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RESUMO

Introducdo: ao longo da era antimicrobiana, a Neisseria gonorrhoeae vem desenvolvendo resisténcia a varios agentes. Estima-se que ocorram mais de 1,5
milhdo de novos casos por ano no Brasil e a vigilancia da emergéncia e disseminacdo de cepas resistentes deve ser periodicamente monitorada. Objetivo:
avaliagdo da resisténcia, caracterizag¢do fenotipica e molecular de gonococos isolados na regido metropolitana do Rio de Janeiro no perfodo de fevereiro de
2002 a junho de 2003, estabelecendo informacdes basicas para estudos posteriores. Conhecer o perfil sécio-demografico dos pacientes portadores de
gonorréia. Método: Neisseria gonorrhoeae isoladas de forma consecutiva foram testadas para penicilina, tetraciclina, azitromicina, ciprofloxacin, ceftria-
xona e cloranfenicol, utilizando o método E-test para determinacgéo da concentragdo minima inibitéria (CIM). Para todas as amostras foram realizadas a
pesquisa de B-lactamase, andlise plasmidial, sorotipagem e eletroforese em campo pulsado (PFGE) para estudo da variabilidade genética. As caracteristicas
sécio-demograficas dos pacientes foram obtidas nos prontudrios médicos. Resultado: das 115 amostras testadas, 10 (8,7%) eram produtoras de a-lactama-
se (PPNG), 88 (76,5%) exibiam resisténcia intermedidria a penicilina e 17 (14,8%) eram sensiveis. Para tetraciclina, 39 (33,9%) foram resistentes, 37
(32,2%) manifestavam resisténcia intermedidria e 39 (33,9%) sensiveis. Resisténcia mediada por plasmidio a tetraciclina (TRNG, CIM =16 pg/mL) foi
detectado em 20% dos isolados. Frente ao cloranfenicol, 4 (3,4%) foram resistentes, 14 (12,2%) com resisténcia intermedidria e 97 (84,5%) sensiveis.
Foram encontrados 23 (20%) isolados com sensibilidade diminuida & azitromicina (CIM 0,25 — 0,5 pg/mL) e duas (1,7%) com sensibilidade diminuida &
ciprofloxacin (CIM = 0,5ug/mL). Todas as amostras foram sensiveis a ceftriaxona. Entre as PPNG, encontramos trés tipos distintos de plasmidios, o tipo
Asia (4,4 Mda), Africa (3,2 Mda) e o Toronto (3,05 Mda). O sorogrupo predominante foi o I-B/WII/III em cerca de 90% das amostras. Conclusio: a vigi-
lancia da resisténcia aos antimicrobianos é importante para monitorar a emergéncia e dispersio de cepas resistentes, auxiliando na escolha terapéutica. Na
regido Rio de Janeiro, penicilina e tetraciclina ndo devem ser recomendadas para o tratamento de gonorréia e o uso de azitromicina exige atencdo. A andlise
fenotipica e genotipica das amostras estudadas fornecerd instrumentos comparativos para futuros estudos epidemiolégicos. Nossos pacientes portadores de
gonorréia sdo homens brancos, jovens (média de 22 anos), solteiros, heterossexuais, com muiltiplas parceiras, com nivel de escolaridade e renda familiar
baixos, e expostos continuamente a riscos de adquirir uma doenga de rota sexual.
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ABSTRACT

Introduction: along of antimicrobial era Neisseria gonorrhoeae have been developing resistance to several agents. It is estimated the occurrence of more
than 1,5 million new cases for year in Brazil and the emergence of the vigilance and dissemination of resistant strains must be periodically monitorated.
Objective: evaluate the resistance, phenotypic and molecular characterization of gonococcus isolated in the metropolitan area of Rio de Janeiro between
February 2002 and June 2003, establishing basic information for further studies. Demographic profile of the patients with gonorrhea was determined.
Method: samples of Neisseria gonorrhoeae isolated consecutively were tested for penicillin, tetracycline, azithromycin, ciprofloxacin, ceftriaxone and clo-
ranfenicol using the E-test method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). All the strains were tested for B-lactamase, plasmidial
analysis, serotyping and Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) to study the genetic variability. The demographic characteristics of the patients were
obtained in medical file. Result: of the 115 tested samples, 10 (8.7%) were B-lactamase producing (PPNG), 88 (76.5%) had intermediary resistance to
penicillin and 17 (14.8%) were sensitive. For tetracycline 39 (33.9%) were resistant, 37 (32.2%) had intermediary resistance and 39 (33,9%) were sensiti-
ve. The resistance mediated by plasmid to tetracycline (TRNG, MIC > 16 pg/mL) was detected in 20% of the isolate. To cloranfenicol, 4 (3.4%) were
resistant, 14 (12.2%) had intermediary resistance and 97 (84.5%) were sensitive. Were found 23 (20%) isolates with reduced susceptibility to azithromycin
(MIC 0.25 - 0.5 pg/mL) and 2 (1.7%) with reduced susceptibility to ciprofloxacin (MIC = 0.5 pg/mL). All the samples were sensitive to ceftriaxone.
Among PPNG, we found three distinct type of plasmids, the Asia (4.4 Mda), Africa (3.2 Mda) and Toronto (3.05 Mda) types. The predominant serogroup
was I-B/W II/III in about 90 % of the samples. Conclusion: the resistance surveillance to antimicrobial is important to monitorate the emergence and
spread of resistant strains helping in therapeutic choice. In the area of Rio de Janeiro, penicillin and tetracycline are not recommended for the treatment of
gonorrhea and the use of azithromycin demands attention. The phenotypic and genotypic analyses of the studied samples will give comparative instruments
for future epidemiological studies. Our patients with gonorrhea are white men, young (average 22 years old), singles, heterosexuals, with multiple partners,
with low level of education and familiar income, and continually exposed to risks of acquiring sexually transmitted diseases.
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INTRODUCAO

O ressurgimento de infec¢des gonocdcicas resistentes em varios
paises desenvolvidos e a expansdo naqueles em desenvolvimento
sugerem evidéncias de que uma pandemia se aproxima, visto que a
disseminacdo de cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes a anti-
microbianos avanca rapidamente no mundo globalizado!®.

A incidéncia mundial da gonorréia é estimada em 62 milhdes de
novos casos a cada ano’, cuja distribui¢@o difere entre o mundo
industrializado e o em desenvolvimento, e entre diferentes grupos
socioecondmicos dentro do mesmo pais®. No Brasil, o Programa
Nacional de DST/Aids do Ministério da Sauide, estima que ocorram
mais de um milhdo e 500 mil novos casos anualmente, entre
homens e mulheres (Fabio Moherdaui — comunicagio pessoal).

A importéncia do controle da gonorréia ndo esta limitada apenas
a freqiiéncia numérica, mas a possibilidade de complicacdes que ela
pode causar, como prostatite e epididimite no homem, ou doenca
inflamatéria pélvica, gravidez ectépica e infertilidade na mulher®.
Tem sido observado que, em pacientes com gonorréia, o risco de
contrair infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
aumentaria de trés a cinco vezes'® e que Neisseria gonorrhoeae
pode aumentar a replicacdo do HIV-1, in vitro, em até 133 vezes na
presenga de leucécitos polimorfonucleares!!.

Ao longo da era antimicrobiana, Neisseria gonorrhoeae vem
desenvolvendo resisténcia a vérios agentes utilizados em regimes
de tratamento. A produgd@o de penicilinase pela Neisseria gonor-
rhoeae (PPNG) € o tipo mais comum de resisténcia, resultado da
aquisi¢d@o de plasmidios que codificam uma enzima B-lactamase do
tipo TEM-1'2, seguido pela resisténcia de alto nivel a tetraciclina
(TRNG), cujas cepas codificam o determinante tet M encontrado
num plasmidio conjugativo!3, estando todos eles disseminados por
todo o mundo.

Em outra mao, a resisténcia cromossdmica processa-se através
de combinagdes de mutagdes em diversos loci genéticos que codifi-
cam os alvos preferenciais dos antimicrobianos, e é considerada
resisténcia de baixo nivel ou de sensibilidade diminuida, que ocorre
tanto para penicilinas e tetraciclinas quanto para fluoroquinolonas e
macrolideos!4.

Uma caracteristica notdvel da Neisseria gonorrhoeae é sua
variabilidade fenotipica e genotipica, expressada por diferentes
partes do seu genoma ou pela incorporacdo de novos materiais
genéticos, sejam adquiridos por conjugacdo ou por transforma-
¢do!. Com isso, diversas técnicas com propésito epidemiolégico
podem ser aplicadas, como a auxotipagem, que avalia o requeri-
mento nutricional de multiplos compostos para o crescimento da
bactérial®17; a sorotipagem, reacio de co-aglutinacio com anti-
corpos monoclonais contra epitopos da principal proteina da
membrana externa (PL, Por)!819; o teste de sensibilidade antimi-
crobiana, com determina¢do da concentrag¢do inibitéria mini-
ma?%-21; a anslise do contetido de plasmidios?>23; e por fim, a
genotipagem, que freqiientemente utiliza a eletroforese em campo
pulsado (PFGE), com bom poder discriminatério?*23. Deste
modo, a combinacgdo de véarios métodos possibilita rastrear a cir-
culacdo de cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes, correlacio-
nando-as com dreas geograficas especificas ou mesmo com a
expressio da doenga?0-30,

Nas duas tdltimas décadas, vérios paises, em diferentes regides do
mundo, implementaram programas de vigilancia da resisténcia anti-
microbiana para Neisseria gonorrhoeae, baseados em dados labora-
toriais. Fizeram de forma isolada ou participando de redes interna-
cionais, de maneira que pudessem monitorar a emergeéncia e a preva-
Iéncia de cepas resistentes e sua circulagdo, antecipando condutas
terapéuticas e contribuindo para o controle da gonorréia3!- 38,

No Brasil, a partir dos pioneiros trabalhos de Magalhaes em
Recife’%- 4!, responsavel pelo isolamento da primeira cepa de PPNG,
em 1984, portadora do plasmidio tipo Africano, outros estudos foram
realizados, como em Belo Horizonte-MG#*? ¢ em Sdo Paulo®. Na
década seguinte, Sménia et al.*** relataram a presenca de PPNG e
susceptibilidade diminuida a vérios antimicrobianos na cidade de
Floriandpolis-SC. De certa maneira, estes trabalhos foram realizados
de forma esporadica e sem o viés da vigilancia sistematica.

De Sao Paulo vieram estudos fenotipicos e epidemiolégicos de
cepas PPNG isoladas entre 1985 e 1990, evidenciando a cidade
como drea endémica e ressaltando a necessidade de implantacdo de
um programa de vigilancia sentinela em nivel nacional**#’. Coube
ao Programa Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e
Aids (PNDST/Aids), do Ministério da Sadde, em 1996, patrocinar a
implantacdo da Rede Nacional de Vigilancia da Resisténcia dos
Gonococos — RENAGONO?*8, reunindo doze laboratérios de satide
publica (LACEN) de virias regides do pais, e dois de duas universi-
dades publicas na regido sudeste, como parte do Programa de
Vigilancia Antimicrobiana para Gonococos — GASP, na América
Latina e Caribe. Os primeiros resultados foram produzidos em
2001, com amostras isoladas em Manaus-AM, e enviadas para
serem processadas no Canadd*, registrando altos niveis de resistén-
cia a penicilina e tetraciclina, e sensibilidade diminuida a azitromi-
cina e ciprofloxacin.

Ultimamente, raros estudos tém sido realizados em nosso pais
para a avaliacio da resisténcia antimicrobiana®®, assim como aque-
les necessdrios para a caracterizagcdo fenotipica e genotipica das
amostras circulantes, permanecendo desconhecida em nosso
ambiente a variabilidade genética de Neisseria gonorrhoeae.

OBJETIVO

» Caracterizagdo fenotipica e molecular de Neisseria gonor-
rhoeae isoladas na regido do Rio de Janeiro.

* Desenvolvimento de informagdes basicas sobre resisténcia
antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae, contribuindo
assim como referéncia para futuros estudos da RENAGO-
NO.

* Determinar o perfil sociodemografico dos pacientes portado-
res de gonorréia em nossa regiao.

METODO

Origem das amostras

As amostras de Neisseria gonorrhoeae foram isoladas de
pacientes de ambos os sexos, de demanda espontinea, atendidos
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numa clinica de doencas sexualmente transmissiveis (DST) locali-
zada na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

No periodo de fevereiro de 2002 a junho de 2003, as primeiras
sete amostras consecutivas de cada més foram reservadas, perfazen-
do um total de 119 amostras, das quais 115 foram aproveitadas.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagfo Oswaldo Cruz e, dos pacientes participantes, era solicita-
do o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Isolamento e identificacao

O material clinico colhido da fossa navicular da uretra masculi-
na ou do canal endocervical, no sexo feminino, com swabs apro-
priados, foram semeados diretamente em meio de Thayer & Martin
modificado e as placas eram imediatamente levadas para a incuba-
dora com 5% de CO,, em atmosfera Gimida, a 35,5°C por 24 a 48
horas. Apés este periodo, as coldnias suspeitas eram presumivel-
mente identificadas pelo método de Gram, e pelas respostas positi-
vas para os testes de catalase e oxidase. A seguir, eram subcultiva-
das em agar chocolate enriquecido com 1% de fatores de cresci-
mento (AC sup.) para confirmacdo definitiva com testes de oxida-
¢do de carboidratos, no meio de cistina triptose agar (CTA) suple-
mentado com 1% de agucares (glicose, maltose, lactose e sacarose)
e com anticorpos monoclonais (Gonogen II — Becton Dickson,
Oxford. UK)*!2.

As amostras assim identificadas eram estocadas em caldo cére-
bro coragdo (BHI, Difco Laboratories — Detroit) com 20% de glice-

rol e armazenadas em freezer a - 70°C para estudos posteriores 2.

Pesquisa de B-lactamase

Todas as amostras apds crescimento em AC sup. por 20 a 24
horas, foram submetidas ao teste da producéo de B-lactamase pelo
método da cefalosporina cromogénica®’ (BBL Dryslide Nitrocefin).

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) para penicilina (PG),
tetraciclina (TC), azitromicina (AZ), ciprofloxacin (CI), cloranfeni-
col (CL) e ceftriaxona (TX) foi determinada utilizando o sistema de
fita E-test (AB Biodisk. Solna, Sweden). Este método é comparavel
ao método de diluicdo em agar, procedimento recomendado para
avaliar resisténcia em gonococos, entretanto pela simplicidade e
menor custo, pode tornar-se um alternativa para os paises em
desenvolvimento®*°, Consiste de uma fita plstica, com um lado
impregnado com antimicrobiano, distribuido em concentragdes
exponenciais predefinidas.

Os testes foram realizados em meio agar GC (Difco
Laboratories — Detroit) suplementado com 1% de fatores de cresci-
mento, apds subcultivo em AC sup.

O inéculo de 108 bactérias por mL foi preparado pela suspensio
direta das colonias, com 20 a 24 horas de crescimento, em 5 mL de
solugio PPS (proteose peptona a 1% em solugo salina, pH 7,2)°’
para leitura em espectrofotdmetro numa absorbancia entre 0,08 a
0,1 até alcancar turvagio corresponde ao tubo 0,5 da escala
McFarland, seg. NCCLS3. A seguir, a suspensio foi semeada na
superficie da placa, em trés dire¢des, com auxilio de um swab, e
esperou-se cerca de 15 minutos para colocacdo das fitas. Feito isto,
as placas foram levadas para a incubadora, em atmosfera umida,
com 5% de CO, para um perfodo de 20 a 24 horas numa temperatu-
ra de 35,5°C, e os resultados processados de acordo com as instru-
¢oes do fabricante.

As amostras testadas foram agrupadas e categorizadas fenotipi-
camente de acordo com os padrdes de susceptibilidade recomenda-
dos pelo NCCLS® (Tabelas 1 e 2), sendo que para azitromicina e
cloranfenicol as defini¢des dos valores de CIM tiveram por base a
literatura 31-32. 36:59,

As cepas de referéncias de Neisseria gonorrhoeae incluidas no
controle de qualidade, foram gentilmente cedidas pelo Instituto
Adolfo Lutz — Sao Paulo (ATCC 49226) e pelo Centers for
Diseases Control and Prevention, Atlanta, Ga. USA por intermédio
do Dr. David Trees (F-45, P681E, CDC 10328 e CDC 10329).

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana de 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae isoladas no periodo de fevereiro de 2002 a junho de 2003 no Rio de

Janeiro.
Antimicrobiano CIM (ug/mL) Perfil de sensibilidade = n° (%) de amostras

R RI S
Penicilina <0,06-2>2,0 10 (8,7) 88 (76,5) 17 (14,8)
Tetraciclina <0,25-22,0 39 (33,9) 37 (32,2) 39 (33,9)
Azitromicina <0,06->22,0
23 (20,0) 92 (80,0)
Ciprofloxacin <0,06-=1,0
2(1,7) 113 (98,3)
Cloranfenicol <0,25-22,0 43,5 14 (12,2) 97 (84,3)
Ceftriaxona <0,25 115 (100,0)

R =resistente;
RI = sensibilidade diminuida ou intermedidria;
S = sensivel.
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Tabela 2 — Resisténcia mediada por plasmidio e por cromossomo a penicilina e tetraciclina (n = 115).

Categoria fenotipica Critérios? N° (%) de amostras
1. PPNG (N. gonorrhoeae produtora de penicilinase) B-Lac (+); CIM (TC) < 2ug/mL 2(1,7)

2. TRNG (N. gonorrhoeae com R a TC mediada por plasmidio) B-Lac (-); CIM (TC) > 16ug/mL 18 (15,7)

3. PP/TRNG B-Lac (+); CIM (TC) > 16pug/mL 54,3)

4. CMTR (Resisténcia cromossomica a TC) B-Lac (-); CIM (TC) = 2 e < 16pg/mL 13(11,3)

5. PP/ CMTR B-Lac (+); CIM (TC) > 2 e < 16pug/mL 3(2,6)

6. SensivelPT CIM < 2 pg/mL para PG e TC. 74 (64,4)

3 B-Lac (+) = B-lactamase positivo; B-Lac (-) = B-lactamase negativo.

Sorotipagem

A classificag@o em sorogrupos e sorotipos foi realizada por rea-
¢do de co-aglutinac@o utilizando um conjunto de anticorpos mono-
clonais ligados a proteina A de Staphylococcus, segundo instru¢des
do fabricante (Phadebact GC Serovar Test — Boule Diagnostics AB
— Sweden).

Cada amostra foi testada contra um painel com cinco anticorpos
monoclonais para a proteina I-A (Ao, Ar, As, At e Av) e nove anti-
corpos monoclonais para a proteina I-B ( Bo, Br, Bs, Bt, Bu, Bv,
Bx, By e Bv). A letra maitscula A representa o sorogrupo Wl e a
letra B, o sorogrupo W II/IIl. Quando seguidas por letras mindscu-
las, correspondem a reagdo positiva com 0s respectivos anticorpos
(sorotipos). A partir de um crescimento em AC sup. por 20 a 24
horas, as coldnias foram suspensas em 1 mL de solucdo PPS, até
alcancar turvag@o correspondente ao tubo 0,5 da escala McFarland
e, em seguida, aquecida em banho-maria por 10 minutos. Apds
estabilizar em temperatura ambiente junto com os reagentes previa-
mente homogeneizados em agitador tipo Vortex, 20 puL. do antigeno
foram adicionados a igual quantidade de anticorpos, sobre uma
placa de vidro demarcada, misturados e lidos em até dois minutos,
em movimento rotatdrio. A possibilidade de auto-aglutinagdo era
checada utilizando-se apenas solucdo salina, como antigeno, para
todos os reagentes dos dois painéis, e, quando reacdo duvidosa
acontecia, todo o procedimento era repetido!8:19-60,

Andlise de plasmidios

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA plasmi-
dial para verificac@o de seu contetido e peso molecular aproximado,
empregando-se a técnica rdpida de lise alcalina descrita por
Birboim & Doly®!, com adaptacdes para Neisseria gonorrhoeae.
Resumidamente, cerca de metade de um crescimento abundante em
meio AC sup. (placa de 90 x 15mm) por 20 a 24 horas, foi adicio-
nado a 1 mL de solu¢do PPS, e centrifugado duas vezes a 13.000
rpm por dois minutos a 4°C. Apds extragdo, 10 uL do sedimento
obtido (DNA plasmidial) era misturado a 2 pl. de um tampao car-
reador (0,25% de azul de bromofenol + 0,25% de xilenocianol +
15% de ficoll tipo 400 + H,O q.s.p.) e colocados no gel de agarose
a 0,7% em tampao TBE 0,5X (TRISMA + EDTA), para corrida
eletroforética alimentada por fonte termogeradora a 60 V por trés
horas.

Finalizada a eletroforese, o gel foi corado com solugdo aquosa
de brometo de etidio (10 pL /100 mL) por 20 minutos e lavado com
dgua destilada por cinco minutos, para ser visualizado e fotografado
sob luz UV em aparelho “ImageMaster VDS” (American
Pharmacia Biotech, England).

Para determinacgdo estimada dos pesos moleculares, utilizaram-
se como marcadores controles de peso molecular, as cepas de E.
coli V5179 ¢ E. coli R861%3, possibilitando assim tragar uma curva
de migragdo plotada em papel semilog [log,, (MDa) x distancia
(mm)] a partir da localizagdo fotografica dos plasmidios das respec-
tivas cepas.

O plasmidio conjugativo de peso molecular de 25,2 MDa (tipo
Dutch ou American)®, que confere alto nivel de resisténcia a tetra-
ciclina, foi presumivelmente identificado a partir da CIM = 16
ng/mL.

Genotipagem

A eletroforese em campo pulsado (PFGE — Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) foi realizada para todas as 115 amostras estudadas,
0 que permitiu analisar os perfis de macrorrestricio do DNA cro-
mossomal, utilizando a enzima endonuclease de restricdo Spe I (5°-
ALCTAGT - 3°) (10U, American Pharmacia Biotech —
England)65‘ 67 Sucintamente, cerca de % de um crescimento abun-
dante em AC sup. (placa 90 x 15mm) por 20 a 24 horas, foi adicio-
nado a 1 mL de solugdo PPS, e centrifugado por duas vezes a
13.000 rpm por dois minutos a 4°C. Ao sedimento foram acrescen-
tados 30 uL de EDTA (0,5M, pH 7,5), homogeneizados em agita-
dor tipo Vortex, mais 200 puL da solucdo TEN (EDTA 0,5M, pH 7
e 8; TRIS base 1M, pH 7 e §; NaCl 4M, SIGMA), e homogeneiza-
dos novamente. A seguir, adicionou-se 230 uL de agarose Low
Melting Point a 2,0% (SIGMA), previamente estabilizado a 50°C
em banho-maria, para preparagdo dos blocos de agarose (BIO
RAD). Ap6s extrag@o, purificagdo e digestdo do DNA cromossomal
foi preparado o gel para a eletroforese em campo pulsado.

Utilizou-se como marcador de peso molecular o lambda DNA
ladder, 50-300 kpb (BIO RAD). O gel foi preparado com agarose a
1 g% em tampdo TBE 0,5X concentrado (TRIS base; BORATO e
EDTA), e moldado em suporte préprio (BIO RAD) com 100 mL.
Ap6s aplicagdo das amostras, o aparelho CHEF DR III (BIO RAD)
foi programado para o tempo de pulso de 5-15 segundos por 24
horas a 14°C em voltagem igual a 6V sob um angulo de 120°.
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Com o fim da corrida eletroforética, o gel foi corado por 30
minutos com uma solugdo aquosa de brometo de etidio (50 nL/500
mL) e descorado por 10 minutos com dgua destilada, para ser visua-
lizado e fotografado sob luz UV em aparelho “ImageMaster VDS”
(American Pharmacia Biotech, England).

A avaliagdo final dos perfis de restri¢do obtidos com a PFGE foi
realizada utilizando o programa “Gel Compar II — Comparative
Analysis of Electrophoresis Patterns. Version 1.5 — Applied Maths,
Kortrijk — Belgium”. O grau de identidade entre os perfis foi deter-
minado pela constru¢do de uma matriz de similaridade, aplicando-
se o coeficiente de Dice com 2% de tolerancia de posicdo e 2% de
otimizacdo. A definicdo de clones tomou por base as orientacdes
preconizadas por Tenover et al.%.

Dados sociodemograficos

As informagdes extraidas dos prontudrios médicos dos pacientes
incluiam idade, sexo, estado civil, origem étnica, comportamento
sexual, histéria de DST, grau de instrucdo, renda familiar, uso de
preservativo, nimeros de parceiros e uso de antibiéticos. A andlise
estatistica utilizou-se do programa Epi Info versdo 6.1 (Centers for
Diseases Control and Prevention, Atlanta. Ga. USA) para célculo
de média, mediana e desvio padrido do item idade. Para as demais
variaveis, foi empregada a distribuigdo de freqiiéncia simples e per-
centual.

RESULTADO

Tendéncias da resisténcia

Susceptibilidade a penicilina e a tetraciclina

Das 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae analisadas (Tabela
1), 10 (8,7%) eram resistentes a penicilina, 88 (76,5%) exibiam
resisténcia intermedidria, e 17 (14,8%) eram sensiveis, cuja CIM
variou entre 0,008 a 32 pg/mL.

Para tetraciclina, 39 (33,9%) foram resistentes, 37 (32,2%) apre-
sentavam RI e 39 (33,9%) foram sensiveis, com a CIM variando de
0,06 a 32 ug/mL (Tabela 1).

Todas as dez amostras resistentes a PG eram produtoras de [-
lactamase, sendo que oito também eram resistentes a TC, uma apre-
sentava RI a TC e outra também apresentava Rl a TC e AZ simulta-
neamente.

Virias categorias de resisténcia aos dois antibidticos foram
encontradas (Tabela 2). Entre todas as amostras, 28 (24,3%) exi-
biam resisténcia mediada por plasmidios a PG, a TC ou a ambas, e
16 (13,9%) apresentaram resisténcia mediada por cromossomo,
sendo que trés (2,6%) eram PP/CMTR.

Ao todo, 105 (91,3%) amostras foram sensiveis a penicilina, 84
(73%) sensiveis a TC e, por fim, 74 (64,3%) sensiveis a0 mesmo
tempo aos dois antibiéticos.

Das 88 (76,5%) amostras com RI a PG, 26 (29,5%) também
eram resistentes a TC, 17 (19,3%) exibiam RI a TC e 20 (22,7%)
apresentavam algum tipo de resisténcia a outros antimicrobianos.
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Quanto as 37 amostras com RI a TC, apenas oito (21,6%) eram
exclusivamente, ao passo que as 29 (78,4%) restantes exibiam per-
fil de resisténcia variado com outros antimicrobianos.

Susceptibilidade a azitromicina, ciprofloxacin,
cloranfenicol e ceftriaxona.

Todas as amostras estudadas foram sensiveis a ceftriaxona (CIM
< 0,25 pug/mL). Entretanto, em 23 (20%, Tabela 1) isolados foi
notada sensibilidade diminuida a azitromicina, sendo que 14 deles
apresentaram CIM = 0,25 pug/mL e os outros nove CIM = 0,5
pg/mL. Concomitantemente, um isolado exibia resisténcia a PG e
RI a TC; outro apresentava RI a PG, TC e CI e outro, a PG e CI;
dois isolados apresentavam RI a TC; cinco eram resistentes a TC
(CIM entre 2 e 8 pg/mL); seis exibiam RI a PG e, finalmente, sete
apresentavam RI a PG e a TC.

A seguir, observou-se também que dois (1,7%, Tabela 1) isola-
dos manifestavam sensibilidade diminuida a ciprofloxacin (CIM =
0,5 pg/mL). Um deles, a0 mesmo tempo exibia RI a PG, TC e AZ,
enquanto outro, a PG e AZ.

Todas as amostras foram testadas para cloranfenicol, quatro
(3,5%, Tabela 1) mostraram-se resistentes e 14 (12,2%) manifesta-
ram sensibilidade diminuida.

Analise plasmidial

O contetdo de plasmidios foi determinado nas 115 amostras
(Tabela 3). Todas continham o plasmidio criptico de 2,6 MDa.
Dentre as dez PPNG, foram encontrados trés tipos distintos de plas-
midios produtores de B-lactamase, assim denominados: quatro do
tipo Asia com peso molecular de 4,4 MDa, nove do tipo Africa de
3,2 MDa e um do tipo Toronto de 3,05 MDa. Cinco delas abriga-
vam presumivelmente o plasmidio conjugativo tet M de 25,2 MDa,
trés o plasmidio de transferéncia de 24,5 MDa e duas ndo possuiam
o plasmidio de transferéncia. O plasmidio conjugativo foi presumi-
velmente encontrado em 23 (20%) amostras TRNG e o de transfe-
réncia em 16 (13,9%) isolados resistentes a tetraciclina (CIM < 8
pg/mL), sendo trés PPNG.

Sorotipagem

Todas as 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae sorogrupadas
e sorotipadas com o painel de 14 anticorpos monoclonais, apresen-
taram pelo menos um epitopo para ser reconhecido, ndo ocorrendo
nenhuma cepa “ndo tipavel” nem que apresentasse reagdo cruzada
entre as classes PI-A e PI-B. A grande maioria pertencia ao soro-
grupo [-B/WII/III, somando 104 (90,4%) cepas contra 11 (9,6%)
pertencentes ao sorogrupo I-A/WI (Tabela 4). Quatro perfis sorolé-
gicos foram encontrados no sorogrupo I-A/W1 e 47 perfis diferentes
no sorogrupo [-B/WII/IIIL.

O epitopo predominante no sorogrupo I-A/WI foi o At, presente
em nove (81,8%, Tabela 4) das cepas, sendo que em sete de manei-
ra combinada, ora com o As (4 x) ora com o Ar e As (3 x). Em
outras duas cepas o epitopo At estava sozinho, assim como o Av. O
epitopo Ao ndo foi encontrado em nenhuma cepa.
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Tabela 3 — Perfil plasmidial de Neisseria gonorrhoeae (n = 115).

Peso molecular (MDa) n (%)
PPNG Nao-PPNG
2,6+32 1(0,9)
26+32+44 1(0,9)
26+32+252% 3(2,6)
26+32+44+252 1(0,9)
26+32+44+245 2(1,7)
2,6+32+245 1(0,9)
2,6+3,05+252 1(0,9)
2.6 74 (64.3)
2,6+245 13(11,3)
2,6+252 18 (15,6)
* TRNG = resisténcia plasmidial a TC, CIM = 16 pg/mL.
Tabela 4 — Distribui¢do de sorogrupos e sorotipos entre as 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae.
PPNG Nao-PPNG
Sorogrupos Sorotipos n=10 Sorogrupos Sorotipos n=105
I-A/WI Arst 1 I-A/WI Ast 2
Ast 2 Arst 2
At 1 At 1
Av 2
I-B / WII/TIT Boprty 1 I-B / WII/III Btvy 10
Botuvy 1 Boprty 7
Bstvy 1 Bopr 6
Bsty 1 Btv, opt, tuvy 5 de cada
Btuvy 1 Bptuvy, oprt 4 de cada
Btuy 1 Boprtuv, otv, otvy 3 de cada
Outros* 43

* Qutros: 2 de cada; oprtu, optv, opv, optvy, ostv, psty, st, stvy, vy.

1 de cada; oprtuvy, opru, opstu, opstuy, ost, 0stvy, ov, ovy, pr, prstvy, prstuy, prt, prtvy, prvy, ps, pstuy, ptu, ptv, pv, 1s, Itv, s, st, sty, tuv.

O sorotipo predominante foi o Ast 4/11(36,3%), seguido do Arst
com 3/11 (27,2%).

No sorogrupo I-B/WII/III, predominou o epitopo Bt = 86/104
(82,7%, Tabela 4), distribuido de forma combinada em 37 diferen-
tes perfis soroldgicos, seguido do Bv = 60/104 (57,7%), que apare-
cia em 25 diferentes perfis de forma combinada; depois surge o By
= 54/104 (51,9%), presente em 20 perfis de forma combinada. A
seguir vinha o Bp = 52/104 (50%), presente em 27 perfis de forma
combinada e, a partir dai, aparecia o epitopo Bo = 49/104 (47,1%),
em 22 perfis; Br = 31/104 (29,8%), em 16 perfis; Bu = 25/104
(24,0%), em 14 perfis, e Bs = 23/104 (22,1%), em 13 perfis sorold-
gicos de forma combinada. O epitopo Bx ndo foi encontrado em
nenhuma amostra. Neste sorogrupo, o sorotipo predominante foi o
Btvy, 10/47 (21%), seguido do sorotipo Boprty, com 8/47 (17%).

Entre as PPNG, 4/10(40%) pertenciam ao sorogrupo I-A/WI
com predominio do sorotipo Ast e 6/10(60%) ao sorogrupo I-
B/WII/II. Quanto as amostras ndo-PPNG, 7/105 (6,6%) eram do
sorogrupo I-A/WI e 98/105(93,9%) do sorogrupo I-B/WII/III, pre-
dominando o sorotipo Btvy 10/98 (10,2%), seguido do Boprty 7/98
(7,1%) e do Bopr 6/98 (6,1%, Tabela 4).

Com excecdo de uma (Ast), todas as amostras TRNG (Tabela
3) pertenciam ao sorogrupo I-B/WII/III 22/23 (95,6%), com os
sorotipos Bopr e Bopt aparecendo duas vezes cada.

As amostras de Neisseria gonorrhoeae com sensibilidade dimi-
nuida & azitromicina, 23/115 (20%), e a ciprofloxacin, 2/115
(1,7%), eram do sorogrupo I-B/WII/III, bem como aquelas resisten-
tes ao cloranfenicol 4/115 (3,5%, Tabela 1).

Genotipagem

A andlise dos padrdes de restricdo gerados na PFGE ap6s diges-
tdo com a endonuclease Spel de baixa freqiiéncia de clivagem dos
DNA genomico das 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae, per-
mitiu identificar um clone A com 51 subclones (predominio do A,
€ A; com sete cepas cada), de outro clone B, com trés cepas e mais
nove clones (C — K) com uma cepa cada.

Os perfis eletroforéticos obtidos mostraram 8 a 16 fragmentos
de DNA com tamanhos estimados entre 20 e 480 kb. O coeficiente
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Figura 1 - Representagdo esquematica da diversidade gendmica encontrada nas 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae (dendrograma).

de Dice registrou 58,34% de similaridade caracterizando considera- nova infeccdo. Dos 111 pacientes com diagndstico laboratorial con-
vel diversidade genética entre as amostras estudadas (Figura 1). clusivo de gonorréia, 100 (90,1%) eram do sexo masculino e 11

As amostras resistentes a penicilina e a tetraciclina, pertenciam (9,9%) do sexo feminino. Com relagdo a faixa etdria (média de 24
ao clone A, com excecdo de uma (clone C) que apresentava resis- anos ¢ mediana de 22 anos), 80 (72,1%) estavam entre 15 e 25
téncia mediada por plasmidio a tetraciclina (CIM = 16 pug/mL) e de anos, 21 (18,9%) entre 25 e 35 anos, seis (5,4%) entre 35 e 45 anos,
outra (clone E), que manifestou resisténcia cromossdmica também e quatro (3,6%) tinham mais de 45 anos. Cingiienta e sete (51,4%)

a tetraciclina (CIM =4 pug/mL).

residiam no municipio de Niterdi, 50 (45,0%) no municipio de Sao

Todas as amostras com sensibilidade diminuida a azitromicina Gongalo, dois (1,8%) no municipio de Itaborai, um(0,9%) na cidade

pertenciam ao clone A.

do Rio de Janeiro e um (0,9%) em Londrina — PR. Analisando a

etnia, 42 (37,8%) tinham origem étnica branca, 33 (29,7%) eram
pardos, 32 (28,8%) negros e 4 (3,6%) ndo declararam. Setenta e

Caracteristicas sociodemograficas

sete (69,4%) eram solteiros, 32 (28,8%) casados e dois (1,8%)

divorciados.
As 115 amostras de Neisseria gonorrhoeae analisadas perten- Neste estudo, 103 (92,8%) apresentavam-se como heterosse-
ciam a 111 pacientes, pois quatro deles retornaram a clinica com xuais e oito (7,2%), ndo-heterossexuais. Quanto ao grau de instru-
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¢do formal, 67 (60,4%) possuiam o primeiro grau incompleto, 33
(29,7%) o segundo grau incompleto e 11 (9,9%) do segundo grau
completo ao terceiro grau incompleto. Renda familiar de até dois
saldrios minimos foi declarada por 56 (50,5%) pacientes, 34
(30,6%) declararam renda de trés salarios, dois (1,8%) acima de dez
salarios e nove (8,1%) declararam ndo possuir renda. Sessenta e
cinco (58,6%) dos pacientes tinham multiplos parceiros, 29 (26,1%)
declararam ter parceiro fixo e exclusivo, 14 (12,6%) estavam sem
parceiro no momento da consulta e trés (2,7%) nao informaram.

A andlise dos prontudrios médicos demonstrou que 72 (64,9%)
pacientes ndo relataram histéria pregressa de DST, enquanto dos
pacientes que reportaram algum tipo de DST no passado, 18/39
(46,1%) afirmaram ter tido gonorréia; 4/39 (10,2%) tiveram gonor-
réia associada a outras DST, por exemplo, sifilis, HPV e escabiose;
3/39 (7,7%) relataram HPV; outros 3/39 (7,7%) tiveram sifilis; 3/39
(7,7%) tiveram sifilis associada a HPV e candidiase; 4/39 (10,2%)
disseram ter tido corrimento uretral e 4/39 (10,2%) ndo souberam
informar o tipo de DST.

A maioria dos pacientes reconhecia a importancia de utilizar
preservativos, mas apenas 28 (25,2%) deles faziam uso regularmen-
te. Dos 111 pacientes estudados, 17 (15,3%) disseram ter feito uso
de antimicrobianos, por iniciativa prépria, apds perceberem sinais
de corrimento uretral.

DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido com a inten¢do de gerar informa-
¢Oes bdsicas sobre Neisseria gonorrhoeae, na regiado metropolitana
do Rio de Janeiro, um dos sitios integrantes da RENAGO-
NO/PNDST E Aids e que possa servir para futuros estudos epide-
mioldgicos no Brasil, comparando tendéncias regionais da resistén-
cia dos gonococos e eficicia de regimes usados no tratamento da
gonorréia. Realizado inteiramente com recursos locais, esperamos
estimular outros sitios, ajudando na implanta¢do definitiva do pro-
grama de vigilancia dos gonococos e controle da gonorréia.

O perfil de resisténcia das Neisseria gonorrhoeae encontradas
em nossa regido revelou a presenca de resisténcia mediada por plas-
midios e por cromossomo a penicilina, tetraciclina e ao cloranfeni-
col. Reflete também a emergéncia de Neisseria gonorrhoeae com
sensibilidade diminuida a azitromicina e ciprofloxacin. Nenhuma
amostra foi encontrada com resisténcia a ceftriaxona.

A ocorréncia de 8,7% de cepas PPNG entre os isolados,
demonstra equivaléncia com as porcentagens encontradas em
outros estudos no Brasil, como o de Recife, que encontrou 8,3% de
PPNG*! ¢ 0 de Manaus, no qual foi detectado 8,6%%. Até agora, 0s
estudos realizados em nosso pais revelaram nivel baixo de preva-
léncia de PPNG*246 em comparagio com a tendéncia em outros
paises, como, por exemplo, na Jamaica®®, com 58,6%, em
Honduras”, com 60%, no Uruguai’!, com 54%, na Nicardgua’?,
com 78%, e em Cuba’?,com 55,6%.

Fato relevante € que todas as amostras resistentes a penicilina
eram produtoras de penicilinase, mediada por plasmidio, ndo sendo
encontrada nenhuma amostra com resisténcia cromossdmica, ape-
sar de 76,5% apresentarem resisténcia intermedidria a este antibidti-
co. De qualquer maneira, o comité especialista da Organizagdo

Mundial da Satdde ndo recomenda o uso de um antimicrobiano na
ocorréncia de 5% de resisténcia’®.

Resisténcia de alto nivel mediada por plasmidio a tetraciclina é
devida a aquisicdo do determinante tet M pelo plasmidio de transfe-
réncia (24,5 Mda), resultando no plasmidio 25,2 Mda, com duas
classes: tipo Dutch e tipo American’>. Na corrida eletroforética,
torna-se muito dificil sua separag@o, necessitando confirmacdo de
sua presenca com o uso de técnica de hibridizacdo ou PCR (protein
chain reaction). O CIM das amostras contendo o plasmidio tet M é
de pelo menos 16 ig/mL. Entdo, o fenétipo TRNG foi presumivel-
mente detectado quando a CIM alcangava este valor.

No presente estudo, 33,9% das amostras eram resistentes a tetra-
ciclina, sendo que 20% foram identificadas como TRNG. Estes
dados sao diferentes dos encontrados em Florianépolis—SC45, onde
aproximadamente 70% eram resistentes a tetraciclina, e de Manaus-
AM*, que refletiam uma alta porcentagem de TRNG, cerca de
76,5%, condicdo jamais observada nos paises da América Latina e
Caribe®-72- Em Cuba3? foram encontrados 48,3% de TRNG, ao
passo que nos Estados Unidos, cerca de 7% de TRNG foram encon-
trados no periodo de 1988 a 1998, e aproximadamente 14% exi-
biam resisténcia mediada por cromossomo’®. No Canadd*®, em
1995, tal como em nossa regido, foram encontrados 20% de TRNG.

A clinica de DST em que estas amostras foram coletadas utiliza
o regime recomendado pelo PNDST/Aids”’, que lista ciprofloxacin,
ofloxacin, azitromicina, ceftriaxona e tianfenicol como antimicro-
bianos de escolha para o tratamento da gonorréia. Os pacientes com
gonorréia ndo-complicada sdo tratados com dose Unica de 500 mg
de ciprofloxacin por via oral, e azitromicina ou doxiclina para
infecgdo por Chlamydia trachomatis. Encontramos aqui duas cepas
com sensibilidade diminuida a ciprofloxacin e 20% das amostras
com sensibilidade diminuida a azitromicina, situacdo semelhante
aquela observada no estudo de Manaus*. Por conta do uso aumen-
tado de azitromicina para o tratamento de infec¢des causadas por
Chlamydia trachomatis e de outras infec¢cdes comunitdrias, diversos
autores de varios lugares do mundo t€m demonstrado preocupagio
com que a resisténcia desenvolvida pela Neisseria gonorrhoeae
venha limitar o pequeno nimero de antimicrobianos disponiveis
para o tratamento da gonorréiad®7879,

A taxa de ocorréncia de cepas resistentes ao cloranfenicol neste
trabalho foi de 3,4%, com 12,2% de resisténcia intermediaria.
Resultado bem mais baixo do que foi encontrado em outros paises,
como na Indonésia33, que registrou 76,2% de resisténcia entre as
PPNG. Em outro estudo, realizado em Paris, com amostras coleta-
das em Kyrghystan3°, encontraram-se 51,7% de resisténcia ao clo-
ranfenicol. Curiosamente, no Kenia8%, entre 1995 e 1996, 177
amostras analisadas foram sensiveis a este antimicrobiano. E possi-
vel que o uso excessivo do cloranfenicol para outras condigdes
patoldgicas, como observado nos paises em desenvolvimento, pres-
sione a selecio de cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes,

Comparando ainda nossos resultados com os encontrados em
Manaus, observamos que em nossa regifo, 0 sorogrupo com pre-
senca marcante foi o I-B (90,4%) enquanto 14, cerca de 60% perten-
ciam ao sorogrupo I-B e 40% ao sorogrupo I-A. Entre as PPNG,
10,4% eram do sorogrupo I-A, diferente daqui, em que encontra-
mos 40%. As nossas amostras TRNG, com excecdo de uma, perten-
ciam ao sorogrupo I-B, enquanto entre eles, 25,9% pertenciam ao

DST — J bras Doengas Sex Transm 16(3): 32-42, 2004



40

BARRETO N et al.

sorogrupo I-A. O niimero absoluto 23 foi encontrado nos dois estu-
dos que quantificaram Neisseria gonorrhoeae com sensibilidade
diminuida a azitromicina, sendo que as desse estudo pertenciam ao
sorogrupo I-B, mas no estudo comparado, estavam distribuidos
quase uniformemente entre os sorogrupos I-A e I-B.

A resisténcia mediada por plasmidio em cepas resistentes a peni-
cilina € devida a presenca de seis tipos de plasmidios, distinguidos
com base no tamanho de seus pesos moleculares e denominados em
funcdo da regido onde foram encontrados, a saber: Nova Zelandia
(6,5 MDa), Asia (4.4 MDa), Nimes (3,8 MDa), Africa ( 3,2 MDa),
Toronto (3,05 MDa) e Rio (2,9 MDa). As amostras aqui isoladas
abrigavam os plasmidios tipo Africa, tipo Asia e tipo Toronto. Em
Recife, as amostras PPNG carreavam o plasmidio tipo Africa e,
em Manaus*®, foram encontrados o tipo Africa e o tipo Toronto.
Esses plasmidios produtores de B-lactamase estdo espalhados por
todo o mundo, e sua transmiss@o por conjugagdo entre 0S gonoco-
cos ou entre géneros bacterianos distintos permite propagar a resis-
té€ncia por diversas regides do Brasil e do mundo.

A andlise genomica realizada por eletroforese em campo pulsa-
do (PFGE), utilizada pela primeira vez em nosso pais para
Neisseria gonorrhoeae, possibilitou estabelecer uma base compara-
tiva para futuros estudos epidemiolégicos, mostrando uma grande
variabilidade genética entre as cepas estudadas, confirmando sua
origem ndo-clonal. Como ferramenta ttil de largo poder discrimina-
tério, para rastreamento e investigacdo, podemos concluir que nos
quatro episddios de reinfec¢@o encontrados neste trabalho, em trés
deles a cepa tinha o mesmo perfil de restricdio do DNA, provavel-
mente a mesma fonte de origem.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados confirmam que a penicilina e a tetra-
ciclina ndo devem ser usadas para o tratamento de gonorréia na
regido metropolitana do Rio de Janeiro e que a detecgdo de cepas,
com diminuida sensibilidade a azitromicina e ciprofloxacin, deve
servir de alerta para o seu uso e futuro monitoramento. A taxa de
resisténcia encontrada para cloranfenicol, e que deve ser projetada
para tianfenicol, estd préoxima daquela preconizada pela
Organiza¢do Mundial da Sadde para sua contra-indicacdo. A cef-
triaxona foi a droga que apresentou o melhor perfil de sensibilidade.

A anilise fenotipica e genotipica das amostras estudadas podera
estabelecer, para nossa regido, instrumentos comparativos para
futuras pesquisas.

Finalmente, o perfil sociodemogréafico dos pacientes portadores de
gonorréia atendidos numa clinica de DST nesta regido, € constituido
de homens brancos, jovens, solteiros, heterossexuais, com multiplas
parceiras, com nivel de escolaridade e renda familiar baixos, e expos-
tos continuamente a riscos de adquirir uma doenca de rota sexual.
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