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2.SUMARIO

Um total de 151 estirpes n&o-selectivas de HNeisseria
gonorrhoeae, isoladas de amostras de corrimento uretral colhidas
a pacientes do sexo masculino consecutivamente observados nas
consultas de DTS da cidade de Maputo,foram enviadas do
Laboratério Nacional de Referérncia de D.T.S. em Mogambique para
o Instituto de Medicina Tropical em Antuérpia-Bélgica. Destas,
137 estirpes de Neisseria gonorrhoeae foram recultivadas e
testadas quanto a sua sensibilidade a sete (7) antibiéticos,
pelo método de dilui¢do de agar, para a determinagdo da

concentragdo inibitéria minima; foi efectuada a auxotipagem
segundo a metodologia de Catlin e a serotipﬁgem pela metodologia
de Sandstrom e Danielsson usando a nomenclatura de Knapp.
Noventa (65,7%) das estirpes isoladas, foram produtoras de B-
lactamase (PPNG) e 47 (34,3%) ndo produziram B-lactamase (ndo-
ﬁPNG). Das estirpes produtoras de B-lactamase, 62 (68,9%) foram
consideradas estritamente PPNG e 28 (31,1%) PPNG altamente
resistentes a Tetraciclina (PPNG/TRNG). Das nao-PPNG, 1 estirpe
(2,13%) mostrou resisténcia cromossémica & Penicilina; 21
(44,7%) mostraram resisténcia cromossémica 4 Tetraciclina; e 5
(10,6%) mostraram resisténcia cromossémica & Penicilina e
Tetraciclina. Uma (1) estirpe foi altamente resistente &
Tetraciclina (TRNG) e apresentava resisténcia cromossémica ao
Tianfenicol. Das 137 estirpes, 76 (55,4%). foram resistentes ao
Tianfenicol. Todas as estirpes foram sensiveis a Kanamicina,
Espectinomicina, Ciprofloxacina e Ceftriaxone. Foram detectados
20 serovars diferentes, sendo os mais frequentes: IA, com
39(28,5%) estirpes e IA, com 15(11%) estirpes do serogrupo WI e
IB; com 22 estirpes(16,1%),IB5 com 15(11%) estirpes e IB,; com
8(5,8%) estirpes do serogrupo WII/WIII. Foram encontrados 9
auxotipos sendo os mails predominantes:PRO“' com 57(41,6%)
estirpes, PROTO com 50(36,4%) estirpes,PRO,HYPO",URA™ (PHU )com
12(8,8%) estirpes e HYPO ,URA™ (HU") com 7(5,1%) estirpes.




INTRODUCAQ E OBJECTIVOS

Gonorreia é uma doenga conhecida desde a antiguidade e
continua sendo uma infec¢do bacteriana muito comum no Mundo
(4,6). O agente etiolégico da gonorreia & Neisseria gonorrhoeae
, isolado por Albert L. S. Neisser, em 1879 (29). O organismo,
comumente conhecido como gonococo, € um diplococo gram-negativo,
imével, n&do esporulante, o qual caracteristicamente se dispde
aos pares com os lados adjacentes aplanados(27,29).

A Neisseria gonorrhgeae ¢é um organismo muito fraqgil,
altamente susceptivel a influéncias de ambientes adversos tais
como temperaturas extremas e secura; € igualmente susceptivel
a muitos antissépticos e desinfectantes, e ndo sobrevive muito
tempo fora do seu hospedeirc natural (28;29), o homem (30).

Gonorreia €é transmitida entre individuos por contacto
directo, usualmente sexual. No sexo masculino, a manifestacgéao
mais comum da infecgdo,é uma uretrite aguda, caracterizada por
um ataque abrupto de dislria e secregdo uretral purulenta. O
periodo de incubagio é de 2 a 7 dias .(28,29). Nas mulheres, o
local primario da Gonorreia urogenital é o endocervix. As
infecgbes s&oc acompanhadas por secreg¢do vaginal purulenta,
disdria e aumento da frequéncia urindria. Muitas mulheres com
gonorreia ndo complicada, permanecem assintomdticas ou néo
desenvolvem sintomas suficientes para uma aten¢ao médica. Em
algumas mulheres com cervicite, a infecglo ascende ao dtero e
as trompas de faldpio, e estende-se até aos ovArios. Como estes
estreitos tubos (trompas) ficam cheios de piis e aderéncias, a
passagem dos 6vulos torna-se dificil, resultando em salpingites,
peritonites pélvicas, ou ambas; estas complicag¢bes sd8o referidas
como doenga inflamatdéria pélvica (PID). A reacgdo inflamatéria
do PID pode causar a obstrugéo das trompas, levando a
infertilidade ou a gravidez ectépica (28,29). A Gonorreia ¢
particularmente perigosa para bébés nascidos de mulheres
infectadas. A crianga pode contrair Gonorreia durante a passagem
através do canal. de parto e desenvolver a doenga dos olhos
chamada oftalmia gonocdcica neonatal(29). A crescente evidéncia
de que certas DTS como dlceras genitais, gonorreias, infecgles
éor Chlamydia, tricomoniase, funcionam como factores de risco
para a transmissao da infecg8o do HIV é extremamente importante.
Além disso, a infecgdo por HIV e a imunossupressdo parecem




alterar a histéria natural das DTS de maneira a que
provavelmente aumentem a sua transmissdo (27).

% A incidéncia da Gonorreia varia com a idade e € maior entre
ﬁovens e pessoas sexualmente activas. Os factores demogrdficos
de risco para esta doenga incluem: estrato s6cio-econémico,
inicio precoce .de actividade sexual, estado civil-
particularmente os solteiros (27). A Gonorréla nos Paises
industrializados tem sido registada com baixa incidéncia em
relaGgdc aos Paises do Terceiro Mundo onde a incidé&ncia se estima
em 10% ao ano (24). Apesar de tratamentos efectivos e queda
dramdtica no namero total de casos de Gonorreia na Europa e USA,
a erradicacado desta doenga nestes Paises desenvolvidos tem sido
dificultada pela existéncia de um " grupo-alvo" de transmissores
com alta prevaléncia de Gonorreia assintomatica, ou pela
importagédo de "estirpes de N.gonorrhéeae resistentes a
antibiéticos de Paises menos desenvolvidos como a Asia e Africa
(8,13). Membros do grupo-alvo tendem a permanecer agrupados em
areas - geogrdficas (geralmente nas cidades ). Estes sé&o
frequentemente individuos com repetidos episédios de Gonorreia,
que ndo se abstiveram sexualmente mesmo sendo sintomdticos;
pacientes com comportamentos de alto risco, que s&o mais
susceptiveis de ser infectados e transmitirem a Gonorreia aos
seus parceiros sexuais, em relagdo aos membros da populagédo em
geral (27). O grande reservatério de individuos assintomaticos
portadores de N._ gonorrhoeae, assim como o uso indiscriminado
"de antibiéticos para a profilaxia e tratamento da Gonorreia,
indubitavelmente servem para exacerbar o problema desta doenga
(19).

Seqgundo Bygdeman (1981), a infecgdo assintomética é uma das
mais importantes causas de insucesso no tratamento da Gonorrela
e também de disseminagdo da infecgdo gonocécica na sociedade.
A proporgédo da Gonorreia assintomdtica em mulheres foi reportada
para cerca de 50-80%, enquanto dque a incidéncia em homens
primeiramente foi considerada baixa (6). A eficacia da
transmissdo da Gonorreia é dependente do local anatdmico exposto
pem como do nimero de exposigdes no sexo masculino. O risco de
adqﬁirir uma infecgdo uretral apés um simples contacto com uma
pessoa infectada € estimado em cerca de 20 a 30% , enguanto que
nas mulheres, a taxa de transmissd3o numa simples exposigdo é
maior(cerca de 60 a 80%), em parte devido a retengdo da

ejaculagdo infectada (27). A escolha do agente antimicrobiano
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para a terapia da Gonorrela é influenciada por uma variedade de
factores. Os niveis de antibidético no soro devem ser superiores
ou iguais a trés vezes a concentragdo inibitéria minima (MIC)
- da estirpe de Neisseria gonorrhoeae infectante por pelo menos
8 horas, de modo a assegurar a cura da infecgdo ndo complicada.
Para além disso, a escolha do agente antimicrobiano deve
reflectir os padrSes locais de resisténcia antimicrobiana e a
probabilidade de que os pacientes com infecgdo gonocécica sejam
coinfectados ou tenham sido recentemente expostos a outros
égentes sexualmente transmissiveis, por exemploc Chlamydia
trachomatis (27).

Na pratica clinica, tem havido uma selecgdo de mutantes
resistentes a antibidticos aoc 1longo de vérias décadas e
recentemente tém aparecido muitos plasmideos diferentes com
elevados niveis de resisténcia a antibiéticos. A consequéncia

destes eventos tem sido a de tornar a terapia com Penicilina
ineficaz em algumas &Areas, e ameagar a utilidade clinica da
Tetraciclina. Existe uma disponibilidade de terapia efectiva .
para as estirpes gonoc6cicas resistentes aqueles antibidticos;
como por exemplo a Espectinomicina e Ceftriaxone, mas estes sé&o
antibidéticos mais caros em relagdo a Penicilina e Tetraciclina
(5). Assim, o controle da Gonorreia tem sido muito complicado,
nao s6 pela emergéncia de resisténcia mediada por plasmideos,
mas também pela emergéncia da resisténcia a agentes terapéuticos -
antimicreobiancos, mediada cromossdmicamente (4,15,23).

Estirpes de N.gonorrhoeae expressando elevado nivel de
resisténcia 4 Tetraciclina (TRNG), foram primeiramente
reportadas em 1985 nos Estados Unidos, CDC (Centers for Disease
Control),Atlanta,USA, e nos Paises Baixos, embora um estudo
retrospectivo nos Estados Unidos tivesse revelado a descoberta
de uma estirpe em 1983 (20). Todas as estirpes TRNG tém sido
reportadas como possuidoras de um plasmideo de aproximadamente
40,6 Kb (25,2 Mda),o qual possui um determinante de resisténcia
da classe M. Esta resisténcia, segundo Casin et al, (1988), €&
devida a aquisigao do determinante estreptocScico Tet M,
localizado no plasmideo 25,2 Mda (31).

Estirpes PPNG foram reportadas pela 12 vez em 1976 (22)
pelo C.D.C. (Centers for Disease Control) Atlanta, USA, por
Ashford et al. Estas estirpes resistentes & Penicilina, de
diferentes origens geograficas diferem nas suas propriedades
biolégicas (7). Perine et al (citado por Schipper, 1985)




encontrou em estirpes PPNG de Africa um plasmideo de 3,2 Mda que
codifica para a produgdoc de Penicilinases e nas estirpes de Asia
fol um plasmideoc de 4,4 Mda. _

A percentagem de estirpes PPNG nos paises de Africa é
bastante elevada. Ex.: Africa do Sul (32,7% = 35 PPNG num total
de 107 estirpes testadas) (11); Ruanda, mais de 50% de 104
estirpes testadas foram PPNG (1); Kenya (15% PPNG) (12), Zaire
(59% PPNG) (2), Zambia (52% PPNG) em 1986 (9) e mais de 50% PPNG
no Zimbabwe (10).

Em &areas onde a Penicilina & usada para tratamento da
Gonorreia, estirpes isoladas de amostras para teste de cura ou
todas as estirpes gonocécicas, dependendo da prevaléncia de
estirpes produtoras de Penicilinases, devem ser testadas para
a produgdo de Penicilinases (B-lactamase). Existem testes
simples para a detecgdo de B-lactamase, baratos e standardizados
(14,26). Muitas explicagSes tém sido postas para o répido
&esenvolvimento da resisténcia em certas dreas do que noutras.
A mais proeminente é o uso indiscriminado de antibiéticos orais,
ou o uso frequente de Penicilina benzatinica de acgéo
prolongada. Estas terapias produzem niveis relativamente baixos
do f&rmaco no soro, os quais sdo mantidos por periodos de tempo
consideraveis. Ora, essas Sdo exactamente as condigdes
necessarias para a selecgdo de mutantes com pequenos aumentos
na resisténcia a antibidticos. Os antibidticos s8o disponiveis
sem prescrig¢do médica no ExXtremo Oriente e em muitas &reas do
Mundo e isto conta para o aumento dos problemas de estirpes
gonocdécicas com resisténcia a farmacos nessas dreas (8). Testes
de sensibilidade de estirpes de N. gonorrhoeae a antibidticos
ddo uma informagdo epidemiolégica muito Gtil para a formulagdo
de guias de tratamento. A monitorizagdo ocasional dos padrées
de sensibilidade por um periodo de tempo, é usada para detectar
o desenvolvimento da resisténcia ao antibiético, e pode indicar"
a necessidade para uma mudanga nos esquemas de tratamento. O
inico método recomendado para a monitorizag&c do padrédo de
sensibilidade de Neisseria gonorrhoeae é o MIC pelo método de
diluigéo de agar (14).

Tém sido desenvolvidas varias técnicas para diferenciacgéo
das estirpes de acordo com a sua capacidade de crescer em
presenca de certos amino-Acidos ou outros nutrientes especificos
---Auxotipagem (27). Certos auxotipos sdoc biol6gica e
clinicamente importantes. Uma estirpe por exemplo, a qual requer




arginina, hipoxantina e uracilo (AHU"), est& associada com
miltiplas propriedades, incluindo resisténcia a acgdo
bactericida do soro humano; capacidade para causar infecgdes
uretrais assintomaticas em homens; e elevada probabilidade de
causar bacteriémia. Auxotipagem é um instrumento poderoso para
estudos epidemiolégicos e para a caracterizagdo da viruléncia,
especialmente se combinada com a serotipagem e outros marcadores
como por ex: analise de plasmideos; ajuda a caracterizar as
estirpes em casos de situagbes juridicas, a comparar estirpes
de Neisseria isoladas de parceiros sexuais e a controlar a
Gonorreia (5,15).
As estirpes podem também ser diferenciadas por Serotipagem,
esquema baseado nas diferengas antigénicas da proteina I da
membrana externa dos gonococos (27). A classificagdio serolégica
de N.gonorrhoeae em serogrupos W por coaglﬁtinagéo, baseada nas
reacgdes com determinantes antigénicos da proteina I da membrana
externa do gonococo, foi descrita por Sandstrom em 1979 (32).

Em 1980, Sandstrom e Danielsson descreveram a base para a
classificagdo serolégica de gonococos por coaglutinagdo, com o
auxilio de anticorpos policlonais especificos, onde as estirpes
foram separadas em 3 serogrupos designados WI, WII e WIII. A
distingdo foi também baseada nas diferengas em antigenos da
proteina I, a maior proteina da membrana externa. Estirpes WI
possuem antigenos da Proteina I/A, enquanto estirpes WII/WIII
tém antigenos da Proteina I/B. Anticorpos monoclonais foram
desenvolvidos contra os epitopes da PI/A e PI/B. Duas séries
de seis anticorpos monoclonais de cada foram selecionados. O
padrdo de reacgdo observado com uma estirpe particular foi
designado "Serovar" que denota variedade, seroldgicamente
definido por estes anticorpos monoclonais (5,7,16,34). A andlise
da distribuicdo do Serovar & aplicéavel a muitos diferentes tipos
de problemas epidemiolégicos. Pode ser usada para investigar a
distribuigdo geografica de estirpes num Pais, para a detecgdo
de estirpes clinicamente importantes, exemplo: estirpes causando
infecgbes  disseminadas; estirpes causando infecgdes
assintométicas, e estirpes com Dbaixa sensibilidade a
antibiéticos. Pode ser também usada no controlo de testes
terapéuticos, ex: na avaliagdc da faléncia terapéutica versus
reinfecgdo e para separar estirpes em casos de dupla infecgdo
(34).

Em Mogambique hd poucos dados sobre a incidéncia real da




gonorréia e de estirpes resistentes.
0 trabalho ora proposto tem por objectivos:

e Determinar a concentragdo inibitéria minima (MIC) a 7
antibiéticos (Penicilina, Tetraciclina, Tianfenicol,
Espectinomicina, Kanamicina, Ceftriaxone e
Ciprofloxacina), alguns dos quais usados para o tratamento

da Gonorreia;

e Classificar as estirpes conforme as suas necessidades
nutricionais -- Auxotipagem;

e Classificar seroldgicamente as estirpes em sSerogrupos e
em serovars Ccom base na antigenicidade dos tipos de
Proteinal (ProteinalA e ProteinalB) da membrana externa da
N.gonorrhoceae, usando anticorpos monoclonais -
Serotipagem;

e Correlacionar os serogrupos, auxotipos e padrdoc de
sensibilidade a antibidticos.
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4. MATERIAL E METODOS _

Um total de 151 estirpes nao-selectivas de Neisseria
gonorrhoeae, isoladas de pacientes consecutivamente observados
nas consultas de DTS de 5 (cinco) Centros de Saidde da cidade de
Maputc, durante o periodo de Janeiro a Junho de 1994, con
queixas de corrimento uretral, foram enviadas do Laboratério
Nacional de Referéncia de DTS em Maputo, para o Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Medicina Tropical em Antuérpia --
B&élgica. As estirpes estavam conservadas em pequenas aliquotas,
em meio skim-milk (leite magro) + 20% glicerol, congeladas em
gelo seco, num pequeno coleman. Do total de estirpes enviadas,
foram testadas 137 para determinagio do auxotipo, serotipo e
padrdo de sensibilidade a 7 antibiéticos: Penicilina,
Tetraciclina, Kanamicina, Tianfenicof, Espectinomicina,
Ceftriaxone e Ciproflaxacina.

Constituiram critérios de entrada para esses pacientes:
sexo masculino, secregdo uretral purulenta, e nenhum tratamento
com antibiético nas 48h antes da observagdo. Os Centros de Saude
escolhidos foram: €S de 1Infulene, Maxaquene, Alto-Maé,
Xipamanine, 1° de Junho e o Hospital geral de Chamanculo. '

4.1. Isolamento: O isolamento é o diagnéstico de referéncia para
as infecgBSes gonococécicas . Meios selectivos contendo
antibiéticos, ex:Thayer Martin modificado (TMM) , tém
sensibilidade diagnéstica de 80 a 95%, dependendo em parte do
local anatémico colhido para cultura(27).

4.1.1. Cultura: As amostras que vinham dos Centros de Salde em
tubos com zaragatoas mergulhadas em meio de transporte Stuart
eram semeadas no meioc Thayer Martin modificado de modo a
conseguir-se © isolamento da Neisseria gonorrhoeae. As
subculturas foram feitas em meio GC (GC base + hemoglobina e
Isovitalex), para posterior Identificagdo com base na morfologia
éas colénias, coloragdo de Gram, teste de Oxidase e teste de
Degradagdo de Hidratos de Carbono:

4.1.2. Morfologia das colénias: As placas foram examinadas
depois de 18-24 horas e depois de 48 horas de incubagéo. Depois
de um dia de incubagdo, colénias tipicas tinham 0,5-1lmm de
diametro e variavam de cinzentas a esbranquigadas, transparentes
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a opacas.

4.1.3. Coloracdo de Gram: Para a identificagdo dos gonococos,
a coloragdo de Gram é a técnica mais usada. Uma coldénia suspeita
de cada placa de cultura que tivesse tido crescimento, foi
emulsionada numa pequena gota de soro fisiol6gico numa lamina.
A lamina fol seca, fixa e corada, segqguindo a metodologia
classica da coloragdo de Gram(14).

Culturas de 24h mostram diplococos Gram negativos tipicos
enquanto que em culturas velhas de 48 h ou mais, a interpretagao
é dificultada pela alta taxa de células mortas (14).

4.1.4. Oxidase: Para este teste, foram usados discos oxidase
contendo hidrocloreto de dimitil—para—fgnilenidiamine . Uma
colénia suspeita foi picada com uma ansa estéril e esfregada no
disco. A reacgdo positiva tornava o local esfregado, de cor
pirpura entre 20 segundos. )
4.1.5. Teste de B-Lactamase:

Para as 137 estirpes, wusou-se o Nitrocefin (Oxoid)---
Cefalosporina cromogénica em pé com o respectivo tamp&o
diluente, que se conserva na geleira. Adicionou-se o tampdo ao
pdé, e a solugdo amarela mantem-se estdvel a 4°C por muitas
%emanas; aliquotas congeladas a -25°C podem permanecer estéveis
por meses.

Procedimento: Para cada uma das 137 estirpes, deitou-se uma gota
da solugdo de Nitrocefin numa lamina. Picaram—-se algumas
colénias e emulsionaram—se no reagente. O desenvolvimento de uma
cor vermelha em 30 segundos indicava a presenga de B-lactamase.

4.1.6. Teste de degradagdo de Hidratos de Carbono: A
identificac¢do confirmatéria das colénias foi feita com base no
teste de degradagdo de hidratos de Carbono. Usaram-se discos
de papel impregnados de Carbohidratos (Minitek, BBL-Cockeysville
MD USA). A suspensdo das colénias foi feita no tampdo Minitek.
Adicionaram-se 6-7 gotas da suspensdo em cada um dos 4 hidratos
de Carbono (dextrose, maltose, sacarose, lactose) e incubaram-se
as placas durante 4 horas em ambiente sem CO,, a 372C. A reacgdao
confirmatéria foi dada pela degradagao de dextrose (mudanga de
cor vermelha para amarela) e nenhuma reacgdo em outros hidratos
de carbono.
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4.2. Recultura: As amostras que estavam em aliquotas de skim-
milk (leite desnatado) + 20% glicerol, a -702C, foram
recultivadas em New York City (NYC) agar (GC agar base + Sangue
de cavalo Laked + suplemento de leveduras autolisadas +
VCAT*) (14). Descongelaram-se as amostras em skim-milk e colocou-
se uma gota de cada suspensao do skim~milk na placa NYC. Deixou-
se secar a gota e depois distribuiu-se o indculo com uma ansa
estéril para as restantes partes da placa, de modo a assegurar
o crescimento de colénias isoladas. As placas inoculadas foram
incubadas a 359C, em atmosfera himida (> 70% humidade), contendo
3-10% CO,, por 24-48 horas. A identificagdc presumptiva das
éolénias foi feita com base na morfologia das colénias,
coloragdo de Gram e teste de Oxidase, enquanto que a definitiva
foi com base no teste de degradagdo de aglcares

* YCAT = Vancomicina, Colistina, Anisomicina, Trimetroprine

4.3. AUXOTIPAGEM

A tipificagdo de acordo com as necessidades nutricionais -
Auxotipagem, foli primeiramente descrita por Catlin em 1973
(5,14).

Para a auxotipagem das estirpes de Maputo, seguiu-se a
netologia de Catlin (38): preparou-se um meio quimicamente
definido, cujo tipo de agar base foi (Sigma: AR agar A -1296)
com todos os produtos necessdrios para o crescimento, onde todas
as estirpes crescem. A placa com este meio serviu de controlo.
Prepararam-se outros meios a partir de agar base, omitindo

"sucessivamente amino-&cidos nitrogenados como Prolina, Ornitina,

grginina, Metionina, Uracilo e Hipoxantina, omitindo aminoécidos
ou vitaminas e omitindo Cistina-Cisteina. A falta destes dois
Gltimos amincdcidos resultou na inibigdo de crescimento para
todas as estirpes e foi também considerada como placa controle.
A suspensao das estirpes foi feita em Mueller-Hinton broth (MHB)
e a inoculagdo por um inoculador semi-automdtico (Denley) com
21 pontas, o gqual distribuiu 1 ul de suspensdo em cada estirpe
nas diferentes placas. Deixou-se secar o inéculo e incubou-se
a 359C com humidade e 5% CO,. Os resultados foram lidos 48 horas
depois. Para cada série de 20 estirpes auxotipadas, havia uma
placa controlo onde todas as estirpes cresciam e outra placa sem
crescimento e incluiu-se ainda uma estirpe (WHO) de auxotipagem
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éonhecida como controle. Desta forma, o auxotipo padrédo foi
determinado pela necessidade da estirpe. O padréo de auxotipagem
¢ indicado por Exemplo: Pro” para necessidade de Prolina, Arg
JHyx /Ura” (AHU") para necessidade de Arginina, Hipoxantina e
Uracilo. Gonococos capazes de crescer em todos os meios foram
chamados Prototréficos (Proto).

4.4.SEROTIPAGEM

Para a serotipagem das 137 estirpes isoladas, usou-se um
jogo de anticorpos monoclonais (SYVA; Palo Alto-Califénia, USA)
para caracterizar serovars da proteina IA(WI): 4A4,,, 4G;, 2F,,,
6Dy, 5G4, 5D, e anticorpos monoclonais IB:(WI/WII): 3Cg, 1F5, 2D,
2G,, 2D, e 2H1 para IB serovars. A separagac em Serogrupos foi
feita com base nos anticorpos policlonais WI e WII/WIII.

Os anticorpos monoclonais foram adicionados & solugdo de
Proteina A ou Pansorbin (células de S. aureus que servem de
ﬁaterial de suporte que se liga & porgdo FC dos anticorpos
ﬁonoclonais), depois da lavagem desta solugdo. A suspenséo de
gonococos foi feita em PBS estéril (GIBCO:076-0100N), fervida
para expdr os epitopes PI (17) durante 10 minutos. Iguais
volumes da suspensdo bacteriana e de reagentes foram misturados.
Cada estirpe foi classificada a serovar dependendo do padrac
de reactividade usando a nomenclatura de Knapp et al. Este tipo
de nomenclatura usa o prefixo IA ou IB consocante a reactividade
com os reagentes de anticorpos monoclonais especificos das
proteinas IA ou IB respectivamente (13,33).

4.5. TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

- Porquée muitos antibiéticos ndo sd@o 100% puros, a concentragéo

usada baseou-se na actividade ou na potencialidade (material
activo por miligrama) do antibiético, de acordo com as
especifica¢tes do fabricante. Esta informagdo inclui a data de
expirag¢do, e instrugdes sobre a sua conservagio. As solugdes mae
foram preparadas dissolvendo o antibiético ‘no solvente
apropriado e esterilizando por filtracao (filtro de 0,22 um).
Estas solugdes foram armazenadas em pequenas aliquotas a -20°C
ou a uma temperatura mais baixa para mais de seis meses. Depois
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de déscongeladas, as aliquotas de solugdo m&e foram
imediatamente usadas; nunca se podem voltar a recongelar. Os
antibiéticos foram incorporados no meio de agar nas diferentes
concentragdes do antibiético, tendo em conta os diferentes
niveis de resisténcia local. Geralmente, é mais relevante e
importante conhecer o valor maximo do que o valor inferior do
MIC. No casc da Espectinomicina e Kanamicina, os valores da
concentragdo minima inibitéria (MIC) de estirpes resistentes
(>=256 ug/ml), excedem de longe os valores normais (4-32 ug/ml)
das estirpes sensiveis (14).
A MIC para 7 antibiéticos foi determinada usando a técnica de
diluigdo de agar. O meio usado foi o GC agar (meic base
DIFC0:0289-01-1) com 1% de Isovitalex (BBL: 11876) e 10% da
diluigcdo do antibidtico. _

As diluigSes dos antibidticos tinham os segquintes
intervalos:

Penicilina: (0,15 - 32 ug/ml), Kanamicina:(4 - 64 ug/ml),

Tianfenicol: (0,125 - 8 ug/ml), Tetraciclina: (0,25 - 64 ug/ml),
Espectinomicina (4 - 64 ug/ml), Ceftriaxone (0,001 - 0,06 ug/ml)
e Ciprofloxacina (0,001 - 0,06 ug/ml). O inéculo de 24h em
Columbia Blood agar (BA) (consiste de Columbia agar (GiBCO,BBL)
e 5% de sangue de carneiro, foi suspendido em MHB e a turvagdo
foi ajustada a 0,5 McFarland, dando uma concentracgdo de
aproximadamente 10% unidades formadoras de colénias (CFU) por
ml. Diluiu-se a suspensdo a 1:10 em MHB para obter uma
concentragdo de 107 CFU/ml. Um inoculador semi-automatico -
(Denley) distribuiu por placa, 0,0001ml = 10% CFU/ml.

Deixou-se secar o inécule e incubou-se em 359C, em
incubador de CO, ,num ambiente de 5% CO, para que no dia
seguinte se lessem o0s resultados. O MIC foi dado pela
concentragdc mais baixa do antibiético que inibiu o crescimento
ou que apenas permitiu o crescimento de n&do mais de 2 colénias,
ou uma pequena névoa visivel. Também se usaram estirpes (WHO)
para controle, de MIC conhecido.




5.RESULTADOS:

Das 151 estirpes conservadas em leite magro , sé 137 foram
estudadas. A sensibilidade destas estirpes em relagdo a
Penicilina e Tetraciclina foi muito baixa, tendo-se registado
que: '

Apenas 41 estirpes (29,9%) das 137 foram sensiveis a
Penicilina. Foram resistentes 96 estirpes, sendo 11 (8,03%) com
MIC entre 2 e 8 pg/ml de Penicilina e 85 estirpes (62,04%) com
MIC entre 16 e 64 ug/ml. Das 137 estirpes, 60 (43,7%) ndo foram
resistentes a Tetraciclina e 77 (56,3%) foram resistentes, sendo
48 (35,03%) com MIC entre 2 e 8 ug/ml de Tetraciclina e 29
f21,2%) com elevada resisténcia a Tetraciclina (TRNG). - Ver
tabelas 1 e 2, Anexo I.

. foram B-lactamase positivas, 90 estirpes (65,7%) e destas
62 (68,9%) foram consideradas estritamente produtoras de
Penicilinases (PPNG), segundo os critérios estabelecidos pelo
Comité Nacional para Laboratérios Clinicos Standards (NCCLS):
B~lactamase positivas e MIC < 16 ug/ml de Tetraciclina (26).-Ver
classificag¢do no anexo XIII.

Das 90 estirpes, 28 (31,1%) foram consideradas PPNG
altamente resistentes & Tetraciclina (PPNG/TRNG): B- lactamase
positivas e MIC >= 16 ug/ml de Tetraciclina. - Ver tabela 3
Anexo II.

. Das 137 estirpes estudadas, 47 (34,3%) foram B-lactamase
negativas (n&o-PPNG). Destas 47, 1(2,1%) mostrou resisténcila
cromossémica & Penicilina (n&o-PPNG, ndo-TRNG com MIC 2 2 ug/ml
a Penicilina e MIC < 2 ug/ml & Tetraciclina) ; 21 estirpes
(44,7%) mostraram resisténcia cromossémica & Tetraciclina (néo-
PPNG, ndo-TRNG, com MIC 2 2 pg/ml & Tetraciclina e MIC < 2 ug/ml
de Penicilina. Cinco (5) estirpes (10,6%) mostraram resisténcia
cromossémica & Penicilina e Tetraciclina (nao—PPNG, nao-TRNG com
MIC > 2 ug/ml a Tetraciclina; uma (1) estirpe n&o-PPNG foi
altamente resistente a4 Tetraciclina (TRNG) e tinha MIC = 2 ug/ml
ao Tianfenicol.- Ver tabela 4, Anexo II

. Resisténcia ao Tianfenicol, nas 137 estirpes, verificou-
se em 76 estirpes( 55,4%).

As 137 estirpes foram classificadas em 20 serotipos
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(serovars),sendo 14 do serogrupo WII/WIII e 6 do serogrupo WI.
- Ver tabela 5, Anexo III.

Foram encontrados nas 137 estirpes, 9 auxotipos
diferentes, sendo os mais predominantes, o PRO™ com 57 estirpes
(41,6%) e o PROTO com 50 (36,5%), segqguido de PRO™, HYPO", URA"
¢om 12 estirpes (8,8%). Ao serogrupo WI pertenceram 60 estirpes
distribuidas em 6 auxotipos e 75 estirpes pertenceram ao
serogrupo WII/WIII e distribuiram-se em 7 auxotipos. -Duas
estirpes, uma de cada serogrupo, ndo foram tipificéveis - Ver
tabela 6, Anexo IV e tabela 8, anexo VI.

5.1. ESTIRPES PRODUTORAS DE PENICILINASES(PPNG):

As 90 estirpes f-lactamase positivas (PPNG), foram
classificadas em 13 serovars do serogrupo WII/WIII e 6 serovars
do serogrupo WI. Dos serovars do serogrupo WI,o que registou
maior predomindncia, foi o IA6 com 31 estirpes(34,4%),seguido
de IA2 com 15 estirpes(16,7%); enquanto que para o Serogrupo
WII/WIII,os serovars mais numerosos foram IB5 com 9
estirpes(10,0%) e o IB3 com 8 estirpes(8,9%).-Ver tabela7, anexo
V.

. Foram identificados 7 auxotipos,sendo o©s mais
predominantes o PROTO com 38 estirpes(42,2%) e o PRO" com 33
éstirpes(BG,?%), encontrando-se os restantes auxotipos em
frequéncias muito baixas. Duas estirpes nao foram tipificaveis.

Foram simultaneamente resistentes & Penicilina e
Tetraciclina, 50 estirpes (55,5%). E destas, 27 foram altamente
resistentes & Penicilina e a Tetraciclina (PPNG/TRNG)} com MIC216
ug/ml para cada antibiético. - Ver tabela 3, Anexo II.

. Das 90 estirpes, 44(48,8%) foram resistentes ao
Tianfenicol, com MIC entre 2 e 8 ug/ml. Ver tabela 11, anexo 11.

.Trinta e duas (35,5%) das 90 estirpes, foram resistentes
a Tetraciclina e ao Tianfenicol, sendo 10 (11,1%) estirpes TRNG.

Os serovars mais predominantes do serogrupo WI destas
estirpes PPNG, pertenceram aos auxotipos também
predominantes:IA2: 6 estirpes do auxotipo PRO™, 5 estirpes do
auxotipo HYPO ,URA™ e 3 estirpes do auxotipo PROTO; o IA6: com
18 estirpes do auxotipo PROTO e 9 estirpes PRO’; o IB5: 4
estirpes PROTC e 5 PRO™; enquanto gue o IB3 registou 3 estirpes
PRO™ e 4 do auxotipo PRO ,HYPO ,URA".
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Os serotipos relacionados com resisténcia a Penicilina
foram: IA6 com 31 (34,4%) das 90 estirpes com MICz 16 ug/ml,
seqguido do IB3 com 8 estirpes (8,8%) com MICz 32 ug/ml,e o IBS
com 9 estirpes (10%) com MIC2 16 pg/ml, tendo os restantes
serotipos sido distribuidos em baixas frequéncias.

. 0s Auxotipos relacionados com resisténcia & Penicilina
foram: PROTO, com 38 estirpes (42,2%), sendo 36 estirpes (40%)
com MIC: 16 ug/ml; o PRO™ com 33 estirpes (36,6%), sendo 30
(33,3%)'com MICz 16 ug/ml e a sequir, com frequéncias baixas,
os auxotipos : PRO,HYPO ,URA” com 6 estirpes(6,6%)com MIC=64
pg[ml,_seguido de HYPO ,URA" com 5 estirpes (5,5%) com MIC=16
pg/ml.

Serovars relacionados com resisténcia & Tetraciclina:
IA6 com 10 estirpes (11,1%), sendo 9 destas TRNG com MIC=32 .
pg/ml e 1 com MIC= 2 ug/ml; IA2 com 10 éstirpes com MIC 2 16
ug/ml, ambos pertencentes ao serogrupo WI. Do serogrupo WII/WIII
foram: IB3 com 6 estirpes com MIC entre 2 e 4 e IB5 com 8
estirpes, sendo 2 estirpes TRNG com MIC= 64 ug/ml.

Auxotipos relacionados com resisténcia & Tetraciclina:
PROTQ, com 16 estirpes (17,7%), sendo 13(14,4%) TRNG com MIC2
16 pg/ml, PRO”, com 20 estirpes (22,2%), sendo 6 com MIC=16
pg/ml e as restantes com MIC entre 2 e 4 pg/ml.

Serovars relacionados com resisténcia ao Tianfenicol:

IA6 com 6 (6,6%) das 90 estirpes com MIC= 2 ug/ml; IB3 com
8 estirpes (8,8%) com MIC entre 2 e 4 ug/ml; IB5 com 9 estirpes
(10%) com MIC entre 2 e 8 ug/ml.
Auxotipos relacionados com resisténcia ac Tianfenicol:
PROTO com 17 estirpes (18,8%),MIC= 2 ug/ml; PRO™ com 18
estirpes (20%) com MIC entre 2 e 8 ug/ml; PRO™,HYPO ,URA™ (PHU")
com 6 estirpes(6,6%) com MIC= 2 ug/ml.

'§.2. ESTIRPES NAO-PPNGs:

K Das 137 estirpes, 47 foram B-lactamase negativas, portanto,
N&o-PPNG. Destas 47, 6 estirpes (12,8%) foram cromossémicamente
resistentes a Penicilina. - Ver tabela 9, Anexo VII

Resisténcia cromossémica &4 Tetraciclina com MIC entre 2
e 8 ug/ml, registou-se em 26 (55,3%) das 47 estirpes. Uma(2,13%)
das 47 estirpes n&o-PPNG, registou uma elevada resisténcia a
tetraciclina (TRNG). - Veja tabela 10, Anexo VII.

Resisténcia cromossémica ao Tianfenicol registou-se em
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32 das 47 estirpes n&o-PPNG (68,1%). - Ver Tabela 11, Anexo
VIII.

. Foram encontrados 7 auxotipos nas 47 estirpes nao PPNG
tendo 38 estirpes pertencido ao serogrupo WII/WIII e 9 ao
serogrupo WI.

* .As estirpes distribuiram-se em 10 serovars diferentes,
sendo 8 do serogrupo WII/WIII e 2 do serogrupo WIl.-~Ver tabela
17,anexo XII.

Os serovares mais predominantes foram IB; com 14(29,8%)
estirpes, o IA, com 8 (17,0%) estirpes seguido do IB; com 6
(12,8%). - Ver tabelas 12 Anexo VIII e tabelal?7, anexo XII.

Os serotipos relacionados com resisténcia & Penicilina
foram:

IA6 : 1 estirpe do serogrupo WI; IB3 com 4 estirpes com MIC
entre 2 e 4 ug/ml. )

Os auxotipos relacionados com reSLSténc1a & Penicilina:

PRO™: 5 estirpes (10,6%) com MIC entre 2 e 4 ug/ml; PROTO: 1
estirpe com MIC= 4 ug/ml.

Serovars relacionados com resisténcia &4 Tetraciclina:

IB2: 5 estirpes(10,6%) com MIC=2 ug/ml; IB3 com 7 estirpes
(14,8%) com MIC entre 2 e 8 ug/ml; IB5 com 5 estirpes(10,6%),
sendo 1 estirpe com MIC= 64 ug/ml (Nao-PPNG/TRNG)!.

Auxotipos com resisténcia & Tetraciclina:

PROTO:4 estirpes,sendo 1 com MIC= 64 ug/ml!; PRO: 17
estirpes (36,2%) com MIC entre 2 e 8 yg/ml; PRO™,HYPO™,URA™ com
4 estirpes com MIC entre 2 e 4 ug/ml.

- . Serovars relacionados com resisténcia ao Tianfenicol:

IB3 com 8 estirpes (17%); IBS com 6 estirpes (12,8%); IB2
com 5 estirpes (10,6%); IB23 com 4 estirpes sequidos de IA6 e
IB6 com 3 estirpes (6,4%) respectivamente. - Ver Tabela 13 Anexo
IX. |

Auxotipos relacionados com resisténcia ao Tianfenicol:
PRO™ com 20(42,5%) das 47 estirpes PRO ,HYPO ,URA” com 5 estirpes
(10,6%); PROTO com 4 estirpes (8,5%). — Ver tabela 14 Anexo IX.

Com excepgdc dos antibiéticos acima citados onde se
registou resisténcia, todas as estirpes foram sensiveis aos
restantes: Kanamicina, Espectinomicina, Ceftriaxone e
Ciprofloxacina.

A tabela 15, Anexo X, mostra a concentrag¢do inibitdria
minima dos antibiéticos testados neste estudo.
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6 .DISCUSSAO

Régistou-se um grande numero de PPNG em relagdo a outros
paises de Africa (1,2,9,10,11,12) e a resisténcia & Tetraciclina
foi também elevada, constituindo um novo fenémeno a nivel do Sul
de Africa. Estes dados estdo de acordo com um estudo recente
feito em Mogambique, onde 64% das estirpes eram PPNG (25). Houve
um grande aumento na frequéncia das estirpes PPNG, pois no
estudo efectuado em 1987 por Noya et al(37), 20% das estirpes
éstudadas foram PPNG, enquanto que neste estudo feito em 1994,
a percentagem destas estirpes foi de 65,7%. 0O aumento na
frequéncia destas estirpes poderia ser explicado pelo facto de
gue em Mogambique, muitos produtos terap@uticos sdo disponiveis
sem prescrigdo, levando a casos de auto—meaicag&o e consequente
terapia incompleta ou a casos de uso indiscriminado dos mesmos.
No estudo feito por Vuylsteke et al em Mogambique (25), a auto-
medicagdo foi também suspeita como causa de uma maior freguéncia
de Gonorreia em relagdo as infecg¢des por C.trachomatis no sexo
masculino, ao contrdrio do que se passa no sexo feminino. Com
base nisto, pode-se especular que estas sdo algumas das razdes
para o grande nuimero de PPNG isoladas neste estudo.

Foram encontradas 5 estirpes n&o-PPNG (10,6%) com
resisténcia cromossémica a Penicilina e Tetraciclina com MIC 2
2ug/ml para ambos os antibiéticos. De todas as 137 estirpes
deste estudo,77 (56,2%) foram resistentes a Tetraciclina com MIC
entre 2 e 64 ug/ml, sendo 29 destas (21,2%) TRNG.----Ver tabela
3,anexo II. No trabalho de Gascoyne et al(1991),ele notou que
embora o uso de tetraciclina como terapia para a Gonorreia
tivesse diminuido, existia uma elevada percentagem de estirpes
nos Estados Unidos e Paises Baixos que eram TRNG e segundo ele,
isto poderia ser devido ao uso da Tetraciclina nas infecgdes por
Chlamydia trachomatis. A monitorizagdo de estirpes gonocécicas
que possuem resisténcia mediada cromossdmicamente para
Penicilina e Tetraciclina é importante porque estas estirpes
comparadas com outras tendem a ter elevados MICs de Ceftriaxona
e Ciprofloxacina, os guais s&o correntemente usados para a
terapia gonocécica, pese embora que os referidos antibiéticos
ndo sejam usados como 1° linha em Mogambique (26). No estudo
feito por Mason et al (1989),em Harare, encontrou que muitas
estirpes (mais de 90%),foram sensiveis ao Tianfenicol,
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contrariamente aos resultados de Maputo em que 76 estirpes foram
resistentes, sendo 32 ndo-PPNG e 44 estirpes PPNG (10). A
elevada taxa de resisténcia ao Tianfenicol (55,4%), poderia ser
explicada pela frequente prescrigdo clinica do Cloranfenicol.
Van Dyck et al (1992), afirma que a Kanamicina poderad ser usada
para tratamento mas que o Tianfenicol nédo pode ser recomendado
para tratamento da gonorreia em Kinshasa, j& que falhas de
tratamento tém sido correlacionadas com MIC>1mg/l (2).

Estirpes Pro e Proto predominaram em ambos OS sSerogrupos
e estavam relaciocnados com baixa susceptibilidade a
antibidéticos. Esta pouca sensibilidade a antibi6ticos em muitas -
estirpes Pro” foi uma observagdo feita por muitos investigadores
(7).

Mason e Gwanzura (1988) num estudo feito em Harare sobre
as caracteristicas e sensibilidade de estirpes de N.gonorrhoeae
a antibiéticos (10), encontraram nimeros limitados de auxotipos,
é maioria sendo Proto e Pro . Ison et al (1993),s6 encontrou 7
auxotipos no estudo feito na Africa do Sul, no qual os auxotipos
mais prevalentes eram o Proto e o Pro (36). Em Africa
Ocidental, estirpes ARG s&o comuns, perfazendo 13% de n&o-PPNG
na Gambia e 15% de ndc-PPNG no Gana. Odugbemi et al encontrou
também apenas 4% de estirpes ARG em outras partes de Africa
(23). Odugbemi também reportou que tipos Proto predominavam
entre os serogrupos WI em Africa (7). No estudo de estirpes do
zimbabwe, o auxotipo ARG foi encontrado em infecgdes
assintomdticas e Draper et al notou que estirpes ARG™ eram mais .
comuns em infec¢des assintomdticas do que em mulheres com
Salpingite (23). Estes resultados assemelham-se aos das estirpes
de Mogambique, com excepgdo das estirpes ARG gque ndo se
registaram neste estudo, eventualmente devido ao facto de as
amostras terem sido colhidas apenas de individuos sintomaticos.

Segundo Schipper (1985), a estirpe Hypo'Ura  (HU") isolada
em 1964 foi altamente susceptivel a todos os antibidticos(7)
Em relagdo aos resultados deste estudo, estirpes Hypo'Ura  foram
encontradas maioritariamente no grupo PPNG e estavam
relacionadas com resisténcia a antibidticos.

’ Foram encontrados 20 serovars diferentes, sendo na sua
maioria do serogrupo WII/WIII num total de 14 (70,0%) e apenas
6 serovars (30,0%) pertenceram ao serogrupo WI. Entre as
estirpes PPNG, registaram-se 13 serovars do subgrupo WII/WIII
e 6 do serogrupo WI e entre as ndo-PPNG encontraram-se 9
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serovars do serogrupo WII/WIII e apenas 1 serovar do serogrupo
WI. Mason e Gwanzura,num estudo feito em Zimbabwe (23),
encontraram 3/4 (trés quartos) de nao-PPNG pertencendo ao
%erogrupo WII/WIII assim como em 42/66 estirpes PPNG com
plasmideo 4,4 Mda, mas apenas em ,h10/38 estirpes PPNG com
plasmideo 3,2 Mda.Ao todo 23 estirpes diferentes puderam ser
reconhecidas com base no seu auxotipo e serogrupo. .

0 serovar mais frequente foi o IA, com 39 estirpes (28,5%).Este
resultado assemelha-se ao do estudo feito por Ison et al (1993),
onde o serovar IA, foi o mais frequente e foi reportado como um
dos mais predominantes no Kenya(36}.

Em ambos oOs sSerogrupos registaram-sé serovars resistentes a
diferentes antibiéticos. Knapp et al,1984, citado por Bygdeman
1985 (32), diz que o serogrupo WII/WIII mostra ser mais complexo
do que o WI . i

r

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo pode-se concluir que
a Penicilina e a Tetraciclina néo serviriam para o tratamento
de primeira linha em Maputo, mesmo para estirpes n@o-PPNG, pois
a elevada taxa de resisténcia a estes antibiéticos e também ao
Tianfenicol sugere que a utilidade destes antibiéticos como
tratamento seja de baixa eficacia. A Kanamicina que tem sido
actualmente usada como tratamento de primeira linha poderéa .
continuar a ser usada desta forma pois ndo se registou qualquer
tipo de resisténcia a este antibif6tico pelo menos em Maputo,
cidade onde foram isoladas as estirpes estudadas, a partir de
doentes com uretrite gonocécica. As estirpes testadas foram
todas elas sensiveis a Espectinomicina, Ceftriaxona e
Ciprofloxacina.
Estes dados enfatizam a import&ncia de uma vigillncia peridédica
da sensibilidade "in vitro" de N.gonorrhoeae aos antibidticos
recomendados no tratamento de infecgbes gonocécicas e
potencialmente Gteis numa determinada &rea geografica. Assin é
essencial que no futuro, estudos in vitro de novos antibiéticos
sejam feitos em comunidades onde a prevaléncia de estirpes com
resisténcia (mediada cromossdmicamente, ou por plasmideos) a
esses antibiéticos sejam propriamente avaliados.
Os resultados aqui apresentados deverdo ser vistos com bastante
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cuidado j& que 14 estirpes ndo sobreviveram, presumindo-se que
o tipo da estirpe tenha influéncias na sobrevivéncia. As
estirpes que ndo sobreviveran, provavelmente tivessem
caracteristicas diferentes das estirpes estudadas. A
transferéncia da tecnologia usada neste estudo, seria muito dtil
para outros estudos epidemiolégicos da Gonorreia ndo sé em
Maputo mas noutras Provincias de Mocambique e noutros paises do
Continente Africano. Eventualmente, através desta tecnologia
usada localmente se conseguissem obter mais caracteristicas que
este estudo ndo conseguiu detectar.
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8. RECOMENDAGOES:

.Devido & elevada resisténcia a antibiéticos relativamente
baratos verificada neste estudo, poder-se-ia em coordenagdo com
o sector epidemiolégico do programa de SIDA/DTS, estudar as
implicagées em termos de custos, comparativamente aos novos
padrdes de tratamento: Kanamicina--1? linha de tratamento e
Espectinomicina--2? linha, que sdo antibiéticos mais caros.

-Estudos similares, envolvendo algumas Provincias do Pais que
incluissem por exemplo o corredor da Beira (Manica), seriam
iteis para se'poderem comparar as estirpes deste estudo com as
outras (que podem ser diferentes destas).

.0 Programa poderia envidar esforg¢os no sentido de se conseguir
uma monitorizagdo a nivel regional, de modo a detectarem-se
estirpes que tenham determinadas caracteristicas relacionadas
com o padrdo de resisténcia a antibi6ticos e consequentemente
ligadas a diferentes manifestag6es da doenga, o que facilitaria
o controle das mesmas (estirpes).
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Anexo I Frequéacia das 137 Estirpes de N.g. isoladas em relagio aos MIC de Penicilina e Tetraciclina

Tabela 1: FREQUENCIA DAS 137 BESTIRPES
EM RELACAO AO MIC DE PENICILINA

Freq

—
D WHENONH = N

Tabela 2: FREQUENCIA DAS 137 ESTIRPES EM
RELACAQO AO MIC DE TETRACICLINA

Tetrac. | Freq %
0.25 2 1.5
0.50 20 146
1.00 38 277
2.00 32 234
4.00 15 10.9
8.00 1 0.7
16.00 2 1.5
32.00 18 13.1
64.00 9 6.6

Total 100.0




Anexo H: Frequéncia das 90 estirpes PPNG ¢ das 47 nao— PPNG em relagio aos MIC de Penicilina e Tetraciclina

Tabela3 FREQUENCIA DAS 90 ESTIRPES PPNG EM RELACAOQ
AOS MIC DE PENICILINA E TETRACICLINA

Tetrac. 0.50 1.00 2.00 4.00 16.00 32.00 64.00
Penic. |- -~ -~ ... - E
4.000
8.000
16.000
32.000
64.000
Total

Tabela 4: FREQUENCIA DAS 47 ESTIRPES nao-PPNG EM RELACAOQO
AOS MIC DE PENICILINA E TETRACICLINA

Tetrac. 0.25 0.50 1.00 2.00 400 8.00 64.00| Total
Penic. | Sl i e T e e ey

0.015

0.025

0.060

0.125

0.250

0.5

1

2

4

Total
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Ancxo 11 Scrogrupos € Scrovares das 137 estirpes isoladas

Tabela S: DISTRIBUICAO DAS 137 ESTIRPES DE N.g. DE ACORDO COM OS SEROGRUPOS II SEROVARES
SEROGRUPO Wi:61 ESTIRPES (44.5%)

SERQGRUPO WII/WIII:76 ESTIRPES(55.5%)

SEROGRUPO SEROVARS:

Wi/l

B23-- ~
B25~ —
B26— —
300*— -
TOTAL: 137

N == 0 =R

*— — Dupla Reactividade

3




Anexo v Auxotipos das 137 estirpes isoladas

Tabela 6: FREQUENCIA DAS 137 BESTIRPES
DE N.g POR AUXOTIPO

Auxo Freq. %
Proto 50
Proto, Phe 1 0.7
Pro 57
Pro + Phe 29
Pro, Arg 1.5
Pro, Hypo, Ura 8.8
Pro, Amino 0.7
Hypo, Ura 5.1
Amino 0.7
99 * 1.5
Total

*— — Nao tipificavel




Anexo V Serovars das 90 estirpes PPNg

Tabela7 FREQUENCIA DAS 90 ESTIRPES
DE Ng POR SEROVAR

Serov. | Freq.
IA1 1
A2 15
IAS
IAG
IA8

IA12

B2
IB3
IBS
IB6
IB7
IB14
iB18
IB19
IB22
1B23
IB25
1B26 .
300* 2.2
Total 100.0

*— — reactividade dupla




Ancxo VI: Auaotipos eocontrados nas 137 estirpes isoladas

Tabela 8: RELACAO ENTRE 08 SEROGRUPOS E AUXOTIPOS NAS 137 ESTIRPES DE N.g. ISOLADAS

_AUXOTIPO| PROTO |PROTOPH| PRO | PROPHE | PROARG |PROMYPO,URAPROAMNO |HYPO,URA

SEROGRUPO -

wi

WI/WIII

*NT-~ Nao tipificavel.




Anexo Vil Frequéncia das 47 estirpes nao PPNg em relagdo aos MIC de Penicilina e Tetraciclina

FREQUENCIA DAS 47 ESTIRPES NAO PPNg
EM RELAGAO AO MIC DE PENICILINA

Tabela 9:

Tabeila 10:

Penic.

Freq.

%

0.015
0.025
0.060
0.125
0.250
0.500
1.000
2.000
4.000

4.3
2.1
2.1
8.5

Total

—
N AN ONDE =N

+

FREQUENCIA DAS 47 ESTIRPES NAO PPNg
EM RELACAQ AO MIC DE TETRACICLINA

Tetrac.

Freq.

%

0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
8.00
64.00

2
6
12
18
7
1
1

4.3
12.8
255
38.3
14.9

2.1

2.1

Total

100.0




Anexo VI" Frequéncia das 47 estirpes nio—PPNg em relagio ao Tianfenicol & distri buicio dos

Serovars nessas estirpes

Tabela 11: FREQUENCIA DAS 47 ESTIRPES NAO PPNg
EM RELAGCAO AO MIC DE TIANFENICOL

-l

Tianf.

Freq.

%

0.25
0.50
1.00
2.00

5
1
9
32

2.1

Total

47

PPNG POR SEROVAR

Tabela 12: DISTRIBUICAO DAS ESTIRPES NAO

Serov.

Freq.

%

A1
IA6
IB1
IB2
IB3
IB5
IB6
B8
1822
IB23

1

2.1
17.0
85
10.6
29.8
12.8
6.4
2.1
2.1
8.5

Total

1
8
4
5
4
6
3
1
1
4
7

4

100.0




Anexo IX Serogrupes encontrados nas 47 estirpes nio PPNg em relagio ao MIC de Tianfenicol

Tabela 13: FREQUENCIA DOS SEROGRUPOS NAS 47 ESTIRPES
NAO PPNg EM RELAGCAO AO MIC DE TIANFENICOL

-
e
124

Tianf. 025  0.50 1.00 2.00
Serov. FEPR AR e B
IA1
IA6
IB1
IB2
IB3
IB5
i86
IB8
iB22
IB23
Total

0.0 1.0
1.0 4.0
0.0 1.0
0.0 0.0
0.0 2.0
0.0 0.0
0.0 0.0
0.0 1.0
0.0 0.0
0.0 0.0
1.0 9.0

-
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Tabela 14: FREQUENCIA DOS AUXOTIPOS NAS 47 ESTIRPES
NAO PPNg EM RELAGCAO AO MIC DE TIANFENICOL

_Tianf. 025 050  1.00 200  Total
Auxo T el U TR e T T T e
Proto
Proto, Phe
Pro
Pro + Phe
Pro,Hypo,UEe
Pro, Amino
Hypo, Ura
Total

1.0 4.0 4.0 12.0
0.0 0.0 1.0 1.0
0.0 3.0 20.0 24.0
0.0 0.0 1.0 1.0
0.0 1.0 5.0 6.0
0.0 0.0 0.0 1.0
0.0 1.0 1.0 2.0
1.0 9.0 32.0 47.0

o000 w0 wl
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Counccniracao inibitoria minima (MIC) das 137 estirpcs cm rd acao 03 7 antibioticos cstodados

Tabela 15: SENSIBILIDADI! IN VITRO : Concentracao inibitoria minima (MIC) de 137 estirpcs

Antibiotico 0.000] 0.001| 0.002; 0.004| ©0.008| 0.015| 0.025 0.03 . 0.125

Penicilina * 2 : 4

Tetracdicling **

Kanamicina

Tianfenicol

Especlinomicina

Giprofioxadna

ceftiaxona

* somente nac— PPNG (N=47)

** somente nao— TRNG (N= 108}




Anexo XI Frequéacia das 90 estirpes PPNg em relagio ao MIC de Tianfenicol

Tabela 16: FREQUENCIA DAS 90 ESTIRPES PPNg EM
RELAGCAO AO MIC DE TIANFENICOL

Tianf. Freq.
0.25 26
0.50 8
1.00 12
2.00 38
4.00 5
8.00 1
Total




Ancxo XII: Distribricao de 47 estirpes nao PPNg por Scrovar ¢ Auxotipo

Tabela 17: DISTRIBUICAO DI 47 ESTIRPLIS NAO PPNg POR SEROVAR I AUXOTIPO
| AUXOTIPO| PROTO |PROTOPHE PRO | PRO,PHE |[PRO,HYPO,URA|PROAMINO|HYPO,URA | TOTAL
IA1 0 0 0 0 1 0 0 1
s 4 0 2 0 0 0 2 8
1B1 S 1 0 3 0 0 0 0 4
IB2 . 0 0 3 1 1 0 0 5
IB3 . 5 0 6 0 2 1 0 14
IBS o 2 0 3 0 1 0 0 6
IB6 o 0 1 1 0 1 0 0 3
IB8 _ 0 -0 1 0 o - 0 0 1
B22 . 0 0 1 0 0 0 0 1
1B23 0 0 4 0 0 0 0 4
TOTAL 12 1 24 1 6 1 2 47
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