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NEISSERIA GONORRHOEAE ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN MANAUS: 2005-2006 PERIOD

Cristina M Ferreira®?, Adele S Benzaken’, Maria lane S Silva®

RESUMO

Introducio: em 1998, a Fundagdo Alfredo da Matta, de Manaus, iniciou estudos para avaliar a resisténcia de isolados de N. gonorrhoeae aos antibio-
ticos recomendados para o tratamento das uretrites e cervicites gonocécicas. Objetivo: verificar a resisténcia de isolados de Neisseria gonorrhoeae
aos antibidticos penicilina, tetraciclina, azitromicina, ceftriaxona e ciprofloxacino no Laboratério de Bacteriologia Clinica da Fundag@o Alfredo da
Matta, Manaus — Amazonas — Brasil. Métodos: neste estudo, avaliou-se a resisténcia de 110 gonococos a penicilina, a tetraciclina, a azitromicina, a
ceftriaxona e ao ciprofloxacino pelo método de difusdo com discos. Resultados: apds os testes, verificou-se que 14,5% foram betalactamase positi-
vos (PPNG) e a resisténcia a penicilina foi de 21,8%. Para a tetraciclina, 80,0% foram resistentes com 12,7% TRNG. Em relacdo a azitromicina,
8,2% dos isolados foram resistentes e ndo se detectou resisténcia ao ciprofloxacino e a ceftriaxona, porém 6,4% apresentaram sensibilidade reduzida
ao primeiro e 5,5% didmetro inferior a 33 mm ao segundo. Conclusio: ao final, conclui-se que os altos percentuais de resisténcia a penicilina e tetra-
ciclina sdo semelhantes aos observados em outros estudos realizados com cepas da regido e sugerem que ainda hd elevada pressdo seletiva desses
antibiéticos sobre os gonococos. Os indices de resisténcia a azitromicina inviabilizam de sua utilizagdo como opgéo teraputica. Tanto o ciprofloxaci-
no quanto a ceftriaxona foram eficazes in vitro, mas as taxas de sensibilidade reduzida de ciprofloxacino e os valores abaixo de 35 mm de didmetro
no antibiograma para a ceftriaxona, sdo indicativos da necessidade do monitoramento clinico e laboratorial constante desses medicamentos.
Palavras-chave: Neisseria gonrrhoeae, antimicrobianos, resisténcia

ABSTRACT

Introduction: in 1998, the Alfredo da Matta Foundation from Manaus launched studies to evaluate the resistance of N. gonorrhoeae strains to the anti-
biotics penicillin, tetracycline, azithromycin, ceftriaxone and ciprofloxacin. Objective: checking the resistance of isolates of Neisseria gonorrhoeae to
the antibiotics penicillin, tetracycline, azithromycin, ceftriaxone and ciprofloxacin in the Clinic Bacteriology Laboratory from Alfredo da Matta foun-
dation, Manaus - Amazonas - Brazil. Methods: in this study, the resistance of 110 strains was evaluated by the disc diffusion method. Results: the
tests showed that 14,5% of the isolates were d-lactamase positive (PPNG) and the resistance to the penicillin was 21,8%. For the tetracycline, 80,0%
were resistant with 12,7% TRNG. In relation to azithromycin, 8,2% of the gonococci were resistant. To the ciprofloxacin, 6,4% of the strains showed
reduced sensibility and with the use of ceftriaxone, 5,5% of the isolates had a diameter inferior to 33 mm in the susceptibility test. Conclusion: the con-
clusion is that the high percentages of resistance to the penicillin and tetracycline are similar to other studies done with the strains this region and sug-
gest that the selective pressure on those antibiotic continues is high. The resistance levels for azithromycin make it unfeasible to be used as a therapeu-
tic method. Resistance to from ciprofloxacin and ceftriaxone was mpt detected but the percentage of reduced sensibility for the ciprofloxacin and the
strains with a diameter below 35 mm in the disc diffusion susceptibility test for the ceftriaxone, suggest that constant clinical and laboratorial surveil-

lance is necessary.
Keywords: Neisseria gonorrhoeae, antimicrobial, resistance.

INTRODUCAO

A avaliagdo da eficdcia in vitro dos antibidticos indicados
para o tratamento de infec¢des causadas pela Neisseria gonor-
rhoeae, em Manaus, teve inicio em 1998!, quando isolados obti-
dos de amostras de pacientes assistidos em clinica especializada
de DST da Fundagdo Alfredo da Matta foram enviados para o
Centro Coordenador do GASP (Gonococcal Antimicrobial
Surveillance Program — Otawa — Canadd), resultando na primeira
publicagdo nesse sentido. Posteriormente, novas pesquisas publi-
cadas em 2001 e em 2004 contribuiram para a avaliagdo do perfil
da resisténcia do gonococo aos antibidticos indicados para o tra-
tamento das doengas causadas por esse agente etiolégico?.

No Brasil, estudos realizados com esse propdsito sempre
foram pontuais e esporddicos, o que impossibilita uma andlise
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epidemioldgica mais ampla e contextual da resisténcia dessa bac-
téria aos antimicrobianos. De certo modo, a partir dos estudos
realizados em Recife®’ e até mais recente, realizado no Rio de
Janeiro®, observa-se a tendéncia de resisténcia tanto plasmidial
quanto cromossomal a penicilina e tetraciclina.

Esses mesmos estudos tém revelado resisténcia ou sensibilida-
de reduzida a azitromicina, resisténcia intermedidria a ciprofloxa-
cino e valores abaixo do recomendado pelo CLSI para a sensibi-
lidade & ceftriaxona®’ diferente de outros paises, em que a resis-
téncia as fluroquinolonas tem sido freqiientemente relatada .

Infecgdes pelo gonococo e por clamidia estdo entre as mais
comuns doencas sexualmente transmissiveis causadas por bacté-
rias no mundo'2. Relatério da OMS publicado em 2001 faz refe-
réncia a estimativa de que mais de seis milhdes de casos de
gonorréia ocorrem a cada ano e com indices mais elevados, prin-
cipalmente nos paises em desenvolvimento'>. No Brasil, tanto a
incidéncia quanto a prevaléncia de gonorréia tém sido elevadas'.
Estudo realizado em profissionais do sexo na regido amazonica'*
registrou a prevaléncia de 16,3% de infec¢@o causada por essa
bactéria.

DST — J bras Doengas Sex Transm 2007; 19(2): 65-69 — ISSN: 0103-4065

—



1.gxd

7/8/2008 8:32 AM Page 66

66

—6—

FERREIRA et al

Em outras regides, as doengas causadas pelo gonococo estio
entre as principais causas de procura por assisténcia médica em
centros especializados'’ e, quando associadas a possibilidade de
transmissdo do HIV'>!7 e com a crescente resisténcia aos antimi-
crobianos, sdo mais do que suficientes para justificar a implanta-
¢do de programas de vigilancia e controle desse microorganismo.

Objetivando o monitoramento da sensibilidade do gonococo e
a vigilancia iniciada em 1998, avaliou-se, no periodo de oito
meses, a sensibilidade de 110 isolados de N. gonorrhoeae a cinco
antimicrobianos, acrescentando novos dados que poderdo contri-
buir para o controle epidemioldgico, clinico e laboratorial desse
importante agente etioldgico.

OBJETIVO

Verificar a resisténcia de isolados de Neisseria gonorrhoeae
aos antibidticos penicilina, tetraciclina, azitromicina, ceftriaxona
e ciprofloxacino no Laboratério de Bacteriologia Clinica da
Fundagdo Alfredo da Matta, Manaus, Amazonas, Brasil.

METODOS

Delineamento
Estudo prospectivo, descritivo com aspectos analiticos.

Amostragem
Cento e dez isolados de Neisseria gonorrhoeae obtidos de

pacientes com gonorréia ndo complicada no periodo entre setem-
bro de 2005 a maio de 2006.

Critérios de inclusao

— Cepas que apresentaram crescimento de colonias sugestivas
de N. gonorrhoeae em meio de TMm no periodo de 24/48
horas.

— Coldnias que apresentaram resultados positivos nos testes de
identificacdo de género e espécies para N. gonorrhoeae.

— Todas as cepas que apds testes de sensibilidade por concentra-
¢80 inibitéria minima (MIC) confirmaram a resisténcia a qual-
quer um ou a todos os antibidticos utilizados no estudo.

Critérios de exclusao

— Pacientes que utilizaram antibidticos de uso oral ou parenteral
no periodo de até sete dias ao ato da coleta.

— Pacientes que fizeram uso de algum tipo de anti-sépticos ou
analgésicos até o ato da coleta.

— Pacientes menstruadas.

— Amostras que ndo apresentaram crescimento em meio de
TMm.

— Cepas que apresentaram crescimento em TMm em que os
resultados dos testes de identificacdo de gé€nero e espécie ndo
foram compativeis para N. gonorrhoeae.

Coleta de material biolégico

Secrecao uretral: No sexo masculino, utilizou-se suabe alginata-
do que, apds a limpeza da secrecdo emergente, introduziram-se
aproximadamente 2 cm no canal uretral, semeando-se em seguida
em meio apropriado. No sexo feminino, apds introduzir o espécu-
lo, limpou-se o colo do ttero, introduzindo-se suabe alginatado
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aproximadamente 1 cm no canal endocervical, ssmeando-se ime-
diatamente em meio apropriado. Os procedimentos de coleta
foram realizados seguindo os critérios e recomendacdes de Dick
etal's.

Cultura, isolamento e identificacao

Apés a coleta da amostra uretral ou cervical, o material foi
semeado em meio de cultura de Thayer-Martin modificado e
incubado em estufa bacteriolégica apropriada em jarra de
microaerofilia por 24 a 48 horas a temperatura entre 35 e 35,5°C
com umidade. Apds o crescimento de coldnias sugestivas, foram
realizados esfregacos corados pelo Gram e testes de catalase e
oxidase para a identificagdo do género. Apds a confirmagdo do
género, as colonias eram repicadas para o meio de GC dgar cho-
colate, incubando-se novamente por 24 horas. Em seguida, real-
izava-se o teste da cefalosporina cromogénica (Rocefim®) e
semeavam-se as coldnias apropriadas em meios de CTA mais
acucares (glicose, lactose, sacarose e maltose) para a identifica-
¢do da espécie. Os testes realizados seguiram as recomendacdes
de Dick er al.'® e Koneman et al.”.

Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade utilizado foi o de difusdo com discos.
Para o preparo da suspensio, utilizou-se solucio fisiolégica 0,9%
e colonias obtidas apds 24 horas de incubagdo em meio de GC
agar chocolate enriquecido. O padrdo de turbidez para a concen-
tracdo da suspensdo de coldnias foi o 5.0 da escala de
MacFarland.

O teste de sensibilidade foi feito em meio de GC 4gar base
enriquecido com suplemento VX sem hemoglobina. Para a
semeadura utilizou-se suabe alginatado com cabo de madeira e os
antibidticos penicilina, tetraciclina, azitromicina, ceftriaxona e
ciprofloxacino foram colocados na superficie do meio e as placas
incubadas conforme descrito anteriormente. A leitura dos testes
foi feita apds 24 horas de incubacdo. O procedimento do teste e
os valores de referéncia para a sensibilidade, sensibilidade redu-
zida e resisténcia, seguiram as recomendagdes de Dick et al.'®,
CLSI*, B83-CDC?>.

RESULTADOS

Apés a andlise dos resultados, verificou-se que 14,5%
(16/110) dos isolados testados apresentaram teste da betalacta-
mase positivos e 85,5% (94/110), negativos (Tabela 1).
Quanto aos testes de sensibilidade aos antibidticos, detectou-se
que 21,8% (24/110) dos isolados foram resistentes & penicilina
e 80% (88/110) a tetraciclina. N@o houve resisténcia ao cipro-
floxacino, entretanto, 5,5% (6/110) das cepas apresentaram
sensibilidade reduzida a esse antibidtico (Tabela 2). Em rela-
¢do a azitromicina, detectou-se resisténcia em 6,4% (7/110)
dos isolados (Tabela 3). J4 para a ceftriaxona, 93,6%
(103/110) dos gonococos testados apresentaram sensibilidade a
este antibidtico, porém 6,4% (7/110) apresentaram o didmetro
com valor inferior ao de referéncia de sensibilidade para o
mesmo (Tabela 4).

Quanto a fenotipagem das cepas resistentes a penicilina e
tetraciclina, observou-se que 14,5% (16/110) sdo PPNG e 12,7%
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Tabela 1 — Resultados dos testes de betalactamase realizados nos isolados de N. gonorrhoeae em Manaus no periodo 2005-2006

Betalactamase Positivos

Negativos

n=110

16 14,5

94 85,5

Tabela 2 — Resultados dos testes de sensibilidade realizados em isolados de N. gonorrhoeae em Manaus no periodo 2005-2006 a penicilina,

tetraciclina e ciprofloxacino

Antibioticos Resistente Intermediario Sensivel
n=110
n % n % n %
Penicilina 5 UI 24 21,8 72 65,5 14 12,7
Tetraciclina 30 pug 88 80,0 16 14,5 6 55
Ciprofloxacino 5 ug 0 0,0 6 5,5 104 94,5

Tabela 3 - Resultados dos testes de sensibilidade realizados em isolados de N. gonorrhoeae em Manaus no periodo 2005-2006 a azitromicina

Antibiotico Resistente Sensivel
n=110
n % n )
Azitromicina 30 pg* 7 6,4 103 93,6

* Critérios segundo B88-CDC, 2005"

Tabela 4 — Resultados dos testes de sensibilidade realizados em isolados de N. gonorrhoeae em Manaus no periodo 2005-2006 a ceftriaxona

Antibiético Didmetro < 35 mm Sensivel
n=110
n % n %
Ceftriaxona 30 ug 7 6,4 103 93,6

(14/110) TRNG e apenas uma (1,2%), apresentou resisténcia
plasmidial a ambos os antibiéticos (Tabela 5).

DISCUSSAO

Desde o primeiro estudo publicado por Dillon!, em 2001,
com isolados de N. gonorrhoeae obtidos em Manaus, os indices
de resisténcia tanto a penicilina quanto a tetraciclina foram ele-
vados, ou seja, acima do valor recomendado pela OMS para a
utilizacdo clinica de um antimicrobiano para o tratamento da
gonorréia®?,

O valor de resisténcia a penicilina detectada por Dillon' de
8,6%, diverge em 13,8% dos valores detectados por Ferreira?

de 22,4%. Ressalta-se que as amostras utilizadas por Dillon'
foram coletadas em 1998, enquanto as utilizadas por Ferreira®
foram em 1999. Outro detalhe que deve ser observado € a
diferenca na amostragem entre os dois estudos: enquanto
Dillon' utilizou 81 isolados, Ferreira? utilizou 249. Talvez
esse fator possa ter influenciado para a diferenca da resistén-
cia observada.

Outro detalhe importante no perfil da sensibilidade da peni-
cilina em Manaus estd no fato de que, nos testes realizados
com gonococos em 2005-2006, os valores de resisténcia a esse
antibidtico praticamente permaneceram os mesmos quando
comparados com os realizados por Ferreira? em 2001, com
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Tabela 5 — Caracteristicas fenotipicas dos isolados de N. gonorrhoeae em Manaus periodo 2005-2006

Fenétipos Critério* n %
n=110

PPNG 16 14,5

TRNG Didmetro < 19 mm 14 12,7

PPNG + TRNG 1 1,2

PPNG = N. gonorrhoeae produtora de penicilinase; TRNG = N. gonorrhoeae tetraciclina resistente; PPNG + TRNG = N. gonorrhoeae resistente a penicilina e tetraciclina por plasmidio;

* Critérios PPNG e TRNG segundo CLSI, 2005%

diferenca de 0,6% apenas. J4 a porcentagem com sensibilidade
reduzida caiu em 4,7%, enquanto as cepas sensiveis a penicili-
na aumentaram em 5,5%. Esses valores sugerem leve queda da
pressdo seletiva exercida por esse antibidtico nos gonococos na
regido.

Em relagdo a tetraciclina, todos os estudos realizados com
cepas de Manaus revelaram resultados elevados de resisténcia.
Dillon! relatou 83,9% enquanto Ferreira?, em 2001, detectou
70,2%. Atualmente, os resultados obtidos em 2005/2006 regis-
tram 80,0%. O comportamento dos gonococos frente a esse anti-
bidtico, desde 2001 até agora, tem demonstrado queda de 14,8%
para os isolados com sensibilidade reduzida e aumento de 4,7%
para as cepas sensiveis. Esses dados sugerem que a pressdo sele-
tiva exercida por este antibidtico sobre os gonococos tem sofrido
variagdes, porém os indices de resisténcia ainda permanecem
muito altos.

Elevados indices de resisténcia a penicilina e tetraciclina, seja
por resisténcia plasmidial ou cromossomal, sdo freqiientes e tém
sido relatados tanto no Brasil quanto em outras regides®>?7,
Ressalta-se que os testes de sensibilidade realizados com esses
antibidticos tém propésitos epidemiolégicos?, pois ndo sdo indi-
cados para o tratamento de doengas causadas pela N. gonor-
rhoeae, entretanto, altos indices de resisténcia detectados em
Manaus sugerem que ainda hd utilizagdo indevida ou mesmo
indiscriminada desses antibi6ticos.

Quanto aos demais antibidticos, dos testes realizados em
Manaus com os gonococos de 1998 até os mais recentes, tem-se
detectado sensibilidade reduzida e mesmo resisténcia a azitro-
micina'?’. Os resultados obtidos com as cepas de 2005-2006
indicam a tendéncia de resisténcia, porém, com indices ainda
inferiores a 10%. Os resultados observados para a azitromicina
sdo similares aos relatados por outros autores, tanto nas
Américas como em outras regides>>?*?, No Brasil, a azitromici-
na ndo € indicada para o tratamento da gonorréia como nos
EUA, onde ¢ utilizada em doses de 2g, entretanto, nas regides
em que ainda nio ha registro de resisténcia in vitro, talvez esse
medicamento pudesse ser utilizado como reserva terapéutica na
dose recomendada.

Os dados referentes a ceftriaxona demonstram que todos os
gonococos testados entre 1998 e 2001 foram sensiveis, entre-
tanto, Ferreira er al. (2004)7 observaram que 4,9% das cepas
apresentaram valores de MIC inferiores a 0,250 mg/mL, valor
padrdo de sensibilidade in vitro. Neste estudo, verificou-se um
acréscimo de 1,5% desse indice em relagdo a 2004.
Comportamento semelhante foi observado no Havai, em 2001%.
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Como ainda ndo ha valores de referéncia in vitro para as carac-
teristicas de sensibilidade reduzida ou resisténcia'® ou relatos de
falha terapéutica em nossa regido com esse medicamento, o
monitoramento constante para a ceftriaxona e ainda para a cefi-
xina se faz necessdrio.

Quanto aos resultados relacionados ao ciprofloxacino, em seu
estudo utilizando isolados de 1998, Dillon' faz referéncia a uma
cepa TRNG com sensibilidade reduzida a este antibidtico com
concentragdo de 0,250 mg/mL. J4 Ferreira® ef al., testando gono-
cocos obtidos em 1999-2000, ndo observaram valores sensibili-
dade reduzida ou de resisténcia para esse antibidtico, porém 9,7%
(4/41) de sensibilidade reduzida foram detectados em 2004, e
5,6% (6/110) nos testes realizados em 2005-2006. O mecanismo
mais importante de resisténcia ao ciprofloxacino estd nas altera-
¢des da DNA girase', e os dados apresentados por esses estudos
sugerem que ja ha pressdo seletiva dessa droga sobre os gonoco-
cos da regido, e o monitoramento intensivo faz-se necessario.
Resisténcia a essa droga tem sido relatada em vdrias regides,
principalmente em paises da Europa, Asia e Oceania!®!1273031 ¢,
em algumas dessas regides, o monitoramento ja se tem expandi-
do para outras quinolonas também indicadas para o tratamento da
gonorréia. Recentemente, o Centro de Controle de Doengas em
Atlanta (CDC-EUA), em relatério semanal, recomendou a nio
utilizac@o de fluoroquinolonas para o tratamento da gonorréia
naquele pafs em razdo do aumento da prevaléncia de gonococos
resistentes a esse grupo de antibidticos®.

Em Manaus, os estudos realizados com gonococos isolados
desde 1998 até 2006 sdo consistentes e suficientes para tragar o
perfil da resisténcia da N. gonorrhoeae aos antibidticos. Os
dados obtidos revelam altos indices de resisténcia a penicilina e
tetraciclina e também aspectos ja preocupantes em relagdo a
ceftriaxona e ciprofloxacino. Portando, torna-se evidente a
necessidade de se continuar esse monitoramento e, se possivel,
expandindo para a obten¢do de amostras de outros centros, a
fim de que se possa tragar perfil epidemiolégico mais preciso
da resisténcia gonocdcica e ainda, para pesquisas mais abran-
gentes no ambito molecular, no qual se possa relacionar a pre-
valéncia da resisténcia dos gonococos aos antibiéticos e possi-
veis mecanismos envolvidos.

CONCLUSAO

Os testes de sensibilidade realizados com cepas de N. gonor-
rhoeae, no periodo entre 2005 e 2006, revelaram que os indices
de resisténcia a penicilina e tetracilina permanecem elevados
desde 1998.
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Quanto a azitromicina, mesmo ndo sendo indicada para o tra-

tamento da gonorréia no Brasil, os indices de resisténcia observa-
dos jd inviabilizam a utilizacdo desse antimicrobiano como possi-
vel op¢éo terapéutica em Manaus®

Ainda ndo foi detectada a resisténcia in vitro para ciprofloxa-

cino e ceftriaxona, mas as taxas de sensibilidade reduzida de
ciprofloxacino e os valores abaixo de 35 mm de didmetro no anti-
biograma para a ceftriaxona sdo indicativos da necessidade do
monitoramento clinico e laboratorial constante desses medica-
mentos.
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