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RESUMO
Objetivo: O objetivo deste estudo foi determinar a prevalência do S. pneumoniae resistente aos macrolídeos e identificar suas
características fenotípicas e genotípicas. Métodos: Amostras de S. pneumoniae isoladas entre maio de 2002 e agosto de 2004,
em Porto Alegre (RS), a partir de materiais clínicos coletados de diferentes sítios anatômicos foram analisadas. Para o teste de
difusão em ágar foram utilizados discos de eritromicina, claritromicina, azitromicina e clindamicina. As concentrações inibitórias
mínimas de eritromicina foram determinadas nos isolados resistentes aos macrolídeos pelo método de diluição em ágar. Os
fenótipos dos isolados resistentes aos macrolídeos foram investigados pelo teste de difusão em ágar e a genotipagem pela reação
em cadeia da polimerase. Resultados: Foram avaliados 229 isolados de pneumococos, e 12 mostraram-se resistentes aos
macrolídeos (5,2%). Entre estes, 9 apresentaram o fenótipo MLSB (75%) e 3 o fenótipo M (25%). A reação em cadeia da
polimerase indicou que 8 isolados com o fenótipo MLSB portavam apenas o gene ermB, enquanto que o gene mefE estava
presente em todos os 3 isolados com o fenótipo M. Um isolado com o fenótipo MLSB apresentou ambos os genes. Conclusão:
A resistência aos macrolídeos do S. pneumoniae em Porto Alegre permanece baixa, sendo devida principalmente à presença do
gene ermB, com expressão do fenótipo MLSB.

ABSTRACT
Objective: The aim of this study was to determine the prevalence of macrolide-resistant S. pneumoniae and to identify its
phenotypic and genotypic characteristics. Methods: Strains of S. pneumoniae isolated in the city of Porto Alegre between May
2002 and August 2004 from samples collected from different anatomical sites were analyzed. For the agar diffusion test, disks
of erythromycin, clarithromycin, azithromycin and clindamycin were used. The minimum inhibitory concentrations of erythromycin
were determined for macrolide-resistant isolates by the agar dilution method. Macrolide-resistant isolates were phenotyped by
agar diffusion test and genotyped by polymerase chain reaction. Results: A total of 229 pneumococcal strains were evaluated,
12 (5.2%) of which were macrolide-resistant. Among the 12 resistant strains, 9 (75%) presented the MLSB phenotype, and 3
(25%) presented the M phenotype. Polymerase chain reaction testing indicated that 8 MLSB phenotype isolates harbored the
ermB gene only, whereas the mefE gene was present in all 3 M phenotype isolates. One MLSB phenotype isolate presented both
genes. Conclusion: In Porto Alegre, the S. pneumoniae resistance to macrolides is still low since such resistance is due primarily
to the presence of the ermB gene expressing the MLSB phenotype.
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INTRODUÇÃO

Com o crescimento da resistência do Strepto-
coccus pneumoniae à penicilina nas últimas déca-
das, tem sido necessário o uso de drogas alternati-
vas como os macrolídeos.(1) Entretanto, recentemen-
te também tem sido observado um aumento signi-
ficativo da resistência do pneumococo a esta clas-
se antimicrobiana em vários países do mundo.(2-4)

A resistência do S. pneumoniae aos macrolídeos
ocorre devido a dois mecanismos principais: mo-
dificação do sítio de ligação da droga e efluxo
ativo. O primeiro ocorre devido à aquisição do gene
ermB, o qual confere resistência aos macrolídeos,
lincosamídeos e estreptogramina B, sendo esta
resistência múltipla, o que dá o nome ao fenóti-
po: MLSB. O mecanismo de resistência ligado ao
efluxo ativo está associado ao gene mefE, que
confere resistência somente aos membros catorze
e quinze dos macrolídeos (eritromicina, claritromi-
cina e azitromicina), resultando no fenótipo M.(5-7)

Variações na prevalência desses genes e meca-
nismos de resistência aos macrolídeos têm sido
verificados entre pneumococos isolados em dife-
rentes regiões do mundo.(8-9) O objetivo deste es-
tudo é investigar a ocorrência, os mecanismos mo-
leculares e a expressão fenotípica da resistência
aos macrolídeos em amostras de pneumococos
oriundas de diversos hospitais de Porto Alegre (RS).

MÉTODOS

Foram analisadas inicialmente 259 amostras de
S. pneumoniae isoladas a partir de diversos mate-
riais clínicos. Essas amostras foram obtidas no
período de maio de 2002 a agosto de 2004, nos
hospitais colaboradores do estudo: Hospital Mãe
de Deus, Hospital São Lucas da Pontifícia Univer-
sidade Católica do Rio Grande do Sul, Hospital
Nossa Senhora da Conceição, Irmandade Santa Casa
de Misericórdia de Porto Alegre e Hospital de Clí-
nicas de Porto Alegre.

A identificação das amostras foi confirmada
utilizando-se a determinação do tipo de hemólise,
a morfologia colonial e a suscetibilidade à opto-
quina.(10)

Todos os isolados clínicos foram testados pelo
método de difusão em ágar (TDA), utilizando-se
discos de eritromicina de 5 µg (Oxoid Ltd, En-
gland), claritromicina de 2 µg (Oxoid Ltd, En-

gland), azitromicina de 15 µg (Oxoid Ltd, England)
e clindamicina de 2 µg (Oxoid Ltd, England). A
suspensão bacteriana foi semeada, com o auxílio
de um swab estéril, sobre a superfície de uma pla-
ca de ágar Mueller-Hinton suplementada com 5%
de sangue de carneiro (MHS; bioMérieux, Marcy
l´Etoile, France). Os discos de eritromicina, clari-
tromicina, azitromicina e clindamicina foram co-
locados sobre a superfície do meio de cultura com
o auxílio de uma pinça esterilizada. As placas fo-
ram incubadas a 35oC por 20 a 24h em atmosfera
de CO2. Quando não foram constatados halos de
inibição ao redor dos discos de macrolídeos e clin-
damicina, o fenótipo foi considerado MLSB. Quan-
do não foram constatados halos de inibição ao
redor dos discos de macrolídeos e halo de sensi-
bilidade ao redor do disco de clindamicina, o fe-
nótipo foi considerado M.

As amostras resistentes aos macrolídeos pelo
TDA (teste de triagem) foram testadas para deter-
minação de suas concentrações inibitórias míni-
mas (CIM) através do teste de diluição em ágar
para eritromicina. A 17 ml do meio Mueller-Hin-
ton foram acrescidos 2 ml de cada diluição do
antimicrobiano e 1 ml de sangue desfibrinado de
carneiro. Foram preparados meios contendo con-
centrações conhecidas de eritromicina (0,25 µg/
ml a 8 µg/ml). As placas contendo as diferentes
concentrações do antimicrobiano foram semeadas
com auxílio de um replicador do tipo Steers, utili-
zando-se uma suspensão de S. pneumoniae diluí-
da a 1:10 em solução salina estéril. O inóculo fi-
nal, depositado sobre a superfície das placas, foi
de aproximadamente 104 unidades formadoras de
colônias/ml. As placas foram incubadas a 35oC  por
20 a 24h, em atmosfera com 5% de CO2. Os resul-
tados das CIM obtidas foram interpretados confor-
me o National Committee for Clinical Laboratory
Standards, de 2004.(11)

As amostras resistentes fenotipicamente foram
testadas através da reação em cadeia da polimera-
se para a presença dos genes ermB e mefE, con-
forme protocolo introduzido por Sutcliffe et al.(12)

Para confirmar a especificidade da reação em ca-
deia da polimerase, foram também testadas amos-
tras fenotipicamente suscetíveis de pneumococo,
escolhidas aleatoriamente entre todas as que fo-
ram sensíveis aos macrolídeos pelo TDA.

A extração do DNA foi realizada através da res-
suspensão de colônias isoladas de S. pneumoniae
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retiradas do meio de cultura em 300 µl de tampão
fosfato salina, seguida de centrifugação a 3.000
rpm por quinze minutos. O sobrenadante foi des-
prezado e o sedimento foi utilizado para a extra-
ção do DNA. O sedimento foi ressuspenso em 50
µl de tampão Tris-EDTA 1x (TE) pH 7,4, incubado
por dez minutos a 37oC e a 100oC por três minutos.
As amostras foram mantidas congeladas a -20°C
até a sua utilização (entre um e três dias).

 A reação em cadeia da polimerase foi realiza-
da em um volume total de 50  l contendo 200 µM
de desoxinucleotídeos trifosfatados (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP), 1,4 µM do iniciador (ermB direto: 5'
- GAA AAG GTA CTC AAC CAA - 3'; ermB reverso:
5' - AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT - 3'; mefE
direto: 5' - AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC - 3';
mefE reverso: 5 '-TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG
- 3'), 0,2 U de Taq DNA polimerase, 10 mM de
Tris-HCl (pH 8,3), e 1 µl do DNA extraído. Para
detecção do gene ermB foi utilizada a concentra-
ção de 2 mM de cloreto de magnésio e para de-
tecção do gene mefE 4 mM.

RESULTADOS

Das 259 amostras inicialmente encaminhadas
pelos hospitais participantes do estudo, 30 foram
excluídas por morte bacteriana. As 229 amostras
de S. pneumoniae restantes eram provenientes de
diversos materiais clínicos, a saber: sangue, 80 amos-
tras; escarro, 75 amostras; líquor, 20 amostras; lí-
quido pleural, 15 amostras; aspirado traqueal, 12
amostras; secreção ocular, 11 amostras; secreção
brônquica, 7 amostras; outros materiais, 9 amostras.

Todos os isolados clínicos foram testados pelo
TDA, utilizando-se discos impregnados com anti-

microbianos (eritromicina, claritromicina e azitro-
micina). Os resultados da suscetibilidade aos ma-
crolídeos estão apresentados na Tabela 1.

Os isolados clínicos que mostraram resistência
pelo TDA foram testados para a CIM de eritromici-
na pelo teste de diluição em ágar. Os resultados
estão apresentados na Tabela 2.

Dos 12 isolados que foram testados pelo TDA
para os macrolídeos e clindamicina e demonstra-
ram resistência à eritromicina, 9 apresentaram o
fenótipo MLSB (75%) e 3 o fenótipo M (25%).

Foram encontradas 8 amostras positivas para o
gene ermB, 3 positivas para o gene mefE e 1 posi-
tiva para ambos. A Figura 1 representa a visualiza-
ção do resultado da amplificação de cinco isolados
de S. pneumoniae.

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos da amplificação dos genes ermB e mefE de amostras de S. pneumoniae
resistentes aos macrolídeos, através da reação em cadeia da polimerase - Controle negativo: (1 e 9); controle positivo do gene
mefE: (2 e 10); controle positivo do gene ermB: (3 e 11); amostra positiva apenas para o gene ermB: (4 e 12); amostra positiva
para os genes ermB e mefE: (5 e 13); amostra positiva apenas para o gene ermB: (6 e 14); amostra positiva apenas para o gene
mefE: (7 e 15); marcador de peso molecular de 100 pb:(8).

Antibiótico               CIM (µg/ml)

Eritromicina 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 >8,0
N° de amostras - 1 - - 2 9
CIM: concentração inibitória mínima.

TABELA 2

Distribuição das CIM de eritromicina nos doze
isolados de S. pneumoniae resistentes à eritromicina

conforme o teste de diluição em ágar

Antibiótico           Número de amostras (%)
        Sensível        Resistente

Eritromicina 217 (94,8) 12 (5,2)
Azitromicina 217 (94,8) 12 (5,2)
Claritromicina 217 (94,8) 12 (5,2)

TABELA 1

Suscetibilidade à eritromicina, azitromicina e
claritromicina nos isolados clínicos de S. pneumoniae

pelo teste de difusão em ágar
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Foi encontrada uma relação entre os fenótipos
e genótipos de resistência, ou seja, as amostras
portadoras do gene mefE apresentaram, na maio-
ria dos casos, o fenótipo M, e as amostras porta-
doras do gene ermB apresentaram o fenótipo MLSB.

DISCUSSÃO

O surgimento e a disseminação de cepas de S.
pneumoniae resistentes à penicilina e aos macro-
lídeos têm causado crescente preocupação em todo
o mundo. Variações geográficas consideráveis nessa
resistência têm sido observadas, genotípica e fe-
notipicamente, sendo fundamental a monitoriza-
ção dos seus padrões locais, a fim de se orientar
de maneira mais específica a terapêutica antimi-
crobiana adequada a cada região.

Em nosso estudo, a resistência fenotípica do
S. pneumoniae aos macrolídeos, determinada pelo
TDA, foi de 5,2%, para eritromicina, azitromicina
e claritromicina. Esta prevalência de resistência é
semelhante à verificada no único estudo realizado
em Porto Alegre encontrado na literatura, em que
foram analisadas 417 amostras de pneumococos,
isoladas no período de 1995 a 1998, o qual en-
controu 4,5% de resistência à eritromicina.(13) Re-
sultados similares foram encontrados em outro tra-
balho, com amostras coletadas de 1990 a 1999
em Porto Alegre, São Paulo (SP) e Rio de Janeiro
(RJ). Nos 931 isolados de S. pneumoniae obser-
vou-se uma prevalência de resistência de 4,3% à
eritromicina.(14)  No estudo PROTEKT, realizado de
1999 a 2000, que incluiu países da América Lati-
na (Argentina, Brasil e México), a resistência à eri-
tromicina encontrada foi de 15,3%, sendo de 6,5%
nas amostras brasileiras.(2) Um estudo mais recen-
te, englobando os anos de 2001 e 2002, demons-
trou taxas de resistência de S. pneumoniae de 9,5%
para azitromicina e claritromicina em amostras
coletadas em vários Estados brasileiros.(15)

Estudos realizados em outras regiões do
mundo relatam dados de resistência bem mais
elevados que no Brasil. No Asian Network for
Surveillance of Resistant Pathogens, que envol-
veu dez países da Ásia com 555 isolados, reali-
zado no período de 1998 a 2001, a resistência à
eritromicina foi de 59,3%.(8) A resistência aos ma-
crolídeos foi também avaliada na Alemanha, no
período de 2002 a 2003, onde 241 amostras de
pneumococos foram analisados e observaram-se

19,9% de cepas resistentes.(9) Uma prevalência de
resistência semelhante, de 27,9%, ocorreu em
outro levantamento do estudo PROTEKT, do qual
participaram 46 países americanos, com um total
de 10.102 amostras.(4)

Em nosso estudo, analisando-se as 12 amos-
tras que foram resistentes aos macrolídeos pelo
TDA, verificou-se que 9 delas apresentaram o fe-
nótipo MLSB (75%) e 3 apresentaram o fenótipo
M (25%). Em um trabalho realizado com 931 amos-
tras de pneumococo isoladas em várias cidades
brasileiras, foram encontradas 40 amostras resis-
tentes à eritromicina (4,3%), sendo que 37 destas
apresentaram o fenótipo MLSB (92,5%) e 3 o fe-
nótipo M (7,5%).(14) Quando analisadas apenas as
13 amostras isoladas em Porto Alegre neste estu-
do, verificou-se que 2 apresentaram o fenótipo M
(15,3%). Sendo assim, observou-se que a preva-
lência do fenótipo M em Porto Alegre foi seme-
lhante à encontrada em nosso estudo.

Quando o valor da CIM de eritromicina foi ava-
liado nas amostras que foram resistentes aos ma-
crolídeos, foram encontradas 9 amostras com CIM
8 g/ml, 2 com CIM de 4 g/ml e 1 amostra com CIM
de 0,5 g/ml. Todas as amostras com CIM > 8  g/ml
apresentaram o fenótipo MLSB e as amostras com
CIM de 4  g/ml e 0,5  g/ml, o fenótipo M. As CIM
de eritromicina também se relacionaram com a
presença dos genes testados, ou seja, as amostras
portadoras do gene ermB apresentaram CIM 8 g/
ml e as portadoras do gene mefE tiveram CIM mais
baixas, variando entre 0,5 g/ml e 4 g/ml. Essa as-
sociação foi também verificada em um estudo com
124 amostras resistentes à eritromicina proveni-
entes de Christchurch, Nova Zelândia, onde 117
delas (94,3%) apresentaram alto nível de resistên-
cia à eritromicina (CIM 128 g/ml) e 7 apresenta-
ram CIM entre 4 g/ml e 8 g/ml. Quando se verifi-
cou a presença dos genes nessas mesmas amos-
tras e associou-se essa presença com as CIM de
eritromicina, 41 amostras portadoras do gene ermB
apresentaram CIM 128 g/ml, e 6 portadoras do gene
mefE tiveram CIM entre 4 g/ml e 8 g/ml, e, dos 77
isolados portadores de ambos os genes, 76 apre-
sentaram CIM 128 g/ml.(16) O isolado do nosso es-
tudo que foi portador de ambos os genes também
mostrou alto nível de resistência à eritromicina.

Um trabalho realizado na Turquia, que estu-
dou 326 amostras de pneumococo, encontrou
13,8% de amostras resistentes à eritromicina, sen-
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do 87,5% delas portadoras do gene ermB e 12,5%
do gene mefE.(17) Nos EUA, em um levantamento
do estudo PROTEKT realizado entre 2001 e 2002,
analisando 2.793 amostras de pneumococos re-
sistentes à eritromicina, observou-se que 68,7%
dos isolados possuíam o gene mefE, 16,8% o gene
ermB e 12,2% ambos os genes.(4) No Brasil, em um
estudo realizado com amostras do período de 1990
a 1999, encontraram-se 40 isolados de pneumo-
coco resistentes à eritromicina, sendo que 92,5%
deles possuíam o gene ermB e 7,5% o gene mefE.(14)

Com relação à análise genotípica realizada nos
12 isolados que foram resistentes fenotipicamen-
te aos macrolídeos, nossos resultados mostraram
que 8 amostras foram portadoras do gene ermB
(66,6%), 3 do gene mefE (25%) e 1 amostra foi
portadora de ambos os genes (8,33%).

Isolados portadores de ambos os genes (ermB
e mefE) têm sido relatados em alguns países do
mundo, como no estudo realizado nos EUA entre
1996 e 1997, que encontrou uma prevalência de
7%.(18) Alguns autores descreveram o sorotipo 19F,
clone multirresistente com ambos os genes, em
30,5% dos isolados provenientes de cinco labo-
ratórios da África do Sul.(19) Dos 1.043 isolados
resistentes aos macrolídeos do estudo PROTEKT,
realizado entre 1999 e 2000, provenientes na sua
maioria da Coréia do Sul, 71 foram positivos para
os genes ermB e mefE (6,8%).(20) No Brasil, o pre-
sente estudo foi o primeiro a identificar um isola-
do de S. pneumoniae portador de ambos os genes
ermB e mefE.

Em nosso estudo, verificamos que houve uma
relação entre a resistência fenotípica e a genotípi-
ca, ou seja, os 8 isolados que apresentaram o fe-
nótipo MLSB eram portadores do gene ermB e os
3 isolados que apresentaram o fenótipo M eram
portadores do gene mefE. O isolado que foi posi-
tivo para ambos os genes apresentou o fenótipo
MLSB devido à resistência à clindamicina conferi-
da pelo gene ermB. Isso também foi verificado em
outro estudo, em que as 37 amostras portadoras
do gene ermB apresentaram o fenótipo MLSB e as
3 amostras portadoras do gene mefE apresentaram
o fenótipo M.(14)

O estudo da resistência genotípica é de extre-
ma relevância, uma vez que nos isolados portado-
res do gene mefE os macrolídeos poderão ser uti-
lizados na clínica mesmo nos casos de amostras
resistentes in vitro, enquanto que nas amostras

portadoras do gene ermB, devido ao alto nível de
resistência in vitro, existe a possibilidade de falha
terapêutica. Dessa forma, é fundamental a contí-
nua monitorização dos padrões locais de resistên-
cia através de estudos de vigilância epidemiológi-
ca, a fim de se evitar o uso indiscriminado de an-
timicrobianos e o conseqüente crescimento e dis-
seminação da resistência.
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