., 2006).

A primeira descrigdo de um membro do género Neisseria foi em 1879, quando Albert
Neisser observou pequenos diplococos (gonococos) nas células de exsudatos uretrais de
pacientes com gonorreia (NEISSER, 1879 apud BARROSO, 2013). Atualmente, sabe-se que a
N. gonorrhoeae € um patdgeno obrigatério que causa a gonorreia, uma doenca sexualmente
transmissivel comum em todo o mundo (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016). Porém,
gonorreia foi nomeada por Galen em 130 d.C., do Grego gonor (semente) e rhoia (fluxo),
sugerindo que a doenca estava relacionada ao fluxo de sémen. No século XIII, Maimonides
identificou que a secrec¢do uretral de pacientes com gonorreia masculina ndo era 0 sémen, mas
sim uma doenca sexualmente transmissivel (LIU; TANG; EXLEY, 2015). Em 1885, Bumm
mostrou que 0S gonococos eram a causa da gonorreia, apos a inoculacdo em voluntérios
humanos (LIU; TANG; EXLEY, 2015). Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
estimou 86,9 milhdes de casos de gonorreia, que continuam sendo uma preocupacao global de
saude publica entre adultos em todo o mundo (ROWLEY et al., 2019). Atualmente, a
disseminacdo de gonococos resistentes a antimicrobianos emergiu como uma grande
preocupacao de salde publica, estando esta bactéria na lista de ameacas urgentes do Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos (CDC, 2019).

Em 1887, Weichselbaum isolou meningococos do liquido cefalorraquidiano de
pacientes com meningite (WEICHSELBAUM, 1887 apud BARROSO, 2013); ele injetou
liqguido meningeo purulento no espaco subdural de animais para reproduzir a doenca clinica.
Weichselbaum chamou inicialmente a bactéria de Diplococcus intracellularis meningitidis,
refletindo sua forma e a presenca dentro das células fagociticas. O bindmio Neisseria
meningitidis foi proposto em 1920 e adotado, definitivamente, pelo Manual Bergey a partir da
sua sexta edicdo (BARROSO, 2013; BRANHAM, 1953).

Nmen é um patgeno oportunista que pode causar meningite endémica e epidémica e/ou
sepse em todo o mundo. A meningite meningococica epidémica foi descrita pela primeira vez
por Vieusseaux em 1805 em Genebra (VIEUSSEUX, 1805). Durante o século XIX eram

recorrentes as epidemias, envolvendo principalmente criangas e adolescentes, incluindo
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recrutas militares. Em 1896, Kiefer descreveu o estado portador de meningococos na
nasofaringe de pessoas saudaveis (CHRISTODOULIDES, 2013).

Nmen, por ser uma bacteria oportunista, pode permanecer na mucosa faringea, o que
torna o individuo um portador assintomético de uma cepa circulante, como também, invadir a
mucosa, alcangar a corrente sanguinea e/ou a barreira hematoencefélica, atingir as meninges
provocando a DMI, a qual pode ser manifestada como meningococcemia ou meningite, ou a
associacdo de ambas condicdes (SCHOEN et al., 2014). No Brasil, a taxa de incidéncia da DMI
foi de 1 caso a cada 100 mil habitantes e a taxa de letalidade alcangou 22,9% em 2013 (BRASIL,
2016). Os padrdes da doenca diferem entre populages e a cepa infectante, porém € de consenso
que os adolescentes e adultos jovens representam 0s grupos etarios com a maior prevaléncia de
portadores de Nmen, sendo considerados como 0s principais transmissores desse patdgeno para
os demais grupos etarios (CAUGANT; TZANAKAKI; KRIZ, 2007; CHRISTENSEN et al.,
2010).

As espécies Ngo e Nmen apresentam importante destaque como patdgenos do género,
porém, ocasionalmente, espécies comensais de Neisseria podem causar doencas em
hospedeiros imunocomprometidos ou infec¢do sistémica, apds mordidas de animais em
individuos suscetiveis (LIU; TANG; EXLEY, 2015). Além disso, algumas espécies comensais
de Neisseria tém se tornado alvo de estudos para compreender a evolugdo genética de Ngo e
Nmen e tornar estas bactérias menos perigosas a sociedade (VAUGHAN et al., 2006). O
primeiro isolamento da Neisseria comensal foi de Micrococcus cinereus (mais tarde chamada
de Neisseria cinerea) por von Lingelsheim, em 1906 (VON LINGELSHEIM, 1906 apud LI1U;
TANG; EXLEY, 2015), quem também descreveu Neisseria sicca, Neisseria flava e Neisseria
subflava.

Em 1934, Jessen identificou que cocos gram-negativos fermentavam a lactose, além da
glicose e maltose (JESSEN, 1934 apud HOLLIS; WIGGINS; WEAVER, 1969). Trés décadas
mais tarde um estudo identificou cepas similares a Nmen, porém fermentadoras de lactose, que
eram sorologicamente indistinguiveis do sorogrupo B de Nmen (MITCHELL; RHODEN,;
KING, 1965). Inicialmente denominada de Neisseria lactamicus, onde lactus significa leite e
amicus € amigo ou amigavel, este organismo se distinguia quimica e sorologicamente das
estirpes de Nmen devido a atividade fermentadora distinta e incompatibilidade com os demais
sorogrupos (HOLLIS; WIGGINS; WEAVER, 1969). Com isso, em 1970, foi reconhecida uma
nova espécie a qual foi denominada como Neisseria lactamica pelo Subcomité de Taxonomia
da Neisseriaceae (CATLIN, 1971).



21

N. lactamica (Nlac), em particular, parece gerar um grau de imunidade contra os
meningococos devido a protecdo cruzada dos antigenos de superficie (DEASY et al., 2015;
GOLDSCHNEIDER, 1969; SAEZ-NIETO et al., 1985). As duas espécies competem pelo
mesmo nicho ecoldgico e, ao contrario do que ocorre com Nmen, o estado de portador por Nlac
€ mais prevalente em criangas pequenas e parece ter um papel importante na preparacdo do
sistema imunoldgico da crianca contra Nmen (CARTWRIGHT et al., 1987). A coloniza¢do do
trato respiratorio superior por esta espécie comeca logo ap0s o nascimento. A taxa de
colonizac&o atinge o pico (> 20%) entre um e dois anos ap6s 0 nascimento e, posteriormente,
diminui com a idade para um nivel baixo (<5%) em adolescentes de 14 a 17 anos. 1sso contrasta
fortemente com a dindmica de colonizacdo de Nmen, que aumenta desde o nascimento e atinge
picos entre 15 a 19 anos e depois diminui com a progressao da idade (BENNETT et al., 2005;
CARTWRIGHT etal., 1987; GOLD et al., 1978). Essas observacdes levaram a hip6tese de que
a colonizagdo por Nlac facilita o desenvolvimento de uma imunidade natural contra
meningococos (GOLD et al., 1978) e isso tem sido explorado para o desenvolvimento de
vacinas contendo antigenos derivados de Nlac (GORRINGE et al., 2009; VAUGHAN et al.,
2006).

As espécies de Neisseria compdem uma proporcdao significativa da microbiota
orofaringea humana, atingindo até 5,2%, colonizando uma ampla variedade de hospedeiros e
sitios corporais (Quadro 1) (T@NJUM; VAN PUTTEN, 2017; RETCHLESS et al., 2020).

Como Ngo e Nmen colonizam a faringe humana de forma assintomaética, essas bactérias
podem coabitar nichos habitados por espécies comensais. Esta observacdo assume grande
importancia pelo fato das espécies do género Neisseria serem naturalmente competentes, uma
caracteristica que permite a captacdo de DNA e a transferéncia horizontal de genes (T@NJUM,;
VAN PUTTEN, 2017). Assim, as espécies comensais de Neisseria podem representar
reservatdrios potenciais dos quais Ngo e Nmen podem adquirir determinantes de resisténcia
antimicrobiana. Como exemplo, podemos citar uma cepa de Nmen responsavel por um surto de
doenca meningocdcica nos Estados Unidos entre 2007 e 2008, que parece ter adquirido seu
alelo gyrA de resisténcia a ciprofloxacina de Nlac predominante na comunidade, através da
transferéncia horizontal de genes (WU et al., 2009). Do mesmo modo, a resisténcia a
cefalosporina de algumas cepas de Ngo é devida a um mosaico de alelos do gene penA de
origem comensal (ITO etal., 2005; SPRATT et al., 1992)



Quadro 1 — Espécies de Neisseria e seus hospedeiros

Espécies de Neisseria e seus hospedeiros

Homem (orofaringe)
. meningitidis

. lactamica

. gonorrhoeae*

. animaloris

. bacilliformis

. cinerea

z Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z

. elongata
subsp. elongata
subsp. glycolytica
subsp. nitroreducens

N. flavescens

N. mucosa

var. mucosa

var. heidelbergensis

=z

. polysaccharea

=z

. sicca

=z

. Subflava
bv. flava
bv. perflava
bv. subflava
N. zoodegmatis

N. weaveri

Céo

. weaveri

. flavescens
. animaloris
. mucosa

. sicca

. canis

. shayeganii

z Z2 2 2 2 2 Z Z

. zoodegmatis

Porquinho da india
N. animalis

N. denitrificans

Vaca

N. dentiae

Gato, leopardo, leéo,
tigre

N. animaloris

Iguana

N. igaunae

Golfinho
N. mucosa

var. heidelbergensis

Macaco

N. macacae

Abutre
N. sicca

Pato

N. mucosa

Mosquito, mosca, carrapato

Neisseria spp.

Abelha

N. meningitidis

Piolho
N. perflava
N. mucosa

N. flavescens

*Também presente no trato urogenital.
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2.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A reducdo da resisténcia antimicrobiana foi estabelecida como a sexta prioridade da
OMS, através do 13° Programa Geral de Trabalho, visando melhorar a satde mundial entre
2019 e 2023 (WHO, 2019). Em 2015, foi elaborado um relatério por esta organizacgao sobre a
vigilancia no consumo de antibi6ticos em 65 paises e territorios. Em comparagdo com outros
locais da regido das Américas, o Brasil demonstra um maior consumo de antimicrobianos,
sendo o principal deles a classe dos B-lactdmicos e penicilinas, seguido pelos macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas, e em terceira posicao as quinolonas (WHO, 2018).

Apesar do surgimento dos antibidticos ter sido um inquestionavel beneficio para a
comunidade, o0 uso abusivo e indiscriminado destes medicamentos contribuiu para os inmeros
casos de resisténcia aos antimicrobianos (DAVIES; DAVIES, 2010). Segundo a O’Neill
(2016), se o contexto atual em relacdo aos antimicrobianos for mantido, até 2050 havera 10
milhGes de 6bitos por ano em decorréncia da resisténcia a esses medicamentos, superando as
mortes por cancer (O’NEILL, 2016). A aquisi¢ao ascendente de resisténcia a antibidticos pelas
bactérias € resultado de varios mecanismos que exigem a modificacdo do material genético
existente ou aquisicdo de novo material genético de outra fonte (STEFANELLI, 2011). Isto
demonstra a necessidade de estudos que permitam a otimizagdo do uso de antibi6ticos
existentes e/ou criagdo de novos antimicrobianos.

Fatores como a selecdo de bactérias mais resistentes, ocasionada pelo uso abusivo ou
inadequado de antibioticos e a transferéncia horizontal de genes contribuem para a propagacéo
dos casos de resisténcia antimicrobiana (DAVIES; DAVIES, 2010). Esta transferéncia consiste
na passagem de fragmentos de DNA, responsaveis por bloquear o efeito de antimicrobianos, de
uma cepa para outra. Isto pode ocorrer de trés formas: conjugacao, transducéo e transformacéo
(HAMILTON; DILLARD, 2006). A conjugacdo, corresponde a troca de pequenos fragmentos
do material genético bacteriano, como plasmideos, através de um pilus conjugativo. Na
transducdo, um bacteriéfago permite o deslocamento do fragmento de DNA de uma bactéria
para outra. Ja a transformacdo consiste no englobamento de pequenas por¢des do material
genético presente no meio extracelular por uma bactéria apOs lise de outra bactéria
(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2019).

A transformacéo e a conjugacédo sdo provavelmente os mecanismos mais utilizado por
Nmen para aquisi¢do de determinantes de resisténcia, em vista da capacidade do meningococo
em captar DNA externo e pela presenca do pilus, o qual facilita a transferéncia de material

genético entre bactérias, embora a incorporacdo de fragmentos de DNA seja mais eficiente
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quando este material pertence a espécies do mesmo género (CHRISTAKI; MARCOU,;
TOFARIDES, 2019; PROFT; BAKER, 2009). Estudos demonstraram a possiblidade da
transferéncia de plasmideo entre espécies patogénicas e comensais de Neisseria, 0 que também
permitiria a passagem de genes de resisténcia entre espécies (KARCH; VOGEL; CLAUS,
2015; LUJAN et al., 1991; ROTMAN; SEIFERT, 2014; SAEZ-NIETO et al., 1990). Este fato
sugere que espécies comensais de Neisseria podem desempenhar papeis prejudiciais ao
organismo humano. Cepas de Nlac foram identificadas com perfil de susceptibilidade reduzida
a antibioticos recomendados para o tratamento e quimioprofilaxia da DMI, o que pode indicar
a presenca de genes de resisténcia (ARREAZA et al., 2002; KARCH; VOGEL,; CLAUS, 2015;
SAEZ-NIETO et al., 1985; WU et al., 2009).

Os antibidticos recomendados para o uso terapéutico da DMI sdo B-lactamicos, uma
classe que é frequentemente relatada com perfil de susceptibilidade reduzida em estudos com
Nmen (DRAWZ; BONOMO, 2010; ZAPUN; MORLOT; TAHA, 2016; ZOUHEIR; ATANY;
BOUDEBOUCH, 2019). A origem do gene de resisténcia aos [-lactimicos ainda é
desconhecida, embora existam hipoteses da transferéncia horizontal de genes de resisténcia
entre Nmen e espécies comensais de Neisseria, como Nlac (SAEZ-NIETO et al., 1990;
QVARNSTROM; SWEDBERG, 2006; VERSCHUEREN et al., 1982). Bowler e colaboradores
(1994), como exemplo, sugeriram que as espécies N. cinerea e N. flavescens foram responsaveis
pela transferéncia do gene penA para cepas de meningococos, conferindo a estas Gltimas
resisténcia a penicilina (BOWLER et al., 1994).

Cepas do meningococo com susceptibilidade reduzida a penicilina correspondem aos
primeiros e mais recorrentes relatos de resisténcia deste patégeno (CHEN et al., 2015; GORLA
etal., 2011; HARCOURT et al., 2015; RILEY; BROWN; KRISHNAN, 1991; VACCA et al.,
2018). Por se tratar de uma droga utilizada empiricamente para a DMI ha décadas, cepas de
Nmen podem ter desenvolvido mecanismos de resisténcia contra a penicilina, entre estes, a
producdo de formas alteradas da proteina de ligacao a penicilina (PBP), a qual atua inibindo a
acéo bactericida da penicilina (BOWLER et al., 1994; DILLON; PAUZE; YEUNG, 1983). Em
comparagdo com a penicilina, a resisténcia a ampicilina € menos recorrente, porém estudos
identificaram cepas de Nmen e Nlac com resisténcia intermediaria a este antibiotico,
corroborando a hip6tese da transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre espécies de
Neisseria spp. (ARREAZA; FUENTE; VAZQUEZ, 2000; BOWLER et al., 1994; GIOIA et
al., 2015; GORLA et al., 2011; SAEZ-NIETO et al., 1987).

Em contrapartida, a maioria dos estudos que analisa o perfil de resisténcia para

ceftriaxona demonstram que este antimicrobiano parece ser a melhor op¢éo terapéutica para
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DMI, visto que trabalhos realizados no Brasil, EUA, Canada, Espanha e Italia revelaram
sensibilidade em todas as cepas testadas (ARREAZA; FUENTE; VAZQUEZ, 2000; GIOIA et
al., 2015; HARCOURT et al., 2015; TSANG et al., 2017; VACCA et al., 2018). Em
contraponto, um estudo conduzido na Etidpia relatou alta taxa de resisténcia a ceftriaxona em
criancas e adolescentes (ALEMAYEHU; MEKASHA; ABEBE, 2017).

Estudos como o de Corso e colaboradores (2005) demonstram resisténcia a
ciprofloxacina e associam este perfil aos mecanismos de resisténcia das fluoroguinolonas, como
a bomba de efluxo e mutacGes nas topoisomerases Il e IV (CORSO et al., 2005). Além disso,
esse grupo de antibioticos é utilizado nas Américas para diversas patologias infecciosas, como
infec¢Oes do trato urinario, doencas respiratorias, diarreias agudas e febre tifoide, o que também
pode favorecer o surgimento de cepas resistentes a essas drogas (BRASIL, 2019; CORSO et
al., 2005).

PublicacBes da Argentina, Brasil, China, EUA, Italia e Etidpia relatam sensibilidade
reduzida a ciprofloxacina em cepas de meningococos (ALEMAYEHU; MEKASHA; ABEBE,
2017; BLAIN et al., 2016; CORSO et al., 2005; CHEN et al., 2015; GORLA et al., 2018a;
VACCA et al., 2018). Além disso, estudos na Australia, Espanha, EUA e Franca relataram
cepas de Nmen com susceptibilidade reduzida a ciprofloxacina e identificaram alteracGes no
gene gyrA, o qual estd associado a resisténcia a este antibidtico (ALCALA et al., 2004;
HARCOURT et al., 2015; SHULTZ; TAPSALL; WHITE, 2000).

Apesar dos relatos de resisténcia a ciprofloxacina, este antibidtico ainda parece ser a
melhor alternativa para quimioprofilaxia da DMI, visto que estudos demonstram que 0 USO
profilatico de rifampicina pode induzir resisténcia a essa ansamicina (FRASER et al., 2006;
TOTH et al., 2017; YAGUPSKY; ASHKENAZI; BLOCK, 1993). Além disso, Stefanelli e
colaboradores (2001) detectaram cepas de meningococos com perfil de elevada resisténcia a
rifampicina e identificaram mutacBes no gene rpoB, as quais conferiram resisténcia a
rifampicina nestes isolados (STEFANELLI et al., 2001).

Além das drogas supracitadas, o perfil de susceptibilidade para sulfonamidas é
frequentemente estudado em cepas de Nmen demonstrando uma reduc¢éo na susceptibilidade a
sulfametoxazol-trimetoprim (BLAIN et al., 2016; CHEN et al., 2015). Além disso, estudos em
portadores assintomaticos demonstraram isolados comensais do género Neisseria com
susceptibilidade reduzida as sulfonamidas, apoiando a hipbtese de que a resisténcia a
sulfonamida em algumas estirpes de Nmen pode ter sido adquirida por transferéncia horizontal
de genes de resisténcia (ARREAZA; FUENTE; VAZQUEZ, 2000).
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Com relacdo a Ngo, este patdgeno pode ser considerado uma bactéria multirresistente,
tornando-se intratavel devido a sua resisténcia a todas as classes de antimicrobianos disponiveis
para o tratamento de infeccbes (UNEMO; DEL RIO; SHAFER, 2016). Além disto, a
colonizagdo nasofaringea por Ngo é problemética pois trata-se de uma condi¢do na qual o
individuo é assintomatico e, portanto, dificil de erradicar (T@NJUM; VAN PUTTEN, 2017).
Deste modo, as cepas de Ngo presentes na faringe podem ajudar a disseminar a resisténcia
antimicrobiana e promover a transmisséo de doencas.

Para determinacdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias so
realizados os testes de susceptibilidade antimicrobiana, os quais determinam a concentracdo
inibitéria minima (MIC) capaz de conter a proliferacdo bacteriana. As informacdes necessarias
para a execucdo e interpretacdo desses testes sdo fornecidas, principalmente, pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). No Brasil, foi publicada em dezembro de 2018, pela Secretaria de
Vigilancia em Salde, a portaria n° 64, a qual estabelece o uso das normas do Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) para interpretacdo dos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos em todo laboratério publico e privado do pais (OKUMOTO,
2018). O BrCAST é um subcomité do EUCAST que realiza um consenso internacional e/ou
harmonizagdo com 0 EUCAST e CLSI (SBPC/ML, 2015), diferentemente do CLSI e EUCAST,
0s quais recomendam seus pontos de corte baseado nas analises de cepas norte americanas e
europeias, respectivamente, de modo a determinar um padrdo para 0S microrganismos
circulantes (BRCAST, 2020; CLSI, 2020; EUCAST, 2020). O consenso realizado pelo
BrCAST justifica as discrepancias quanto aos pontos de corte dos demais comités para Nmen,
sendo de maior destaque as informagdes para penicilina e rifampicina (APENDICE 1).

Enquanto os testes de susceptibilidade antimicrobiana sdo determinantes quanto ao
perfil de susceptibilidade das cepas, a identificacdo de genes de resisténcia a partir da
informac&o contida no genoma completo destas bactérias gera hipdteses sobre a potencialidade
da resisténcia ou sensibilidade aos antibioticos do isolado estudado. Ademais, a pesquisa de
genes de resisténcia também pode fornecer informacg@es adicionais como polimorfismos nos
genes, e essa associacdo pode gerar suposicdes mais assertivas quanto ao perfil de
susceptibilidade.

Os genes de resisténcia antimicrobiana estdo localizados nos chamados genes acessorios
do pan-genoma, os quais representam a diversidade das espécies. O pan-genoma refere-se ao
repertorio gendmico total de um dado clado filogenético, este clado pode ser constituido por

categorias taxondmicas como espécie, filo ou até reino (VERNIKOS et al., 2015). O pan-
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genoma descreve a unido de genes compartilhados ou ndo por diversos genomas de interesse.
O pan-genoma engloba trés grupos de genes: core, acessorios e unicos. O grupo core é formado
por genes que sao comuns a todas ou a maioria das espécies; 0 acessorio é constituido dos genes
presente em pelo menos uma espécie e ausentes no grupo core e o conjunto dos genes Unicos,
como o proprio nome ja diz, é formado por genes especificos de cada organismo, genes Unicos
no universo da analise (VERNIKOS et al., 2015).

Genes acessorios normalmente estdo relacionados com vias bioguimicas e fungées que
ndo sdo essenciais para o crescimento, mas que conferem vantagens seletivas tais como:
adaptacdo a diferentes nichos, resisténcia a antibidticos e colonizagdo de novos hospedeiros
(MEDINI et al., 2005). Os genes acessorios podem ter origem de transferéncia horizontal ou
por evolucéo parafilética (uma duplicacdo seguida de mutacdo) (GUIMARAES et al., 2015).

O nosso grupo de pesquisa vem realizando estudos sobre a prevaléncia e os fatores de
risco associados com o estado de portador de Nmen entre adolescentes e adultos jovens na
cidade de Salvador. Em um estudo realizado em 2014, foram isoladas cepas de Nmen e Nlac do
material de orofaringe de estudantes de 11 a 19 anos de idade, provenientes de escolas publicas
da cidade de Salvador (NUNES et al., 2016). Em 2016, o estudo foi ampliado para um faixa
etaria de estudantes universitarios de 18 a 24 anos de idade, onde foram isoladas outras espécies
de Neisseria além de Nmen e Nlac (FERREIRA et al., 2020). Tomando por base a suposta
transferéncia horizontal de genes entre as espécies de Neisseria e/ou entre diferentes géneros
da microbiota do trato respiratério superior, associada ao uso empirico e abusivo de
antibidticos, o presente estudo foi iniciado em 2017 para ampliar o0 banco de dados do grupo
com informaces sobre o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas circulantes
de Neisseria spp. isoladas de portadores assintomaticos utilizando métodos de bancada,
microdiluicdo e bioinformatica, para determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e

identificacdo de genes de resisténcia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Descrever o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, do ponto de vista fenotipico e
genotipico, de cepas circulantes de Neisseria spp. isoladas de portadores assintomaticos,

em Salvador, Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a concentracdo inibitéria minima de agentes antimicrobianos em cepas de
Neisseria meningitidis e Neisseria lactamica, através do método de microdiluicdo em
caldo;

e Identificar a presenca de genes de resisténcia em cepas de Neisseria spp.;

e Correlacionar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de Neisseria

meningitidis e Neisseria lactamica a presenca de genes de resisténcia;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE ESTUDO

No presente estudo foram analisadas 169 amostras de Neisseria sp. isoladas em dois
estudos de portadores assintomaticos de N. meningitidis realizados em 2014 (NUNES et al.,
2016; MOURA et al., 2018) e 2016 (FERREIRA et al., 2020), sendo 113 (59 de N. meningitidis
e 54 de N. lactamica) oriundas do estudo de 2014 e 56 do estudo de 2016, a saber: N.
meningitidis (n=46); N. lactamica (n=3); N. gonorrhoeae (n=3), N. subflava (n=3) e N.
polysaccharea (n=1). Apos a identificacdo da espécie através de provas classicas e moleculares,
essas amostras foram armazenadas a —80°C em caldo infusdo de cérebro-coracdo (BHI; Difco,
Becton Dickinson and Company, BD, EUA) acrescido de 20% de glicerol.

O primeiro estudo foi realizado entre setembro e dezembro de 2014, com 1200
estudantes de 11 a 19 anos de idade, de 134 escolas municipais e estaduais de Salvador, Bahia
(NUNES et al., 2016). Um total de 59 individuos foram positivos para colonizacdo por Nmen,
com prevaléncia total de portadores de 4,9% (NUNES, et al., 2016). O estudo de Ferreira e
colaboradores (FERREIRA et al., 2020), foi conduzido com estudantes de 18 a 24 anos de
idade, de um centro universitario da rede privada, em Salvador, Bahia. Nesta pesquisa foi
identificada uma prevaléncia de portadores de N. meningitidis de 12,3% na populacéo.

No presente estudo, as amostras foram submetidas a duas analises: teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos e pesquisa de genes de resisténcia aos antimicrobianos
através de sequéncias gendmicas previamente obtidas (FERREIRA et al., 2020; MOURA et al.,
2018; NUNES et al., 2016). Dentre as 169 amostras do estudo, 124 foram submetidas ao teste
de susceptibilidade aos antimicrobianos e a pesquisa de genes de resisténcia, 16 foram
analisadas apenas pelo teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e em 29 cepas de Neisseria
spp. foi realizada unicamente a analise do genoma para a pesquisa de genes de resisténcia
(Figura 1).
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Analise

Teste de N. meningitidis o
susceptibilidade aos (n=19) genomica
antimicrobianos

N. meningitidis
(n=12)

N. lactamica
(n=3)

N. subflava
(n=3)

N. meningitidis
(n=74)

N. lactamica
(n=50)

N. gonorrhoeae
(n=3)

N. polysaccharea

(n=1)

N. lactamica
(n=4)

Figura 1 — Distribui¢do dos isolados de Neisseria spp. em relagdo as analises do estudo.

Além das amostras, foi possivel recuperar dos estudos prévios informacdes
epidemioldgicas (classificacdo etaria, sexo), fenotipicas (espécie, sorogrupo) e genotipicas

(sequéncia tipo, complexo clonal) dos isolados.

4.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Um total de 140 cepas de Neisseria spp. estavam viaveis para a realizacdo do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos, sendo 86 cepas de N. meningitidis (59 isoladas em 2014
e 27 isoladas em 2016) e 54 cepas de N. lactamica isoladas em 2014. A padronizacgdo para a
realizacdo dos testes de susceptibilidade foi realizada de acordo com as recomendacdes do CLSI
(CLSI, 2017; NCCLS, 2003).

As cepas de Neisseria spp. armazenadas em BHI com 20% de glicerol foram
inicialmente descongeladas, homogeneizadas e, em seguida, com o auxilio de uma alga de
inoculag@o de 10uL, os indculos foram semeados em placas de agar sangue de carneiro a 5%
(Laborclin, Curitiba, Parand, Brasil) e incubadas por 24 horas a 35+2°C com atmosfera de CO>
a 5%.

O método de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a concentracdo
inibitéria minima (MIC) capaz de inibir o crescimento bacteriano. As MICs foram determinadas
para 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina (AMP), azitromicina (AZM), ceftriaxona (CRO),

ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), meropenem (MEM), minociclina (MIN), penicilina
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(PEN), rifampicina (RIF) e sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) (Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA).

As solucdes de antimicrobianos foram preparadas na concentragdo de 1.280 pg/mL e
armazenadas a -20°C por até 6 meses, exceto para rifampicina, estocada por até 1 més devido
a sua baixa estabilidade. Em seguida, dilui¢Ges seriadas dos antimicrobianos foram realizadas
em meio de “Cation adjusted Muller-Hinton Broth” (CAMHB) (Becton Dickinson and
Company, BD, EUA) enriquecido com sangue de cavalo lisado a 5%. Para as dilui¢des seriadas
foram utilizadas as seguintes concentragdes: 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06 pg/mL
para AMP, AZM, CTR, CL, MRP, MIN e SXT; RIF até 0,125 ug/mL; e CIP e PEN até 0,01
pg/mL.

Para o inoculo, foi utilizada uma suspensao bacteriana em tampéo salina 0,9%, pH 7,
com turvacao equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Apds a incubacdo das placas
durante 20-24 horas a 35+2°C com atmosfera de CO; a 5%, as MICs foram detectadas
visualmente a partir da identificacdo de um depdsito bacteriano, sob a forma de botéo, no fundo
dos pocos. Para controle das analises de susceptibilidade antimicrobiana, utilizou-se a cepa
padrdo Escherichia coli ATCC 25922.

Para a interpretacdo da susceptibilidade para MIC nas cepas de Neisseria spp. foram
utilizados os critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI, 2020), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(EUCAST, 2020) e Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
(BRCAST, 2020) (APENDICES 1 ¢ 2).

4.3 ANALISE GENOMICA DOS GENES DE RESISTENCIA

Um total de 153 genomas de Neisseria spp. estavam disponiveis para analise, a partir
do sequenciamento do genoma total das sequéncias rascunho das cepas de Neisseria spp.
realizado nos estudos de 2014 (MOURA et al., 2018) e 2016 (FERREIRA et al., 2020), Esses
genomas compreenderam as seguintes espécies: N. meningitidis (n=93), N. lactamica (n=53),

N. gonorrhoeae (n=3), N. subflava (n=3) e N. polysaccharea (n=1).

4.3.1 Identificacdo dos genes de resisténcia

A partir das sequéncias gendmicas dos isolados de Neisseria spp., estratégias de buscas

foram empregadas para identificacdo de genes relacionados a resisténcia aos antimicrobianos
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testados. Primeiramente, foram utilizadas as ferramentas de analise disponibilizada pelo CARD
—Comprehensive Antibiotic Resistance Database (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi)
(ALCOCK et al, 2020) e pelo ABRicate (https://github.com/tseemann/abricate).
Posteriormente, foi possivel ampliar o nimero de genes de resisténcia identificados através da
formacéo do pan-genoma, que permite reconhecer todos 0s genes presentes nos genomas dos
microrganismos.

As buscas por genes de resisténcia aos antimicrobianos basearam-se na disponibilidade
de bases de dados curadas e de alta qualidade para muitos destes genes. Na plataforma CARD
0S genomas das cepas de Neisseria spp. sequenciadas foram submetidos, em formato FASTA,
para a ferramenta de analise utilizando os seguintes parametros: Select Data Type (DNA), Select
Criteria (Perfect and Strict Hits Only), Nudge >95% identity Loose hits to Strict (Exclude
nudge), Sequence Quality (Low-quality/coverage), CARD:Live (op¢do ndo marcada). Os
arquivos de saida produzidos pela ferramenta (incluindo tabelas e arquivos com extensdo json)
foram armazenados localmente para compilacéo dos resultados sob a forma de tabelas.

Também foi realizada uma analise baseada nos contigs produzidos durante o
sequenciamento, utilizando a ferramenta ABRicate, que é capaz de buscar determinantes de
resisténcia nas seguintes bases de dados: Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene
Database (FELDGARDEN et al., 2019), ResFinder (ZANKARI et al., 2012), MEGARes 2.0
(DOSTER et al., 2020) e ARG-ANNOT (GUPTA et al., 2014). A ferramenta ABRIicate foi
executada em um servidor UNIX utilizando os parametros padrdo: abricate --db $db --threads
20 > output.${db}.tab,. Para este padrdo, o parametro --db $db corresponde a uma das bases
de dado apresentadas acima e o parametro --threads indica a quantidade de nucleos disponiveis
para a paralelizacdo do algoritmo, neste caso 20.

Os arquivos de saida produzidos foram, entdo, manualmente curados para verificacao e
remocdo de redundancia de genes de resisténcia identificados por diferentes bases de dados em
uma mesma posi¢cdo. Como limitagcdo desta ferramenta, que executa as buscas utilizando
BLAST+, apenas 0s genes de resisténcia adquiridos podem ser identificados (mutacbes
pontuais ndo o sdo) e sua correta identificacdo depende da existéncia e conservacao do gene nas
bases de dados utilizadas.

Além dessas plataformas, os genomas de Neisseria spp. foram submetidos a uma
anotacdo conjunta usando a ferramenta Prokka v. 1.12 (SEEMANN, 2014), visando identificar
todas as caracteristicas relevantes em uma sequéncia do genoma. Como referéncia para este
processo foi utilizado o genoma de Neisseria meningitidis MC58 (BioProject: PRINA251;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/). A partir dos genomas ja anotados, os arquivos
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GFF3 produzidos pelo Prokka foram usados como dados de entrada no Roary v. 3.11.2 (PAGE
et al., 2015), um pipeline pan-gendmico, ou seja, uma ferramenta capaz de mostrar o conjunto
de genes presente em um clado. Dessa forma, o Roary expde 0s genes core (genes comuns a
todas ou a maioria das espécies) e 0s genes acessorios (genes presente em pelo menos uma
espécie e ausentes no core) contidos em um grupo de genomas. Os seguintes parametros foram
aplicados nessa etapa: similaridade minima entre os genes igual a 80%; fracdo minima de
presenca entre 0s genomas comparados igual a 80%.

Através dessas buscas e analises foi pesquisada a presenca de 23 genes de resisténcia
antimicrobiana (Quadro 2).



Quadro 2 — Relagdo dos genes pesquisados nos genomas de Neisseria spp.

sédio - Bomba de efluxo

Gene Descricao Antibiotico relacionado
penA Proteina ligada a penicilina 2 Penicilinas
TEM-1 B-lactamase Penicilinas e -lactamicos
gyrA Topoisomerase Il Ciprofloxacina
parC Topoisomerase IV Ciprofloxacina
rpoB Subunidade f da RNA polimerase Rifampicina
folP Sintetase de di-hidropteroato Sulfametoxazol-
trimetoprim
catP/catD | Acetiltransferase clororamfenicol Cloranfenicol
tetB Oxitetraciclina - Bomba de efluxo Tetraciclina e minociclina
tetM Ribossomo dependente de GTPase Tetraciclina
(processo ndo bem definido)
rpsJ Proteina ribossémica S10 Tetraciclina
farA Proteina de fusdo da membrana - Bomba de | Multiplas drogas
efluxo
farB Proteina transportadora da membrana - [ Multiplas drogas
Bomba de efluxo
farR Regulador transcricional de farA e farB - | Multiplas drogas
Bomba de efluxo
macA/macB | Proteinas transmembrana que formam um i
S Multiplas drogas,
transportador de ligacdo de ATP - Bomba de ) .
especialmente macrolideos
efluxo
mtrA/mtrD | Citocromo  transportador de  elétrons | Mdltiplas drogas
periplasmético - Bomba de efluxo
mtrB/mtrE [ Proteinas de ancoradas a membrana - Bomba | Multiplas drogas
de efluxo
mtrC/mtrF [ Redutase terminal - Bomba de efluxo Mudltiplas drogas
hmrM Transportador dependente do gradiente de | Mdltiplas drogas

34
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4.3.2 Identificagdo de polimorfismos das proteinas de ligacéo a penicilina (PBP1 e PBP2)

Além de identificar a presenca do gene penA nos genomas de Neisseria spp., também
foi pesquisada a presenca e tipos de mutages em PBP1 e PBP2 (Quadro 3). Para esta finalidade,
os genomas foram analisados atraves da ferramenta de analise disponibilizada pelo CARD—
Comprehensive  Antibiotic Resistance Database (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi)
(ALCOCK et al., 2020). As informagOes produzidas pela ferramenta foram armazenadas

localmente para a compilagdo dos resultados sob a forma de tabelas.

Quadro 3 — Descricdo dos polimorfismos associados a substituicbes de aminoacidos em PBPs

pesquisados nos genomas de Neisseria spp.

Polimorfismo em PBPs Descricdo

A510V Substituicdo de alanina por valina na posic¢éo 510
A516G Substituicdo de alanina por glicina na posicéo 516
F504L Substituicdo de fenilalanina por leucina na posi¢do 504
H541N Substituicdo de histidina por asparagina na posic¢ao 541
1312M Substituicdo de isoleucina por metionina na posi¢éo 312
1551V Substituicéo de isoleucina por valina na posi¢do 551
1566V Substituicdo de isoleucina por valina na posi¢cdo 566
L421P Substituicdo de leucina por prolina na posi¢ao 421
N512Y Substituicdo de asparagina por tirosina na posi¢ao 512
P551L Substituicdo de prolina por leucina na posicao 551
P551S Substituicdo de prolina por serina na posi¢do 551
V316Y Substituicao de valina por tirosina na posicao 316

4.3.3 Confirmacao das espécies de Neisseria via informacao genémica

A pesquisa dos polimorfismos em PBP atraves da plataforma CARD identificou
espécies de Neisseria com tipos de mutagcdes comuns a outra espécie do género, sendo entao
necessaria a confirmacdo das espécies de algumas das cepas que apresentaram perfis

conflitantes de PBP. Com este proposito, cepas previamente sequenciadas e depositadas na base
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de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pertencentes as espécies de N. meningitidis, N. lactamica e N.
gonorrhoeae foram utilizadas para realizar comparagdes “todas-contra-todas” e assim
confirmar a espécie identificada pelo genoma. A identidade nucleotidica média (do inglés,
average nucleotide identity [ANI]) foi estimada com base no BLASTn (método ANIb)
implementado na ferramenta JSpeciesWS (RICHTER et al., 2016). Um valor de ANI >96% foi
utilizado para definir limites de espécies, uma vez que este critério possui boa correlacdo com
estudos de hibridizacdo DNA-DNA (FEDERHEN et al., 2016; GORIS et al., 2007).

4.3.4 Reconstrucdes de arvores e redes filogenéticas

Com aidentificacéo dos genes core pela ferramenta Roary (PAGE et al., 2015), os dados
da presenca e auséncia dos genes acessorios foram utilizados para construir uma representagao
grafica em formato de arvore para demonstrar o grau de conservacao génica entre os genomas
de Neisseria spp.

Também foi realizada a reconstrugdo filogenética dos genes anotados como penA com
o0 intuito de identificar a similaridade das sequéncias do gene penA inter e intraespécies de
Neisseria. Para isso, foi aplicada uma metodologia constituida por: 1) alinhamento multiplo das
sequéncias dos nucleotideos com o algoritmo Muscle v. 3.8.31 (EDGAR, 2004) sequido pela
curadoria manual destes alinhamentos; 2) verificacdo do sinal filogenético realizada através do
software Tree-Puzzle 5.2 (SCHMIDT; HAESELER, 2007); 3) geracdo da arvore de maxima
verossimilhanga com o algoritmo PhyML (GUINDON et al., 2010) na sua versdo paralela
3.3.20180621, com 1.000 réplicas de bootstrap e baseado no modelo evolutivo mais
informativo (TrN+1+G neste caso), o qual foi determinado pelo critério de informacdo de
Akaike presente no algoritmo jModelTest 2.1.10 (DARRIBA et al., 2012). As arvores foram
editadas usando a ferramenta iTOL (LETUNIC; BORK, 2016).

Os alinhamentos multiplos descritos no paragrafo anterior foram usados para a criacao
de redes filogenéticas utilizando a ferramenta SplitsTree v. 4 (disponivel em:
www.splitstree.org), objetivando identificar a variabilidade genética dos alelos de penA e
inferir relacbes evolucionérias entre as linhagens. O método de decomposicdo de splits foi

empregado durante esta analise.
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4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os eventos de interesse foram descritos atraves de medidas de frequéncias (absolutas e
relativas). As concentrag@es inibitérias minimas de 50% (MICsg) e de 90% (MICgo) dos isolados
foram determinadas seguindo os critérios de interpretacdo de susceptibilidade do CLSI,
EUCAST e BrCAST. Os dados foram validados e analisados no Excel, versdo 2002.

4.5 ASPECTOS ETICOS

Os estudos realizados em 2014 e 2016 foram aprovados pelo Comité de Etica do
Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA, CAEE n°16099713.1.0000.0040 e CAAE
54392116.3.0000.0040, respectivamente. Estas aprovacfes permitem o uso futuro das cepas
isoladas nos respectivos estudos, executados em conformidade com as diretrizes éticas e legais

vigentes consoante Resolucdo n® 466/12 do Conselho Nacional de Salde.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

De acordo com os critérios utilizados para as andlises, todas as cepas de N. lactamica
mostraram-se sensiveis aos antibidticos analisados, apresentando concentragcfes inibitorias
minimas para 50% e 90% dos isolados (MICso e MICg) com valores iguais a menor
concentracdo antimicrobiana testada (Tabela 1).

Todas as 86 cepas de N. meningitidis analisadas apresentaram sensibilidade para os
antibidticos AZM, CRO, CL, MEM e MIN, com MICs que variaram entre <0,06 e <l1pg/mL
(Tabela 2). Um total de 11 cepas (11/86; 12,8%) de N. meningitidis demonstrou uma
susceptibilidade reduzida para um a quatro antibidticos testados, seguindo os critérios de
interpretacdo do CLSI, EUCAST e BrCAST.

Para a maioria (84/86; 97,7%) das cepas de N. meningitidis houve concordancia quanto
ao perfil de susceptibilidade comparando os trés critérios de interpretacdo, porém as andlises
foram divergentes para penicilina e rifampicina (Tabela 2). Duas cepas apresentaram MIC de
<0,5 e <4 pg/mL para penicilina, sendo ambas classificadas como resistentes segundo o CLSI
e EUCAST, porém de acordo com os critérios do BrCAST a cepa com MIC de <0,5 pg/mL se
caracterizou com resisténcia intermediaria, ou seja, sensivel aumentando exposi¢do (dose-
dependente). Uma cepa com MIC de <0,5 pg/mL para rifampicina foi considerada sensivel pelo
CLSI e resistente pelos critérios fornecidos por EUCAST e BrCAST.

De acordo com os trés comités, foram identificados perfis de susceptibilidade reduzida
a SXT (4 isolados), SXT-CIP (3 isolados), SXT-AMP (1 isolado), SXT-CIP-PEN (1 isolado) e
SXT-CIP-PEN-AMP (1 isolado) (Tabela 3). De 10 isolados que se classificaram com
susceptibilidade reduzida aos antibidticos, em concordancia com os trés comités, oito cepas
foram coletadas no ano de 2014 e duas cepas em 2016, pertencentes aos sorogrupos B (3/10;
30%), W (2/10; 20%), Z (2/10; 20%) e ndo-grupavel (3/10; 30%). Duas cepas pertenciam ao
ccl1136 e outras duas cepas ao ccll; os demais isolados pertenciam a sequéncias tipo e

complexos clonais distintos (Tabela 3).
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5.2 IDENTIFICACAO DE GENES DE RESISTENCIA E POLIMORFISMOS EM
PROTEINAS DE LIGACAO A PENICILINA (PBPS)

Através do estudo do pan-genoma e das plataformas CARD e ABRicate, foi possivel
analisar 153 genomas completos disponiveis, nos quais foram encontrados 20 genes de
resisténcia aos antimicrobianos (Tabelas 3 e 4). Além disso, a analise dos genomas permitiu
constatar que ndo houve divergéncias entre a classificacao tradicional (fenotipica) das bactérias
e a classificacdo gendmica usando sequéncias de referéncias.

A anélise do genoma foi realizada em nove de 10 cepas de N. meningitidis com perfil
de susceptibilidade reduzida, sendo identificados 15 genes de resisténcia (penA, gyrA, parC,
rpoB, folP farABR, macAB, mtrACDEF) (Tabela 3). Os padrdes mutacionais F504L e A510V
foram observados em duas cepas com sensibilidade reduzida & penicilina e/ou ampicilina,
enquanto as mutagdes N512Y ou P551L estavam presentes em duas cepas com susceptibilidade
reduzida a outros antibioticos (Tabela 3).

A andlise do genoma também foi realizada para outras 65 cepas de N. meningitidis e 50
de N. lactamica que passaram pelo teste de susceptibilidade antimicrobiana e apresentaram
MICs sensiveis. Essa analise permitiu a identificagdo dos genes penA, gyrA, parC, rpoB, folP
e genes relacionados a bomba de efluxo em todas as cepas de meningococos e 49 cepas de N.
lactamica (Figura 2).

Os genes penA, gyrA, parC, rpoB, folP farA, farB, farR, macA, macB, mtrA, mtrC,
mtrD e mtrE foram identificados nas 93 cepas de N. meningitidis (100%), 52 de N. lactamica
(98%), 3 de N. gonorrhoeae (100%) e 1 de N. polysaccharea (100%) (Tabela 4). O gene mtrF
foi encontrado em 79% dos genomas analisados e cerca de 4% dos isolados de Neisseria spp.
(6/153) continham ao menos um dos genes associados a resisténcia a tetraciclina (tetB, tetM e
rpsJ). Cerca de 15% dos isolados de N. lactamica apresentaram o gene hmrM (8/53) e uma cepa
continha apenas os genes gyrA, farR, mtrC e hmrM. Todavia, os demais isolados dessa espécie
apresentaram, pelo menos, 14 genes de resisténcia no genoma, enquanto N. subflava
demonstrou a presenca de 9 genes de resisténcia para os trés genomas analisados.

A anélise dos polimorfismos em PBPs evidenciou a presenga de uma a cinco mutagoes
nas PBPs em 111 genomas (111/152; 73%), apresentando maior frequéncia as mutacdes de
PBP2, primeiramente para F504L+A510V+N512Y (61/111; 54,9%), seguido por
F504L+A510V (33/111; 29,7%) (Tabela 5). Foram encontrados cinco polimorfismos em PBP2
(F504L, A510V, 1312M, V316T, N512Y) em duas cepas de N. meningitidis, que se mostraram

sensiveis as penicilinas nos testes de susceptibilidade realizados.
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Todas as cepas de N. gonorrhoeae (n=3) apresentaram a mutacdo L421P em PBP1, além
de trés a quatro polimorfismos em PBP2, sendo a Unica espécie onde foram identificadas as
mutacOes A516G e A516G+P551S (Tabela 5). Cerca de 60% dos genomas de N. meningitidis
e 98% de N. lactamica apresentaram polimorfismos em PBP2. MutagGes do tipo P551L
(10/111; 9%) e P551S (2/111; 1,8%) foram identificadas no genoma de N. meningitidis e N.
lactamica, respectivamente. Apesar de possuirem o gene penA, ndo foram encontradas

mutacBes nos genomas de N. subflava.

5.3 ANALISE PAN-GENOMICA E FILOGENETICA

A Figura 2 representa a diversidade dos genes acessorios identificados, comparando-se
com informacgdes epidemioldgicas e gendmicas das cepas estudadas. A maioria das cepas foi
isolada em 2014 (97/153; 63,4%), em adolescentes (67/153; 43,8%), do sexo feminino (92/153;
60,1%). Das 93 cepas de N. meningitidis, 87% eram nao-grupaveis, porém, as cepas isoladas
em 2014 apresentaram uma maior variedade de sorogrupos (B, E, W, Y, Z e NG) em relacao
as de 2016 (B e NG). As cepas identificadas com a mesma sequéncia tipo e complexo clonal
foram organizadas proximas dentro da arvore, com a maioria das N. meningitidis pertencentes
ao ST823 e cc198 (13/93; 14%) ou ST1136 e cc1136 (11/93; 11,8%) (Figura 2). Para a maioria
das cepas de N. lactamica foram identificadas novas sequéncias tipo, originando complexos
clonas ainda néo identificados (n=28/53; 52,8%), todavia pode-se observar quatorze cepas do
cc613, seis do cc1494 e quatro do cc624. E das trés cepas de N. gonorrhoeae analisadas, duas
pertenciam ao ST1588.

As analises evidenciadas na Figura 2 revelam que ndo houve significancia estatistica
entre os dados epidemiolégicos e fenotipicos com os dados genotipicos.

Os clados dessa arvore foram agrupados demonstrando 0s genes em comum entre as
diferentes espécies e a quantidade de genes presentes em cada espécie (Figura 2). Nesta figura
observa-se uma separacdo bem evidente entre as espécies, onde todas as cepas de N.
meningitidis, N. gonorrhoeae e N. subflava agruparam-se proximas entre si. Entretanto, uma
cepa de N. lactamica (M37094) foi enquadrada em um clado onde as cepas de N. subflava
estavam presentes.

A historia evolutiva dos genes penA foi reconstruida e representada nas Figuras 3 e 4.
A Figura 3 apresenta uma arvore filogenética ndo enraizada, criada pelo método de maxima
verossimilhanca a partir dos alinhamentos das sequéncias de penA, e a Figura 4 representa uma

rede filogenética construida utilizando o método de decomposicao de splits a partir do mesmo
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conjunto de dados usados na Figura 3, complementando esta analise. Deste modo, foi possivel
identificar padrdes semelhantes dentro da mesma espécie, havendo uma maior proximidade
entre as sequéncias de penA de N. meningitidis com N. polysaccharea e N. gonorrhoeae,
sugerindo um ortologo recente em comum. Para N. subflava observa-se, entretanto, uma
sequéncia de penA mais afastada das demais espécies, o que indica uma divergéncia das
sequéncias desta espécie com relacdo as demais, e em particular a auséncia de eventos de
recombinacéo entre isolados de N. subflava e outras Neisseria spp. O padréo reticulado da rede
apresentada na Figura 4 reafirma a extensa recombinacdo existente entre as diferentes
sequéncias de penA, e os paralelogramas, culminando na separagdo entre isolados de N.
subflava, sdo indicativo de sinal filogenético real suportando a divergéncias destas cepas com
as demais espécies, como apresentado na Figura 3.

Através do alinhamento das sequéncias de penA foi possivel identificar varias cepas
idénticas (Figuras 3 e 4). Entre as cepas de N. meningitidis, foram identificados oito padrdes
distintos de penA com dois genes idénticos em cada padrdo, um padrdo com cinco sequéncias
iguais e outros padr@es com 8, 9, 11 e 12 sequéncias penA idénticas. Entre as cepas de N.
lactamica, dois padrdes distintos do gene penA continham duas sequéncias idénticas e outros
padrdes tinham quatro, cinco e 10 sequéncias de penA idénticas. Duas cepas de N. gonorrhoeae

também apresentaram uma mesma sequéncia do gene penA.



Tabela 1 — Perfil de susceptibilidade das cepas de Neisseria lactamica isoladas de portadores assintomaticos.
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Intervalo Critério de Interpretacdo das MICs* (%)
Total de
L das MICs  MICsxo MICgo
Antibidtico ) CLSI EUCAST BrCAST cepas
obtidas  (ng/mL) (ug/mL) lisad
analisadas
(ng/mL) S | R S I R S I
AMP <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
AZM <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 - - - - - - 54
CRO <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
CIP <0,01 <0,01 <0,01 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
CL <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
MEM <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
MIN <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
PEN <0,01 <0,01 <0,01 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
RIF <0,12 <0,12 <0,12 100 0 0 100 0 0 100 0 0 54
<0,06 <0,06/ <0,06/ 54
SXT 100 0 0 - - - - - -
<0,06 <0,06 <0,06

Legenda: MIC: concentracédo inibitéria minima; MICso e MICgo: concentracdo inibitoria minima na qual 50% e 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente; CLSI =
Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; BrCAST = Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; S: sensivel; I: intermediario (CLSI) ou sensivel aumentando a exposicdo (EUCAST e BrCAST); R: resistente; AMP: ampicilina; AZM: azitromicing;
CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacina; CL: cloranfenicol; MEM: meropenem; MIN: minociclina; PEN: penicilina; RIF: rifampicina; SXT: sulfametoxazol-trimetoprim.

*Devido a inexisténcia de pontos de corte da MIC para Neisseria lactamica, foram utilizados os critérios de interpretacdo de Neisseria meningitidis.

- Auséncia de critérios de interpretacéo.



Tabela 2 — Perfil de susceptibilidade das cepas de Neisseria meningitidis isoladas de portadores assintomaticos.
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Intervalo Critéri i 3 0
ritério de interpretacéo das MICs (%) Total de
o das MICs MICso MICoo
Antibidtico ) CLSI EUCAST BrCAST cepas
obtidas (ng/mL) (pg/mL) lisad
(ng/mL) S | R s | R s | R anaisadas
AMP <0,06-0,25 <0,06 <0,06 97,7 2,3 0 97,7  2,3* 0 97,7 2,3 0 86
AZM <0,06-0,12 <0,06 <0,06 100 0 0 - - - - - - 86
CRO <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 86
CIP <0,01-0,25 <0,01 <0,03 94,2 0 5,8 94,2 0 5,8 94,2 0 5,8 86
CL <0,06-1 <0,06 <0,5 100 0 0 100 0 0 100 0 0 86
MEM <0,06-0,12 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 86
MIN <0,06 <0,06 <0,06 100 0 0 100 0 0 100 0 0 86
PEN <0,01-4 <0,01 <0,03 97,7 0 2,3 97,7 0 2,3 97,6 1,2 1,2 86
RIF <0,12-0,5 <0,12 <0,12 100 0 0 98,8 0 1,2 98,8 0 1,2 86
<0,06->32/  <0,06/ >32/
SXT 88,4 0 11,6 - - - - - - 86
<0,06—>32 <0,06 <32

Legenda: MIC: concentracao inibitéria minima; MICso e MICgo: concentracao inibitoria minima na qual 50% e 90% dos isolados foram inibidos, respectivamente; CLSI =
Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; BrCAST = Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; S: sensivel; I: intermediario (CLSI) ou sensivel aumentando a exposicdo (EUCAST e BrCAST);; R: resistente; AMP: ampicilina; AZM: azitromicina;
CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacina; CL: cloranfenicol; MEM: meropenem; MIN: minociclina; PEN: penicilina; RIF: rifampicina; SXT: sulfametoxazol-trimetoprim.

*Apesar do EUCAST nio possuir critérios interpretativos para valores intermediarios, a MIC encontrada (>0,25 pg/mL) esté entre os valores de sensibilidade (<0,12 pg/mL) e
resisténcia (>1 pg/mL) para ampicilina.
- Auséncia de critérios de interpretacéo.
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Tabela 3 — Perfil das cepas de Neisseria meningitidis que apresentaram susceptibilidade reduzida aos antimicrobianos.

MIC dos antimicrobianos com

Ano de N . susceptibilidade reduzida ) . Polimorfismos
ID Sorogrupo ST (cc) Genes de resisténcia®
coleta (ng/mL)* de PBP2
AMP  CIP PEN SXT
M37087 2014 Z 11458 (NI) >0,25 - - >32/>16 penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V
M37104 2014 W 11 (11) - >0,25 >0,5 >32/>32 penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V
M37106 2014 B 11453 (NI) - >0,12 - >32/>32 * *
M37111 2014 yA 2123 (NI) >0,25 >0,25 >4  >32/>32 penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V
M37112 2014 NG 639 (32) - >0,12 - >32/>32  penA, gyrA, parC, folP P551L
M37115 2014 B Novo (41/44) - >0,12 - >32/>32 penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V
M37125 2014 NG 7450 (1136) - - - >32/>32  penA, gyrA, parC, folP -
M37141 2014 wW 7097 (11) - - - >32/>32 penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V
penA, gyrA, parC, folP  F504L, A510V,
M42480 2016 B 11827 (35) - - - >32/>32
N512Y

M42481 2016 NG 1136 (1136) - - - >32/>32  penA, gyrA, parC, folP -

Legenda: ID: cédigo de identificac8o dos isolados; ST: sequéncia tipo; cc: complexo clonal; MIC: concentragdo inibitéria minima; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina;
PEN: penicilina; SXT: sulfametoxazol-trimetoprim; PBP2: proteina de ligacdo & penicilina tipo 2; NG: ndo-grupavel. NI: ndo identificado.

A Dados identificados por MOURA et al., 2018 e FERREIRA et al., 2020

# Cepas classificadas com menor susceptibilidade antimicrobiana de acordo com os critérios interpretativos do CLSI.

* Auséncia de analise do genoma.

& Todos os isolados, exceto M37106, também continham o gene rpoB e genes associados a bomba de efluxo (farABR, macAB, mtrACDEF).

- MICs sensiveis e/ou auséncia de polimorfismos.



Tabela 4 — Distribuicao dos genes de resisténcia identificados nas cepas de Neisseria spp.

N° de cepas com genes de resisténcia

NC cepas com gene

Gene de Antibidtico que — — — — — de resisténcia /
resisténcia  confere resisténcia Ne_lsse_r!a_ Nelsse_rla Neisseria Neisseria Neisseria Total de cepas
meningitidis lactamica  gonorrhoeae subflava  polysaccharea analisadas
(n=93) (n=53) (n=3) (n=3) (n=1)
penA Penicilinas 93 52 3 3 1 152/153
TEmq  enilinas ef- i 2 ] ] ] 2/153
lactdmicos
gyrA Fluoroquinolona 93 53 3 3 153/153
parC Fluoroquinolona 93 52 3 3 152/153
rpoB Rifampicina 93 52 3 3 152/153
folP Sulfametoxazol- 93 52 3 3 1 152/153
trimetoprim

farA Multiplos antibi6ticos 93 52 3 - 1 149/153
farB Multiplos antibidticos 93 52 3 - 1 149/153
farR Mudltiplos antibioticos 93 53 3 3 1 153/153
macA Mudltiplos antibi6ticos 93 52 3 - 1 149/153
macB Multiplos antibidticos 93 52 3 3 1 152/153
mtrA Mudltiplos antibioticos 93 52 3 - 1 149/153
mtrC Multiplos antibidticos 93 53 3 3 1 153/153
mtrD Multiplos antibidticos 93 52 3 3 1 152/153
mtrE Mudltiplos antibioticos 93 52 3 - 1 149/153
mtrF Mudltiplos antibioticos 93 25 3 - - 121/153
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8/153

1/153

2/153

5/153

hmrM Mudltiplos antibioticos
totB Te.traci.cli.na e
Minociclina
tetM Tetraciclina
rpsJ Tetraciclina
Legenda:

- Auséncia do gene de resisténcia.
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Tabela 5 — Distribuicao dos polimorfismos de PBPs nas cepas de Neisseria spp.
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Mutaoes MutacOes da PBP2
da PBP1 N° cepas com
limorfismos em
FsoaL PO
L. F504L
Especie ceou  FSO4L  FS04L, Agcl)OV A510V g PBP/
L421P PSSIL PS5BS o o ASLOV ALV oo 1312M N® de cepas com
N512Y  AS16G 2> 7 V3leT penA
N512Y
N. meningitidis i 10 - 15 29 i i 2 56/93
N. lactamica ) ) 2 17 32 ) ) ) 51/52
N. gonorrhoeae 3 i i i i 2 1 i 3/3
N. subflava ) ) ) ) ) ) ) ) 0/3
N. polysaccharea i i i 1 i i i i 11
Total 3 10 2 33 61 2 1 2 111/152

Legenda: PBP: proteina de ligacéo a penicilina.

- Auséncia do polimorfismo.
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Legenda
Ano de isolamento
2014
Il 2016
Classificagao etaria
I pré-adolescente (11-14 anos)
B Adolescente (15-19 anos)
H Adulto jovem (20-24 anos)
Sexo
50 Feminino
Masculino
Espécie
B N. meningitidis
I N. lactamica
I N. gonorrhoeae
N. subflava
L) polysaccharea
Sorogrupo
N B
E
- w
Y
ez
[ NG: ndo-grupavel
ST (cc)
ST: sequéncia tipo
cc: complexo clonal
NI: ndo identificado
penA/gyrA/ rpoB/ folP
I Presenca do gene
Polimorfismos em PBP2
I F504L, AS10V
I N512Y
[ P551L
P551S
Il A516G
[ P551S A516G
I 1312M V316T N512Y

Figura 2. Arvore filogenética (a
esquerda) construida a partir do
genoma core compartilhado entre
as cepas de Neisseria estudadas.
A direita, metadados compilados
para cada uma das cepas,
constando a presenca ou auséncia
de genes acessorios de interesse
nestes genomas, e informacdes
sobre o individuos assintomaticos
a partir dos quais foram isolados
Neisseria spp. em Salvador.
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Tree scale: 0.1 ——

N. gonorrhoeae

Figura 3 — Arvore filogenética de maxima verossimilhanca construida a partir das sequéncias do gene penA entre
as espécies de Neisseria estudadas.

o

N. gonorrhoeae

Figura 4 — Rede filogenética, construida usando o método de decomposicao de splits, das sequéncias do gene
penA entre as espécies de Neisseria estudadas.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo analisou os resultados do perfil de susceptibilidade antimicrobiana
associado a presenca de genes de resisténcia, em isolados de Neisseria spp., a partir de amostras
de orofaringe coletadas de portadores assintomaticos em 2014 e 2016, em Salvador, Bahia
(FERREIRA et al., 2020; MOURA et al., 2018; NUNES et al., 2016).

Inicialmente, é importante mencionar que nem todas as amostras de Neisseria spp.
estavam disponiveis para os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos e para a analise dos
genes de resisténcia através sequéncias do genoma completo. Por exemplo, nem todas as
amostras do estudo de 2014 foram submetidas ao sequenciamento do genoma total; apenas
aquelas que apresentaram um resultado inconsistente na técnica de Multilocus Enzyme
Eletrophoresis (MLST) utilizada naquele estudo. Além disto, quando realizamos o subcultivo
de algumas cepas, algumas ndo estavam viaveis. Isto explica as diferencas no nimero de
amostras incluidas para cada etapa desta investigacao.

Com relacdo ao critérios de interpretacdo dos testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos, através de um consenso internacional e/ou harmoniza¢do com o EUCAST e
CLSI, é importante destacar que o BrCAST ndo utiliza dados de cepas circulantes no Brasil
para estabelecer os pontos de corte para interpretagdo. Além disto, os critérios do comité
brasileiro para Neisseria meningitidis ndo permitem a determinacdo do perfil de
susceptibilidade de cepas para azitromicina e sulfametoxazol-trimetoprim, sendo que estes
perfis foram definidos, no presente estudo, através do CLSI. Seguindo os parametros do
EUCAST e BrCAST, foi possivel identificar apenas sete cepas de N. meningitidis com
susceptibilidade reduzida a penicilina, ampicilina, ciprofloxacina e/ou rifampicina.

Existem diversos estudos que analisam o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de
Neisseria meningitidis ao redor do mundo, particularmente em relagdo a cepas invasivas. Na
maioria dos continentes, a resisténcia a ciprofloxacina e rifampicina é rara, ndo ultrapassando
1% das cepas analisadas (CORSO et al., 2005; HARCOURT et al., 2015; IBARZ-PAVON et
al., 2012), porém na Africa foi reportada uma susceptibilidade reduzida & ciprofloxacina de
16,3% e, na China, esta resisténcia foi maior que 80% em isolados invasivos e 47% de
portadores (ALEMAYEHU; MEKASHA; ABEBE, 2017; CHEN et al., 2015). No Brasil, sdo
poucas as cepas circulantes que apresentam susceptibilidade reduzida a ciprofloxacina e
rifampicina (GORLA et al., 2018a; GORLA et al., 2018b; IBARZ-PAVON et al., 2012).

O antibiotico que apresenta um consenso de altas taxas de ndo-susceptibilidade é a

penicilina. Valores elevados foram encontrados na Etiopia com 83,3% das cepas de N.
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meningitidis com resisténcia intermediaria e 12,2% resistentes a penicilina (ALEMAYEHU,;
MEKASHA; ABEBE, 2017). Na Europa, paises como Alemanha e Italia demonstraram,
respectivamente, 17% e 45% dos isolados com resisténcia intermediaria a droga supra citada
(KARCH; VOGEL,; CLAUS, 2015; VACCA et al., 2018). Na América do Norte, essa taxa varia
entre 11% e 22% (BROWN et al., 2010; HARCOURT et al., 2015). Ja na América Latina, até
70% das cepas de meningococos demonstram resisténcia intermediaria a penicilina (IBARZ-
PAVON et al., 2012).

No Brasil, desde o inicio do século XXI, sdo poucas as publicagdes relacionadas ao
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados de Neisseria meningitidis (GIOIA et
al., 2015; GORLA et al., 2011; GORLA et al., 2018a; GORLA et al., 2018b; IBARZ-PAVON
et al.,, 2012; SILVA et al., 2018). Os artigos demonstraram que menos de 20% das cepas
analisadas apresentaram susceptibilidade reduzida aos antibidticos, assim como o presente
estudo, que identificou 12,8% das cepas de N. meningitidis com perfil de resisténcia ou
resisténcia intermediaria aos agentes antimicrobianos testados. De modo geral, 0s estudos
nacionais demonstraram sensibilidade dos meningococos a ceftriaxona, o que se assemelha aos
nossos achados. Porém, as analises para penicilina evidenciaram uma taxa de né&o-
susceptibilidade entre 3% e 33% e entre 13% e 45% para ampicilina, nas cepas de N.
meningitidis circulantes no pais (GIOIA et al., 2015; GORLA et al., 2011; GORLA et al.,
2018a; GORLA et al., 2018b; IBARZ-PAVON et al., 2012; SILVA et al., 2018).

Apobs a analise do genoma completo de 153 cepas de Neisseria spp., foi possivel
identificar que 152 genomas continham o gene penA, que codifica a PBP2, uma proteina
envolvida na sintese da parede celular bacteriana. Alteragdes em PBPs podem reduzir a
afinidade aos B-lactamicos, resultando em cepas ndo-sensiveis (TAHA et al., 2007). Oito tipos
de polimorfismos em PBP2 foram identificados em 70,6% dos genomas com penA, sendo as
mutacOes F504L, A510V e N512Y as mais prevalentes. Todavia, o perfil de susceptibilidade
reduzida a penicilina sé pdde ser visto em duas cepas de N. meningitidis, pertencentes aos
sorogrupos W e Z, com os polimorfismos F504L e A510V. Apesar de outros estudos indicarem
que modificacbes em PBP2, principalmente com os polimorfismos F504L, A510V, 1515V,
H541N e 1566V, ocasionam uma reducgdo na sensibilidade a penicilina (TAHA et al., 2007;
TSANG et al., 2019). Entretanto, este tipo de associac¢do ndo foi visto no presente estudo.

Um possivel motivo para essa discrepancia entre a identificacdo de substituicdes na
proteina e a auséncia de resisténcia observada fenotipicamente pode ser a ndo avaliagéo, neste
estudo, da expressdo génica nestes isolados. Nas analises somente o genoma foi analisado, o

qual representa todas as potencialidades, em termos de fungdes génicas, codificadas para cada
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isolado. A expressdo de cada determinante de resisténcia, contudo, pode ser variavel de acordo
com as condi¢cdes ambientais que a bactéria se encontra. Sendo assim, é fundamental manter
estudos atualizados, e ampliar o rol de ferramentas 6micas empregadas, quanto ao perfil de
susceptibilidade a penicilina, visto que nos ultimos 30 anos os relatos de cepas de N.
meningitidis com susceptibilidade reduzida a penicilina tem aumentado em Vvarios paises,
inclusive no Brasil, porém com MICs mais baixas que as do presente trabalho (ALEMAYEHU;
MEKASHA; ABEBE, 2017; GORLA et al., 2018b; CHAFFIN, 1989; BROWN et al., 2010;
MENDELMAN et al., 1989).

Os padrdes encontrados para 0s genes penA evidenciam a similaridade dessas
sequéncias dentro de uma mesma espécie, com padrdes contendo de duas até doze sequéncias
idénticas, observada através da arvore e rede filogenéticas. Também foi possivel observar
extensa recombinacao genética destas sequéncias, conduzindo a um cenario complexo em seus
padrdes de evolugéo, a despeito do isolamento destas amostras em uma mesma comunidade de
individuos.

Para N. subflava, as sequéncias do gene penA foram organizadas em um ramo mais
longo, o que demonstra, em comparacdo com as demais especies do estudo, uma taxa elevada
de variagdes no gene e uma histdria evolutiva propria, envolvendo menos recombinagfes entre
N. subflava as demais espécie de Neisseria. Por outro lado, o estudo de Shimuta et al. (2020)
demonstrou a auséncia do gene penA em isolados de N. subflava, o que corrobora uma maior
diferenca na sequéncia do gene penA em comparagdo com outras espécies de Neisseria
(SHIMUTA et al., 2020). Apesar do presente estudo identificar a presenca do gene penA nos
genomas de N. subflava, ndo foram encontrados polimorfismos em PBP2.

Como uma penicilina, a susceptibilidade reduzida a ampicilina também esta associada
ao gene penA. As mutacOes do tipo F504L e A510V em penA foram identificadas nas duas
cepas de N. meningitidis com susceptibilidade reduzida a ampicilina, as quais pertenciam ao
sorogrupo Z e demonstraram grande semelhanga na sequéncia do gene penA, encontrados em
um mesmo ramo da arvore filogenética. Gorla e colaboradores (2018b) ao analisarem isolados
de N. meningitidis identificaram 45% de cepas brasileiras com susceptibilidade reduzida a
ampicilina, gerando um alerta quanto a eficacia do uso terapéutico deste antibidtico para os
casos de DMI e o risco de um maior nimero de bactérias com resisténcia a ampicilina (GORLA
etal., 2018b).

No presente estudo, todos os isolados de Neisseria meningitidis e N. lactamica
apresentaram susceptibilidade para a ceftriaxona. Um estudo de Whiley e colaboradores (2010)

identificou que os polimorfismos G542S, P551S e P551L em PBP2, comuns em cepas de N.



53

gonorrhoeae, estariam associados a resisténcia a ceftriaxona (WHILEY etal., 2010). O presente
estudo identificou, em cepas sensiveis a ceftriaxona, a presenca das mutagfes P551L e P551S
nos genomas de N. meningitidis e N. lactamica, respectivamente. A presenca de mutacdes em
diferentes espécies de Neisseria que antes haviam sido reportadas apenas no genoma de N.
gonorrhoeae, corrobora para a teoria da transferéncia horizontal de genes e, consequentemente,
que espécies comensais sejam reservatérios de genes associados a resisténcia aos
antimicrobianos (BOWLER et al., 1994; SAEZ-NIETO et al.,, 1990; QVARNSTROM,;
SWEDBERG, 2006).

De acordo com o Ministério da Saude, além de penicilina e ampicilina, a ceftriaxona é
recomendada na aplicacéo terapéutica para casos de DMI no Brasil. Entretanto, apesar do alerta
quanto a eficacia do uso terapéutico de alguns dos antibidticos recomendados, este estudo
demonstrou que os meningococos estudados, em sua grande maioria, foram susceptiveis ao
tratamento preconizado.

Além da ceftriaxona, os antibidticos azitromicina, cloranfenicol, meropenem e
minociclina também demonstraram sensibilidade nos isolados testados, resultado que foi
semelhante a outros estudos que avaliam o perfil de susceptibilidade em cepas de Neisseria
meningitidis e/ou N. lactamica (ARREAZA et al., 2002; GORLA et al., 2018b; HARCOURT
etal., 2015; SHARMA et al., 2019).

Os agentes antimicrobianos recomendados pelo Ministério da Saude brasileiro para
quimioprofilaxia da DMI sé&o ceftriaxona, ciprofloxacina e rifampicina. Ainda que artigos
brasileiros reportem raros casos, com menos de 1% das cepas N. meningitidis resistentes a
ciprofloxacina (GIOIA et al., 2015; GORLA et al., 2018a), o presente estudo identificou cinco
cepas de N. meningitidis resistentes a esta fluoroquinolona. Entretanto, apesar dos genomas
destas cepas conterem o0s genes gyrA e parC, nao foi possivel associar a presenca desses genes
a resisténcia a ciprofloxacina, visto que 100% dos meningococos sensiveis a ciprofloxacina
apresentaram 0s genes supracitados. Um desses isolados resistentes obteve uma MIC
>0,25ug/mL e pertencia & linhagem W135:P1.5,2:ST-11, identificada anteriormente como uma
cepa hipervirulenta e resistente a ciprofloxacina encontrada no Brasil e na Argentina (GORLA
et al., 2018a; SORHOUET-PEREIRA et al., 2013; WEIDLICH et al., 2008). Estes resultados
apontam para a importancia da analise ampla e utilizacdo de métodos complementares,
fenotipicos e gendmicos, para o estudo da resisténcia nestas bactérias.

Além dessa linhagem, um estudo grego identificou duas cepas de Neisseria meningitidis
do sorogrupo B, ST-3129, resistentes a ciprofloxacina (MIC=0,25mg/L), contendo a mutagéo
T911 no gene gyrA (TZANAKAKI et al., 2020). Estas cepas tinham origens de locais distintos,
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uma no Afeganistdo e outra na Siria, com uma diferenga de 30 dias entre os dois casos de
meningite. Essa disseminacao de linhagens, cada vez mais acelerada, evidencia a necessidade
de uma analise continua do perfil de sensibilidade das cepas circulantes no pais para obter uma
melhor estratégia para a quimioprofilaxia da DMI.

Os genes rpoB e folP, responsaveis por conferir resisténcia a rifampicina e
sulfametoxazol-trimetoprim, respectivamente, foram identificados em 99% dos genomas
analisados. Todavia, apenas dois isolados apresentaram susceptibilidade reduzida a rifampicina
e dez para sulfametoxazol-trimetoprim. Apesar do estudo ter encontrado cepas com
susceptibilidade reduzida a rifampicina, o nimero pequeno de cepas identificadas com esse
perfil ndo permite uma inferéncia concreta sobre o uso desse antibidtico. Vale ressaltar que sao
poucos os relatos de resisténcia a esse antibidtico em estudos realizados no Brasil (GORLA et
al., 2011; SILVA et al., 2018) e no mundo (BERTRAND et al., 2012; VACCA et al., 2018).

Sulfametoxazol-trimetoprim € uma combinagdo de antibidticos indicada no tratamento
de infeccBes do trato respiratdrio, trato urinario e sistema gastrointestinal. No Brasil, o
Ministério da Saude indica o uso de sulfametoxazol-trimetoprim apenas como a segunda linha
no tratamento da coqueluche (BRASIL, 2019). Entretanto, na China, a associacdo destes
antibidticos pode ser utilizada para o tratamento dos contactantes portadores de N. meningitidis
(CHEN et al., 2015). Todavia, os trabalhos que analisaram o perfil de susceptibilidade para
sulfametoxazol-trimetoprim em cepas de N. meningitidis demonstram taxas elevadas de
resisténcia (CHEN et al., 2015; HU et al., 2014; SHARMA et al., 2019). Da mesma forma, o
presente estudo demonstrou uma MICg de valor elevado para sulfametoxazol-trimetoprim,
indicando que mesmo doses elevadas de desses antibioticos seriam ineficazes contra 90% das
cepas de N. meningitidis analisadas.

Além dos genes supracitados, outras sequéncias foram encontradas na maioria dos
genomas, como 0s genes de resisténcia a maltiplas drogas que atuam através de bombas de
efluxo. Porém, a literatura tem relatado com maior frequéncia os genes farABR e mtrCDER
em espécies de N. gonorrhoeae (LEE; SHAFER, 1999; LEE et al., 2003). Os genes farAB
codificam um sistema de bomba de efluxo responsavel por gerar resisténcia a compostos
formados por acidos graxos de cadeia longa (LEE et al., 2003). O estudo de Lee e Shafer (1999)
demonstra que a presenca de mtrR pode promover a expressdo de farAB e consequente
resisténcia a acidos graxos em gonococos (LEE; SHAFER, 1999). Este e outros estudos
também apontam que mtrR atua com um repressor transcricional de mtrCDE, desempenhado
um papel fundamental na modulacdo da transcricdo do operon mtrCDE e pode atuar como

regulador de farR e macAB, de modo a conferir resisténcia aos agentes hidrofobicos (LEE;
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SHAFER, 1999; LEE et al., 2003; GOLPARIAN et al., 2014). Além disso, evidéncias indicam
que as proteinas expressas pelos genes farAB sdo reguladas negativamente por farR (LEE et
al., 2003). O estudo de Ma e colaboradores (2020) aponta para a presenca do gene mtrC em
cepas de N. meningitidis adaptadas urogenitalmente (MA et al., 2020). Acreditamos que diante
do compartilhamento de um mesmo nicho, a orofaringe humana, a transferéncia de informacoes
genéticas entre meningococos e gonococos pode explicar a presenca dos genes relacionados a
bomba de efluxo em espécies comensais de Neisseria.

O hmrM é um outro gene relacionado a bomba de efluxo que foi reportado uma Unica
vez em Haemophilus influenzae (XU et al., 2003). Entretanto, no presente estudo, esse gene foi
identificado em oito genomas de N. lactamica. Além de hmrM, a presenca de um outro gene, 0
sodC, ja havia sido relatada em cepas de meningococos com sua provavel adquirida do H.
influenzae por transferéncia horizontal (KROLL et al., 1998). Esses eventos reforcam a hipdtese
da transferéncia horizontal de genes e reafirma a plasticidade do género Neisseria para
aquisicdo de DNA externo proveniente de géneros distintos (SCHOEN et al., 2009).

Os genes tetB, tetM e rpsJ, associados a resisténcia a tetraciclina — antibiotico este que
pode ser utilizado para o tratamento de gonorreia —, sdo mais frequentemente reportados no
genoma de N. gonorrhoeae (FIORE et al., 2020). Todavia, assim como a presenca de tetM foi
anteriormente reportada em cepas comensais como N. subflava (FIORE et al., 2020), o presente
estudo identificou os genes tetB e rps) em cepas de N. meningitidis, provavelmente em
decorréncia da troca de material genético entre espécies.

A Figura 2 evidencia que, em contraste com a conservacao interespécies, a variacao de
genes intraespécies é grande, corroborando a ideia de que a insercdo de material externo é
facilitada entre bactérias da mesma espécie devido a similaridade genémica (ALFSNES et al.,
2018). Isso pode ser observado nas cepas de N. meningitidis e N. lactamica, as quais
apresentaram grande variagfes quanto a quantidade de genes presentes entre as cepas deste
estudo. Esses achados contribuem para a hipdtese de que o principal mecanismo de aquisi¢do
de genes de resisténcia antimicrobiana para cepas invasivas seja através da transferéncia
horizontal de genes entre espécies comensais de Neisseria, principalmente N. lactamica e N.
meningitidis (VARQUEZ, 2001).

De modo geral, os resultados apresentados permitem supor que a presenca de genes de
resisténcia nao esta diretamente associada a ndo-sensibilidade ao antibiético, uma vez que a
maioria dos isolados que identificou genes de resisténcia aos antibiéticos ndo apresentou MICs
interpretaveis como resistentes ou intermediarias. Isto provavelmente ocorra porque 0s genes

presentes nos genomas nao estdo sendo expressos, 0 que ndo aciona a resisténcia a esses
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antibidticos. Essa inexpressividade pode ocorrer por auséncia de uma mutacdo em potencial ou
uma combinacdo de mutacOes que ativem a resisténcia, por superexpressdo ou supressdo do
gene de resisténcia diante da presenca de outros componentes (ambiente, antigenos, proteinas
Ou genes) ou porque ainda ndo houve interacdo da bactéria com o antibidtico de modo a ativar
0 gene de resisténcia (PALMER; CHAIT; KISHONY, 2018; PETERSON; KAUR, 2018).
Existem diferentes mecanismos responsaveis pela expressdo de genes de resisténcia
antimicrobiana; acreditando-se que a presenca desses determinantes no genoma das espécies de
Neisseria seja ocasionada através da transferéncia horizontal. Isto parece estar associado a
plasticidade gendmica do género, que permite a incorporacao de diferentes materiais genéticos
em seu DNA (SCHOEN et al., 2009). No caso das cepas de N. lactamica, por exemplo, embora
elas tenham mostrado sensibilidade aos antimicrobianos analisados, o fato de ter sido
identificada a presenca de genes envolvidos com mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, torna esta espécie um reservatério potencial desses genes, que poderiam ser
transferidos para uma cepa patogénica no ambiente da orofaringe (ALFSNES et al., 2018).
Essa capacidade constante de aquisicdo de genes de resisténcia reforca a necessidade de
uma vigilancia continua da susceptibilidade antimicrobiana e caracteristicas genémicas em

Neisseria, particularmente em N. meningitidis.
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7 CONCLUSOES

A maioria das cepas de N. meningitidis analisadas foi sensivel aos antibidticos
recomendados para o tratamento e quimioprofilaxia da doengca meningocdcica invasiva,;
Foram identificados genes de resisténcia a penicilina, ampicilina, ciprofloxacina e
rifampicina em quase a totalidade dos genomas analisados;

N&o foi possivel estabelecer uma associacdo direta entre a presenca de genes de
resisténcia antimicrobiana e os polimorfismos génicos com MICs ndo-sensiveis;

Cepas intraespécies apresentaram uma maior conservagdo de genes e similaridade das
sequéncias penA, o gque pode facilitar a troca de material genético;

A identificacdo de cepas resistentes a ciprofloxacina e apresentando os genes gryA e
parC gera um alerta para a capacidade de disseminacdo de cepas meningocdcicas
hipervirulentas e com resisténcia a fluoquinolonas;

A vigilancia epidemioldgica da susceptibilidade antimicrobiana, particularmente em
cepas de N. meningitidis, deve ser continua, tendo em vista a presenca de uma
diversidade de genes relacionados a mecanismos de resisténcia, que podem ser

transferidos horizontalmente intra ou interespécies.
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Critérios de interpretacdo de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos para concentragdo inibitéria minima em Neisseria meningitidis

estabelecidos pelo CLSI, EUCAST e BrCAST em 2020.

APENDICE 1

CLSI EUCAST BrCAST

S I** R S I R

ANTIMICROBIANO S I
(ug/ml)  (ug/mL) (ug/mL) (ug/*mL) (ug/*mL) (ugimL) (ugimL) (ugimL) (ug/jnL)
Amoxicilina X X X <0,12 X >1 <0,12 0,25-1 >1
Ampicilina <0,12 0,25-1 >2 <0,12 X >1 <0,12 0,25-1 >1
Azitromicina <2 - - - X - - - -
Cefotaxima <0,12 - - <0,12 X >0,12 <0,12 - >0,12
Ceftriaxona <0,12 - - <0,12 X >0,12 <0,12 - >0,12
Ciprofloxacina <0,03 0,06 >0,12 <0,03 X >0,03 <0,03 - >0,03
Cloranfenicol <2 4 >8 <2 X >2 <2 - >2
Levofloxacina <0,03 0,06 >0,12 El X El El El El
Meropenem <0,25 - - <0,25 X >0,25 <0,25 - >0,25
Minociclina <2 - - <1 X >2 <1 2 >2
Penicilina <0,06 0,12-0,25 >0,5 <0,06 X >0,25 <0,06 0,12-1 >1
Rifampicina <0,5 1 >2 <0,25 X >(0,25 <0,25 - >0,25
Sulfametoxazol <2 4 >8 X X X X X X
Lhimetoprim- 01224 025475 0,595 : X : : : :
ulfametoxazol

Tetraciclina X X X <1 X >2 <1 2 >2

73

Legenda: CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; BrCAST = Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing; S = sensivel; | = intermediério; R = resistente; X = auséncia de critérios interpretativos do comité para uso do agente para terapia
antimicrobiana. EI = ndo existem evidéncias suficientes de que o0 organismo ou grupo seja um bom alvo para terapia com o agente.

* Os comités EUCAST e BrCAST expressao critérios de intepretacdo na unidade de mg/L, a qual é correspondente a pg/mL.

** EUCAST nao possui critérios de interpretagdo para valores intermediarios.



APENDICE 2

Critérios de interpretacdo de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos para concentragdo inibitéria minima em Neisseria gonorrhoeae

estabelecidos pelo CLSI, EUCAST e BrCAST em 2020.

CLSI EUCAST BrCAST
ANTIMICROBIANO S | R /S '7* f /S /' /R
(uml) (ug/mL) (ug/mL) (uginL) (ugjnL) (uginL) (ugjnL) (uginL) (uginL)

Azitromicina <1 - - <]k X - <]okE* - -
Cefepima <0,5 - - - X - X X X
Cefixima <0,25 - - <0,12 X >0,12 X X X
Cefotaxima <0,5 - - <0,12 X >0,12 <0,12 - >0,12
Cefotetano <2 4 >8 X X X X X X
Cefoxitina <2 4 >8 - X - X X X
Cefpodoxima <0,5 - - - X - X X X
Ceftizoxima <0,5 - - X X X X X X
Ceftriaxona <0,25 - - <0,12 X >0,12 <0,12 - >0,12
Ciprofloxacina <0.06 0,12-0,5 >1 <0.03 X >0.06 <0,03 0,06 >0,06
Espectinomicina <32 64 >128 <64 X >64 <64 - >64
Ofloxacina X X X <0,12 X >0,25 <0,12 0,25 >0,25
Penicilina <0.06 0,12-1 >2 <0.06 X >1 <0,06 0,12-1 >1
Tetraciclina <0,25 05-1 >2 <0.5 X >1 <0,5 1 >1

74

Legenda: CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; BrCAST = Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing; S = sensivel; | = intermediario (CLSI) ou sensivel, aumentando a exposi¢do (EUCAST e BrCAST); R = resistente; X = auséncia de

critérios interpretativos do comité para uso do agente para terapia antimicrobiana.

* Os comités EUCAST e BrCAST expresséo critérios de intepretagdo na unidade de mg/L, a qual é correspondente a pg/mL.

** EUCAST ndo possui critérios de interpretacdo para valores intermedirios.

*** Os comités EUCAST e BrCAST determinam que a azitromicina é sempre usada em conjunto com outro agente efetivo. Para fins de teste, com o objetivo de detectar

mecanismos de resisténcia adquiridos, o critério de interpretacio epidemiolégico é de 1 mg/L.



