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E CARACTERIZACAO GENOTIPICA DAS CEPAS RESISTENTES A
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Autor: Fabio Tito Weber
Orientadora: Marisa da Costa
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RESUMO

O Streptococcus pneumoniae é responsavel por altos indices de morbidade e
mortalidade pelo mundo. No inicio do século XX os percentuais de morte
causados por essa bactéria atingiram mais de 80%. Com o surgimento da
antibioticoterapia, principalmente com o uso da penicilina, o combate ao
pneumococo tornou-se mais efetivo. A partir da década de 1980, o combate a
essa bactéria comecou a ser mais dificil, devido ao aumento da resisténcia
pneumocaocica aos antimicrobianos. No Brasil e, de forma geral, no mundo todo
sao verificados percentuais crescentes de resisténcia pneumocdécica. Tais
percentuais variam de um pais para outro e, até mesmo, dentro de um mesmo
pais significativamente. Dessa forma, faz-se necessario 0 monitoramento desses
indices de resisténcia para se ter conhecimento da efetividade dos
antimicrobianos comumente usados contra o pneumococo. A resisténcia do
pneumococo tem origem cromossomal. No caso da eritromicina, os genes de
resisténcia sdo denominados erm(B) e mef(A/E). Como ocorre com o0s percentuais
de resisténcia, a prevaléncia dos genes citados também muda de acordo com a
regido pesquisada. Assim como a verificacdo da resisténcia, € importante a
pesquisa da origem da resisténcia antimicrobiana, no caso dos genes erm(B) e
mef(A/E). O presente trabalho verificou a resisténcia pneumococica em 64 cepas
obtidas de diferentes hospitais de Porto Alegre. Os resultados obtidos foram de
28% de resisténcia para a penicilina (8% de resisténcia plena e 20% de
resisténcia intermediaria), 15% de resisténcia plena para a eritromicina, 18% para
a tetraciclina (14% intermediarias), 3% plenamente resistentes para o
cloranfenicol, 68% de resisténcia para a associagao trimetropima/sulfametoxazol
(64% plenamente resistentes), 1% plenamente resistente a ceftriaxona e 0% de
resisténcia a vancomicina. PAde-se relacionar a presengca dos genes com a
resisténcia a eritromicina. O erm(B) mostrou uma predominancia maior nessas
cepas. Foram 6 cepas com o gene erm(B), 2 com o mef(A/E), uma amostra
apresentou os dois genes e apenas uma nao apresentou nenhum. Os resultados
obtidos nesse trabalho estao relacionados ao periodo de 2004 e 2005, situando
Porto Alegre em relacdo ao nivel de resisténcia do pneumococo e seus genes de
resisténcia a eritromicina. Cabe salientar que pesquisas subseqlentes devem ser
feitas para 0 monitoramento da resisténcia do S. pneumoniae e dos determinantes
dessa resisténcia.
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ABSTRACT

The Streptococcus pneumoniae is responsible for high indices of morbility and
mortality around the world. In the beginning of century XX the percentages of
death caused by these bacteria had reached more than 80%. With the appearance
of the antibiotical therapy, mainly with the use of penicillin, the combat to
pneumococcus has became more effective. From the decade of 1980, the combat
against these bacteria started to be more difficult due to the increase of the
pneumococcal resistance to antimicrobials. In Brazil and, of general form, in the
entire world has been verified the increase of pneumococcal resistance. Such
percentages vary significantly from a country to another one and even inside of the
same country. In this way, it's necessary to have knowledge of the effectiveness of
common antibiotics used against pneumococcus through the monitoriment of these
resistance’s indices. The resistance of pneumococcus originates from the
chromosome. In the case of the erythromycin, the resistance genes are called
erm(B) and mef(A/E). As it occurs with the percentages of resistance, the
prevalence of these genes also change in accordance with the searched region.
As well as the verification of the resistance, the research of the origin of the
antimicrobial resistance is important, in the case of the genes erm(B) and
mef(A/E). The present work verified the pneumococcal resistance in 64 strains
from different hospitals of Porto Alegre. The results were 28% of resistance for
penicillin, 14% of resistance for erythromycin, 18% of resistance for tetracyclin, 3%
of resistance for chloranphenicol, 68% of resistance for resistance trimetropim/
sulfametoxazole association, 1% of resistance ceftriaxone and 0% of resistance to
the vancomycin. The presence of the genes with the erythromycin resistance could
be related. The erm(B) showed a high preponderance in these strains. There were
6 erm(B) gene strains, 2 mef(A/E), a sample with the two genes and only one with
none gene. It's important to point out that the values found in this work hasn’t been
constant and subsequent research must be made to monitor the S. pneumoniae
resistance.
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1. INTRODUCAO

O Streptococcus pneumoniae é uma bactéria Gram positiva que tem
como caracteristica apresentar-se em forma de diplococo. Também chamada de
pneumococo, essa bactéria € uma das principais causadoras de infeccoes como
pneumonia, bacteremia, sinusite, otite média entre outras. O combate ao
pneumococo era dificil e apresentava elevados percentuais de morte em humanos
até o surgimento da penicilina e demais antimicrobianos. A partir de entao, o
tratamento de doengas causadas pelo pneumococo tornou-se significativamente
facilitado e tais percentuais cairam bruscamente.

No inicio da década de 1980, com o0 aumento da quantidade de cepas
resistentes a penicilina, a eritromicina e a outros antimicrobianos, o S.
pneumoniae voltou a ser uma bactéria de controle dificultado. Os indices de
resisténcia comecaram a crescer em varios paises, inclusive no Brasil. Tais
indices variam consideravelmente entre as nagdes e dentro de um mesmo pais.
Tendo em vista a variagdo da sensibilidade das bactérias, em especial do
pneumococo, faz-se necessario o monitoramento constante da resisténcia dessa
bactéria para avaliar a capacidade do uso dos antimicrobianos que podem ser
usados para combaté-lo. A penicilina € o antimicrobiano padrao para o tratamento
de infecgdes pneumocdcicas. Porém, em alguns casos, esse antibidtico ndo pode
ser usado, seja por resisténcia da cepa ou pelo portador apresentar alguma
impossibilidade de usar esse P-lactamico. Nesses casos a eritromicina € uma
importante alternativa de tratamento. Além disso, a eritromicina é um
antimicrobiano de amplo espectro e € usada em varias situacdes no tratamento
empirico dos portadores do pneumococo. Assim como ocorre com a penicilina,
cepas apresentando resisténcia a eritromicina tém sido observadas.

O S. pneumoniae nao apresenta plasmideos carreadores de genes de
resisténcia, nem age diretamente sobre o0s antimicrobianos para ser resistente a
eles. A resisténcia do pneumococo aos antimicrobianos é de origem cromossomal,
sendo que e a eritromicina ndo € excegao a esse fato. Principalmente dois genes
estdo envolvidos na resisténcia pneumocdcica a eritromicina, o gene erm(B) e o
mef(A/E). O primeiro codifica uma metilase que metila o sitio de ligacao dos
macrolideos, dificultando a ligacdo do antibiético ao seu alvo. O segundo gene,
mef(A/E), confere a bactéria a capacidade de expulsar o antimicrobiano do citosol,

o chamado mecanismo de efluxo. Assim como variam o0s percentuais de
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resisténcia, varia também a predominancia dos genes citados nas cepas
resistentes a eritromicina. Em termos gerais, a Europa apresenta a maioria das
cepas com o gene erm(B) e na América do Norte existe predominéncia dos genes
mef(A/E).

Em vista do exposto acima, o presente trabalho tem como seus
objetivos a verificacdo dos indices de resisténcia do S. pneumoniae a varios
antimicrobianos usados no tratamento das infeccées causadas pelo pneumococo,
verificar se a resisténcia a eritromicina esta relacionada com os genes erm(B) e
mef(A/E) e a proporcdo que eles apresentam dentre as cepas resistentes. Uma
vez de posse desses dados, o presente trabalho situara Porto Alegre em termos
mundiais com relacdo a resisténcia pneumococica e os percentuais dos dois

genes citados nas cepas resistentes a eritromicina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Streptococcus pneumoniae

O S. pneumoniae caracteriza-se por ser uma bactéria Gram positiva,
que varia de 0,5 a 1,2um de didmetro, com forma lanceolada ou oval. A bactéria
pode ser observada de forma isolada, formando pequenas cadeias ou ser
encontrada na forma de diplococos, que é a sua formagcdo mais comum. Outra
caracteristica estrutural € a presenca de capsula nas cepas patogénicas, a qual
ajuda na protecdo da bactéria contra a acao dos macréfagos. Existem também
cepas que nao apresentam capsula, as quais, em geral, sdao facilmente
fagocitadas pelas células de defesa do hospedeiro. A presenca de capsula afeta
também a morfologia colonial do pneumococo, sendo que as capsuladas
apresentam col6nias relativamente grandes e mucdides. Ja as colbnias das nao
capsuladas sdo menores e com superficie plana (Holt et al., 1994).

A capsula é uma estrutura importante para a defesa do pneumococo e
ela protege, ao menos momentaneamente, a bactéria do sistema imune do
hospedeiro. Ela é usada para classificar as cepas pneumocdcicas em quarenta e
seis sorogrupos e em mais de noventa sorotipos. Essa classificagdo em diferentes
sorotipos baseia-se nas diferentes estruturas presentes na capsula,
principalmente os polissacarideos. Existem cepas pneumocécicas que néo
apresentam capsula as quais sdo chamadas de nao-tipaveis (Henrichsen, 1995).
As diferentes composicoes apresentadas pelas capsulas conferem diferentes
potenciais de invasdao a bactéria, ou seja, determinados sorotipos sdo mais
comuns causadores de certas infec¢des que outros. O mesmo ocorre com relacao
a aquisicao de resisténcia, alguns sorotipos tém maior capacidade de adquirir
genes de resisténcia que outros. Como exemplo de sorotipos, podemos citar o 1,
3, 14, 5, 6B, 14, 19A e 23F, que sado os mais comuns do pneumococo (Sjéstrom et
al., 2007; Inostrosa et al., 2007).

A importancia do estudo do S. pneumoniae deve-se ao fato de que ele
€ responsavel por diversas patologias humanas frequentes, e muitas vezes
graves, como pneumonia, meningite e bacteremia, entre outras infeccbes menos
comuns como artrite e endocardite (Hausdorff et al., 2005). Inicialmente o
pneumococo foi identificado como patégeno pulmonar, como seu proprio nome

sugere. Posteriormente sua presenca comecou a ser verificada em outras
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infecgbes, como meningite. As infec¢gdes pneumococicas sao bastante comuns em
criangas, principalmente ocasionando otite média (Hausdorff et al., 2005).

Em vista disso, 0 pneumococo torna-se uma bactéria responsavel por
grandes indices de morbidade e de mortalidade em todo mundo, principalmente
em criancas e idosos. A bactéria pode estar presente na microbiota nasofaringea
de individuos sem causar doenca. Apesar de nao originar nenhuma acao
patolégica no hospedeiro, tal presenca como comensal na microbiota
nasofaringea é de grande importancia para o estudo do S. pneumoniae. 1sso
porque é como comensal que ele tem contato com outras bactérias, possibilitando
a troca de material genético (Ara et al., 1994).

2.2. Antimicrobianos e Resisténcia

2.2.1. Penicilina

O tratamento das infeccdes pneumocécicas € baseado na
administracao de antibiéticos, destacando-se o0 uso da penicilina e da eritromicina.
A penicilina é o antibiético padrao no tratamento contra o pneumococo, enquanto
a eritromicina é usada normalmente de forma empirica devido ao seu amplo
espectro. Como praticamente todas as bactérias patogénicas, o pneumococo vem
adquirindo resisténcia aos antimicrobianos usados contra ele, sendo que o0s
indices dessa resisténcia variam mundialmente e até mesmo dentro de um
mesmo pais de forma significativa (Monaco et al, 2005). O surgimento da
resisténcia esta relacionado com a idade diminuida do portador, hospitalizacéo
recente, o tempo que a pessoa ficou internada e também faléncia renal
(Sessegolo et al. 2003). Em geral, pessoas que vivem em comunidade ou em
contato muito préximo com portadores, tém maior possibilidade de ter o
pneumococo na sua microbiota nasofaringea e também de serem, essas cepas,
resistentes a antimicrobianos. Isto justifica-se pelo fato de que se um individuo for
portador de uma cepa resistente, o contato préximo com outras pessoas
favorecera a disseminacdo dessa cepa, principalmente se o contato for com
criancas, uma vez que elas sdo as principais portadoras de pneumococo (Jones et
al., 2003; Ghaffar et al., 1999).

O fator considerado como o mais importante para o desenvolvimento e
selecao de cepas resistentes é o uso freqliente de antimicrobianos. Foi observado

que tanto criancas como adultos que fizeram tratamento com antimicrobianos,
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num periodo inferior a seis meses, tém possibilidade significativamente maior de
possuirem cepas resistentes do que pessoas que nao fizeram uso de
antimicrobianos nesse periodo (Hofman et al., 1998). Esse fato pode ser verificado
nos paises que tem um consumo elevado de antimicrobianos, os quais
apresentam, geralmente, maiores indices de resisténcia que outros onde o uso é
menor (Mera et al., 2006). O ultimo fator que favorece o desenvolvimento de
resisténcia no S. pneumoniae, é que essa bactéria pode estar presente na
microbiota nasofaringea do individuo estando, nesse caso, em contato com outras
bactérias e possibilitando a aquisicdo de genes de resisténcia, sendo essas
bactérias do mesmo género ou ndo do pneumococo (Ghafar et al., 1999).

O primeiro caso significativo de resisténcia pneumocdcica foi relatado
em uma paciente australiana, de 25 anos de idade em 1967 (Hasman & Bullen,
1967 apud Klugman, 1990). A partir desses relatos, a presenca de cepas
resistentes comecaram a ser observadas esporadicamente em todo o mundo.
Durante a década de 1980 os indices de resisténcia comecaram a aumentar
significativamente e a terapia contra o pneumococo comecou a apresentar-se
mais complexa em algumas partes do mundo, até tornar-se uma questdao de
preocupacao global.

Um dos primeiros paises que apresentou niveis significativos de
resisténcia pneumocdcica a penicilina foi a Franca. Em 1984 ja apresentava um
indice relativamente alto, de 13%, e passou para 48% em 1990 (Klugman, 1990).
O indice de resisténcia continuou aumentando, atingindo um nivel bastante
elevado em 1998, quando 65% das cepas estudadas apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano. Nos anos seguintes, a resisténcia a penicilina ficou estavel
apresentou uma pequena queda a partir de 2001, com reducao significativa das
cepas com resisténcia plena a penicilina (Sarkis et al., 2006). Fenémeno
semelhante ocorreu na Espanha, porém com indices menores de resisténcia
(Figura 1) (Mera et al., 2006).

Cabe salientar que tanto a Espanha como a Franga sao paises com
um elevado consumo de antimicrobianos, incluindo a penicilina. Na tabela 1,
podem-se verificar indices de resisténcia recentes a penicilina em outros paises

da Europa.
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Figura 1. indices de resisténcia a penicilina na
Espanha. Fonte: Mera et al., 2006.

Tabela 1. indices atuais de resisténcia pneumocécica a
penicilina nos paises europeus.

Pais % de Resisténcia Referéncia
Alemanha 2,4 Mera et al., 2006
Grécia 34,7 Poulakou et al., 2007
Italia 16,8 Sahn et al., 2000
Reino Unido 4,3 Mera et al., 2006

Nos Estados Unidos da América, a exemplo do que ocorreu em outras
partes do mundo, comecou a crescer significativamente a resisténcia
pneumococica a penicilina a partir de 1980. Dada a sua grande extensao
territorial, os Estados Unidos apresenta uma grande variacdao dos indices de
resisténcia do pneumococo. Essas diferencas nas regidées norte-americanas
podem ser observadas na tabela 2 (Karchmer, 2004).

Em vista dessa variacdo elevada na suscetibilidade pneumocécica,
estudos de monitoramento em cada regido sao necessarios para a verificacdo do
comportamento do pneumococo perante os antimicrobianos, em especial a
penicilina nos Estados Unidos.

Mesmo sendo a Australia o pais onde primeiro se verificou resisténcia
do S. pneumoniae, ndo é a localidade onde se encontram os maiores indices de
resisténcia a penicilina. Nesse pais da Oceania sdao observados indices
constantes e ndao muito elevados de resisténcia pneumocdécica ao B-lactamico,

apresentando uma média de 24% entre os anos de 2000 e 2002 (Felmingham et
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al., 2007). O pais onde se encontra os maiores indices de resisténcia a penicilina
é a Africa do Sul, onde detectou-se 74% de resisténcia a penicilina, superando os
indices apresentados por paises asiaticos que na década de 1990 apresentavam
os maiores indices de resisténcia pneumocécica a penicilina do mundo
(Felmingham et al., 2007).

Tabela 2. indices de resisténcia do pneumococo
a penicilina nos Estados Unidos.

Regido Norte-americana % de Resisténcia

Noroeste 17,3
Sudoeste 36,4
Sul 32,5

Fonte: Karchmer, 2004.

Apesar de ndo terem mais os maiores indices de resisténcia a
penicilina, os paises asiaticos continuam apresentando valores elevados de
resisténcia pneumocécica para esse antimicrobiano. Ja& nos anos de 1990, foi
verificado valor acima de 70% de resisténcia na Tailandia. Valor esse muito
elevado, mesmo sendo um estudo realizado apenas em criangas, que Sao um
grupo de pessoas que normalmente apresentam cepas com resisténcia maior
(Chiou et al., 1998). Atualmente os paises da Asia como um todo, apresentam
resisténcia de aproximadamente 63%, sendo esse valor constante nos ultimos trés
anos (Felmingham et al., 2007).

Na América Latina tem se observado um crescimento nos indices de
resisténcia do S. pneumoniae a penicilina. Paises como a Argentina, México,
Uruguai, Chile e Coldmbia apresentavam indices de resisténcia menores que 10%
até 1995. Mas, a identificacdo de cepas resistentes comecou a crescer
significativamente em todos os paises durante a década de 1990. A partir de
entdo, comecou a ser verificada resisténcia pneumocécica superior a 20% na
maioria dos paises citados. Na Tabela 3, pode-se verificar os percentuais de
alguns paises da América Latina (Camargos et al., 2006).

O Brasil teve seu primeiro caso de resisténcia a penicilina em 1988 na
cidade de Sao Paulo (Marques et al.,, 1988). Durante a década de 1990 pouca
literatura sobre o assunto foi publicada no Brasil, porém sabe-se que no comeco
da década os indices de sensibilidade diminuida (somatério das cepas resistentes
e intermediarias a penicilina) giravam por volta de 5% (Brandileone et al., 1998).
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No final da década, em estudos realizados nas regides sul e sudeste do pais,
observou-se uma estabilidade da resisténcia em torno de 13%. Porém, no ano
2000, ocorreu uma elevagdo nos valores, passando a 17,6% de cepas com
suscetibilidade diminuida a penicilina, sendo esse percentual mantido nos dois
anos posteriores superado em 2002 e 2003. Em vista desses dados, tem-se 0 ano
de 2000 como um marco para o Brasil em relacdo a resisténcia pneumocacica,
pois o patamar ficou significativamente mais elevado (Brandileone et al., 2005).
Com relacdo ao Rio Grande do Sul, mais especificamente Porto Alegre, a
resisténcia ao pneumococo nao muda significativamente com relacdo a dados
publicados nacionalmente. Em Porto Alegre observou-se resisténcia de 22,8% a
penicilina, sendo a maior parte de cepas com resisténcia intermediaria, 16,3%

contra 6,5% de cepas plenamente resistentes (Zettler et al., 2006).

Tabela 3. Resisténcia pneumocdcica a penicilina na América Latina.

Pais Ano % de Resisténcia
a Penicilina

Argentina 1993 9,9

2005 21,5
Chile 1994 5,0

2003 18,8
Colémbia 1994 3,1

2001 25,0
México 1995 22,2

2001 23,2
Uruguai 1994 5,6

2001 20,4

Fonte: Camargos et al., 2006.

2.2.2. Eritromicina

A eritromicina é o principal representante dos antimicrobianos da
classe dos macrolideos, assim como a claritromicina e a azitromicina. Ela é
alternativa no combate ao S. pneumoniae quando a penicilina ndo é ativa e
também em tratamentos empiricos, devido ao seu grande espectro. A eritromicina
€ um antimicrobiano de baixo custo o que muitas vezes € um importante fator na

escolha para o combate aos microrganismos, principalmente em paises com uma
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populacao de baixo poder econdmico como o Brasil. Por esses motivos é que se
faz necessario o controle da suscetibilidade do pneumococo a esse macrolideo.
Assim, como ocorre com a penicilina e outros antimicrobianos usados, os indices
de resisténcia do pneumococo a eritromicina sdo bastante variaveis pelo mundo.
Esses indices variam grandemente entre as nagdes (Zbiden, 2006).

Os maiores indices de resisténcia do pneumococo do mundo sao
verificados no Oriente. Nesse continente é comum serem observados percentuais
de resisténcia superiores a 80% e, mesmo assim, com alguns paises
apresentando crescimento nos seus percentuais de resisténcia (Tabela 4) (Song
et al., 2004).

Tabela 4. Percentuais de resisténcia pneumocécica a
eritromicina em paises asiaticos.

Pais % do 12 periodo! % do 22 periodo?
China 35,2 75,6
Coreis do Sul 74,6 85,1
Formosa 89,1 87,2
Hong Kong NA3 76,5
india 0,0 1,5
Malasia 3,0 36,8
Singapura 28,0 52,9
Sri Lanka 17,0 10,3
Tailandia 32,5 21,9
Vietham 65,2 88,3

TAmostras analisadas entre 1996 e 1997; 2Amostras
analisadas entre 1998 e 2000; 3Periodo nao analisado.
Fonte: Song et al., 2004.

A Africa do Sul apresenta indices de resisténcia um pouco menores se
comparados com 0s paises asiaticos, mas também bastante elevados. Cerca de
54% das cepas apresentam susceptibilidade diminuida a eritromicina, sendo
esses percentuais de resisténcia constantes nos ultimos trés anos (Felmingham et
al., 2007).

A Europa é um continente onde se observa uma acentuada variagao
nos indices de resisténcia a eritromicina. O pais que tem maior indice de

resisténcia do pneumococo é a Franca e menores indices podem ser observados
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no Reino Unido. De forma geral, é observado na Europa uma estabilizacdo nos
indices de resisténcia, principalmente nos paises com indices um pouco mais

elevados (Tabela 5).

Tabela 5. indices de resisténcia pneumocécica & eritromicina
em paises europeus.

Pais % de Resisténcia a Referéncia
Eritromicina

Alemanha 19,9 Reinert et al., 2004

Franca 56,8 Decousser et al., 2004

Hungria 43,0 Dobay et al., 2004

ltalia 40,9 Marchese et al., 2005

Portugal 20,7 Zbinden, 2005

Reino Unido 14,2 Livermore et al., 2006

Nos Estados Unidos, assim como ocorre com a penicilina, os indices
de resisténcia variam muito nas varias regiées do pais. Em numeros globais, a
resisténcia a eritromicina nas cepas norte-americanas € de 27,9%, variando de
48,2 a 16,7% dentro do pais. Assim como ocorre em Varios paises europeus, a
resisténcia a eritromicina nos Estados Unidos esta estavel em valores gerais um
pouco abaixo de 30% (Farrel & Jenkins, 2004; Jenkins et al., 2005).

A América Latina apresenta uma média de resisténcia a eritromicina
relativamente baixa. Porém, tais indices apresentam crescimento constante nos
ultimos anos. Na Argentina, por exemplo, em 1998 verificou-se resisténcia de 9%
e aumentou significativamente para 16% em cepas coletadas durante o ano de
2002 (Bonofiglio et al., 2005). No Brasil, no final da década de 1990 foi verificado
indice de resisténcia de 4,3% a esse antimicrobiano e ja no inicio da década de
2000 o indice de resisténcia a eritromicina aumentou para 10% (Mendonga-Souza,
2004). Os maiores indices foram encontrados no México e na Venezuela, onde 25
e 20%, das cepas, respectivamente, mostraram suscetibilidade diminuida para a
eritromicina (Castanheira et al., 2004). indices pequenos foram observados na

Colémbia, apenas 3,3% em cepas hospitalares (Reyes et al., 2007).

2.2.3. Tetraciclina
A tetraciclina € um antimicrobiano comumente usado como alternativa

no combate ao pneumococo quando o uso da penicilina ndo € indicado. Isso
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ocorre principalmente quando o paciente é alérgico a esse antimicrobiano. A
tetraciclina também pode ser usada como uma importante alternativa em caso de
resisténcia a penicilina. O pneumococo normalmente apresenta niveis de
resisténcia a tetraciclina menores que ao B-lactamico (Whitney et al., 2000; Riedel
et al., 2007). Porém, isso nao significa indices sempre baixos para esse
antimicrobiano, como ocorre na India, onde foi verificado um indice bastante
elevado (Goial et al., 2007). Porém, o mais comum € serem observados valores
menores pelo mundo (Tabela 6). No Brasil, a resisténcia a tetraciclina foi
verificada em 32%, o0 que € um valor elevado para o tratamento do pneumococo
sem uma analise prévia da resisténcia da cepa a ser combatida (Levin et al.,
1996).

Tabela 6. indices de resisténcia pneumocdcica & tetraciclina
em diferentes paises.

Pais % de Resisténcia  Referéncia

Brasil 32,0 Levint al.,, 1996
Dinamarca 1,1 Riedel et al., 2007
Estados Unidos 10,5 Whitney et al., 2000
Franca 41,1 Riedel et al., 2007
india 61,2 Goial et al., 2007

2.2.4. Cloranfenicol

O cloranfenicol é um antimicrobiano que nao € usado na rotina do
combate ao pneumococo, uma vez que ele pode apresentar problemas ao
hospedeiro devido a sua toxicidade, principalmente hepatica e renal. Essa
caracteristica do cloranfenicol limita seu uso, mas nao o elimina como alternativa
no combate ao pneumococo.

O fato de o cloranfenicol ndo ser usado de forma intensa, como os
outros antimicrobianos, diminui a sua exposicao, reduzindo a selecao de cepas
resistentes. Isso faz com que os indices de resisténcia pneumocodcicos sejam
reduzidos e tornam o cloranfenicol uma importante alternativa em casos de
necessidade. Pode-se observar essa pequena resisténcia ao cloranfenicol na
Turquia (5,3%), nos Estados Unidos (5% de cepas resistentes), no México (4%) e
no Brasil (3,2%) (Sener et al., 2007, Whitney et al., 2000; Miranda et al., 1997;
Magalhes & Pinto, 2003).
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2.2.5. Ceftriaxona

A ceftriaxona € um antimicrobiano mais recente. Devido a isso, essa
quinolona de 32 geracao estda no mercado a menos tempo e, por conseqiéncia,
teve menos contato com o pneumococo que 0s demais antimicrobianos presentes
nesse trabalho. Devido a isso, 0 pneumococo apresenta a ceftriaxona indices
pequenos de resisténcia, com raras excecdes (Tabela 7). Alguns paises tém
indices elevados, porém nada que se compare com 0s maiores valores vistos para
outros antimicrobianos, como a penicilina e a eritromicina, para os quais foram
observados valores superiores a 80% de resisténcia (Song et al, 2004;
Felmingham, 2007). Poucos estudos foram feitos no Brasil com relagdo a
resisténcia pneumocécica a ceftriaxona, porém, sabe-se que até o inicio da
década de 1990, ainda nao haviam sido verificadas cepas resistentes a esse

antimicrobiano em cepas brasileiras.

Tabela 7. indices de resisténcia do pneumococo a
ceftriaxona em diferentes paises.

Pais % de Resisténcia  Referéncia

Brasil 0,0 Levin et al., 1996
Egqito 6,0 Wasty et al., 2005
Formosa 38,5 Hsueh et al., 1999
Franca 1,0 Sarkis et al., 2006
Grécia 1,0 Poulakou et al., 2007
México 3,0 Miranda et al., 1997

2.2.6. Trimetoprima/Sulfametoxazol

A associacdo de uma sulfa, o sulfametoxazol, com um derivado
imidazolico, a trimetoprima, € a Unica associagao medicamentos analisada nesse
trabalho. O efeito sinérgico desses dois antimicrobianos € muito mais potente do
que se forem usados individualmente, devido a resisténcia desenvolvida pelo
pneumococo. Apesar da associacdo ser mais eficiente do que os antimicrobianos
usados sozinhos, a resisténcia em niveis significativos a ela esta presente pelo
mundo, principalmente em Formosa (Tabela 8). Aqui no Brasil, no final da década
de 1990, verificou-se 32,0% de resisténcia. Um estudo feito em criancas do estado
de Minas Gerais mostrou resisténcia superior a 58% de cepas resistentes, o que
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mostra um indicativo de crescimento da resisténcia do pneumococo para essa

associagao (Magalhaes & Pinto, 2003).

Tabela 8. indices de resisténcia pneumocécica & associacdo
trimetoprima/sulfametoxazol em diferentes paises.

Pais % de Resisténcia Bibliografia
Brasil 58,1 Magalhaes & Pinto, 2003
Estados Unidos 57,6 Sahm et al., 2007
Formosa 87,0 Hsueh et al., 1999
ltalia 421 Riedel et al., 2007
Noruega 8,3 Riedel et al., 2007

2.2.7. Vancomicina

A vancomicina é um glicopeptideo considerado como a ultima
alternativa de controle de microrganismos patégenos Gram positivos. Devido a
isso, considera-se a vancomicina um medicamento de reserva, o qual somente é
usado hospitais e em casos onde seu uso é imprescindivel, como por exemplo,
em casos de infecgdo por bactéria multiresistente (Novak et al., 1999). Pelo fato
de ser um antimicrobiano relativamente novo, de alto poder antibacteriano e ter o
seu emprego criteriosamente analisado, o pneumococo ndo apresenta resisténcia
a esse antimicrobiano e até hoje nao foi relatado nenhum caso de S. pneumoniae
resistente a vancomicina no mundo. Porém, tém-se relatado casos de cepas que
sao tolerantes a vancomicina, ou seja, cepas que nao se reproduzem na presenca
desse antimicrobiano, mas permanecem viaveis durante a agao da vancomicina
(Sung et al., 2006).

2.3. Verificacao da Resisténcia

A verificacao do nivel de resisténcia de uma cepa pode ser feito de
diversas maneiras. Uma delas é o Método da Difusdo em Agar, o qual é mais
comumente chamado de Método de Kirb-Bauer. Esse método baseia-se na
difusdo do antimicrobiano em meio sélido a partir de um disco contendo o
antimicrobiano. A presenca do antimicrobiano sobre o meio vai fazer com que ele
se difunda no agar e crie um gradiente de concentracdo ao redor do disco,
havendo maior concentracao do antimicrobiano nas regides mais proximas do

disco e menores nas regides mais distantes. A presenca do antimicrobiano no
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meio vai fazer com que ocorra a inibicado do crescimento da bactéria em estudo,
gerando um halo. De acordo com o tamanho desse halo a cepa sera classificada
em plenamente resistente, resistente intermediaria ou sensivel ao antimicrobiano
(NCCLS, 2004).

O outro método é o Método da Diluicdo em Placa. Esse € um método
mais trabalhoso e financeiramente mais oneroso que o Método de Kirb-Bauer.
Porém, ele é um método quantitativo, fornecendo a Concentracdo Inibitéria
Minima (MIC) da cepa ao antimicrobiano em estudo. O MIC é obtido a partir da
semeadura de uma suspensao padronizada da bactéria em estudo em placas com
concentragdes crescentes e definidas dos antimicrobianos em estudo. O MIC sera
definido na menor concentragdo onde houve inibicdo do crescimento bacteriano.
Caso as cepas forem inibidas na menor concentracdo pesquisado do
antimicrobiano, o MIC dessa cepa sera definido como menor, ou igual, que a
concentracdo minima estudada. Do contrario, se a cepa apresentar crescimento
na maior concentracéo estudada de um determinado antimicrobiano, o MIC dessa
cepa sera definido como maior que a mais alta concentracao pesquisada (NCCLS,
2004).

Nesse estudo foi empregado o Método da Diluigdo em Placa, pois
esse método é mais preciso que o de Kirb-Bauer, justamente por ele apresentar
um resultado preciso (quantitativo) do comportamento das cepas perante os
antimicrobianos em estudo. Dessa forma, pode-se comparar o grau de resisténcia
das cepas, mesmo elas sendo classificadas como plenamente resistente, com
resisténcia intermediaria ou sensivel, uma vez que duas cepas podem ser

plenamente resistentes, mas terem MICs diferentes (NCCLS, 2004).

2.4. Genes de Resisténcia

Tao importante como a verificagdo da resisténcia é a busca da causa
da resisténcia microbiana para que se possa ter uma nova alternativa de pesquisa
para o controle do crescimento das bactérias e também uma possivel justificativa
para os niveis de resisténcia apresentados por cada pais ou uma determinada
regiao. O S. pneumoniae tem genes cromossomais que conferem resisténcia aos
antimicrobianos. Diferente do que ocorre em varias bactérias, onde é verificada a
presenca de plasmideos com genes de resisténcia que codificam enzimas que
agem diretamente sobre o antimicrobiano, no pneumococo a resisténcia é

mediada pelos genes cromossomais. Esses genes de resisténcia sdo adquiridos
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pelo pneumococo quando essa bactéria entra em contato com outras que
possuem tais genes. Normalmente essas espécies sao de outros estreptococos
ou do Enterococcus faecalis (Cochetti et al., 2007; Sutcliffe et al., 1996).

Cada gene confere resisténcia para uma classe diferente de
antimicrobianos e recebe uma denominagao diferente. Como exemplo, pode-se
citar os genes erm, que conferem resisténcia a eritromicina, estreptograminas e
lincosaminas, os genes fet, que conferem resisténcia a tetraciclina, os genes pbp
para os B-lactamicos, genes gir, que conferem resisténcia as fluoroquinolonas,
dentre outros genes (Bean & Klena, 2002; Nagai et al., 2000; Zettler et al., 2006).

A penicilina é um antimicrobiano B-lactdmico que age sobre as
transpeptidases e transaminases, inibindo a formacao das ligacdes cruzadas e
aminicas envolvendo o acido N-acetiimuramico e a N-acetilglicosamina,
componentes da parede celular bacteriana (Grebe & Hakenbeck, 1996). Em vérias
bactérias, a resisténcia a penicilina baseia-se na producao de enzimas, chamadas
B-lactamases, que degradam a penicilina gerando o &acido penicildico, inativo
contra as bactérias. Porém, o S. pneumoniae ndo possui B-lactamases e seu
mecanismo de resisténcia a penicilina é através da modificacdo de uma ou mais
transpeptidases e transaminases, enzimas fundamentais para a producdo do
peptideoglicano. Essas enzimas também sdo chamadas de proteinas ligadoras de
penicilina. Sao varios os genes envolvidos com a codificagcdo das proteinas
ligadoras de penicilina, sendo o pbp2x, pbp1a e pbp2a os principais alvos dos j-
lactamicos (Ubukata et al., 1997). Alteracdo em cada um desses genes confere
diferentes niveis de resisténcia e quanto mais genes estiverem mutados, maior
serd esse nivel de resisténcia no pneumococo aos antibidticos P-lactamicos.
Também podem ocorrer diferentes niveis de resisténcia se um ou outro gene
sofrer alteragdo. Isso se justifica pelo fato de que algumas enzimas realizam
apenas a ligacao cruzada entre as camadas de peptideoglicano e outras também
realizam a formagdo do préprio peptideoglicano (Hiramatsu et al., 2004). A
quantidade de mutacées em um gene e qual gene estd mutado, pode justificar a
resisténcia e a sensibilidade a diferentes B-lactamicos. Por exemplo, sabe-se que
a proteina PBP 2x é a enzima alvo da cefotaxima, enquanto que o alvo da
piperacilina é a enzima PBP 2b. Entdo, se houver mutagdao no gene pbp2x havera
maior resisténcia a cefotaxima e se houver mutacdo no pbp2b a resisténcia
pneumocaocica sera maior a piperacilina (Grebe & Hakenbeck, 1996).
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Por sua vez, os macrolideos agem sobre a subunidade 23S do
ribossomo, afetando a sintese de proteinas por parte da bactéria. Existem dois
principais mecanismos de resisténcia do pneumococo aos macrolideos, dentre os
quais destacam-se a eritromicina pelo seu uso e facilidade de acesso devido ao
baixo custo.

O primeiro mecanismo de resisténcia aos macrolideos baseia-se na
modificacdo do sitio de ligacdo do macrolideo no ribossomo. Essa alteragdo
consiste na introducdo de uma ou duas metilas em um residuo de adenina
(A2058) no dominio V da subunidade 23S do ribossomo bacteriano, o que diminui
a afinidade aos macrolideos, estreptogramina B e lincosamina. A metilacao é
catalisada por uma metilase que é codificada pelo gene erm, que foi assim
denominado, pois significa do inglés metilase de resisténcia a eritromicina
(Weilsblum, 1995). Sao conhecidos oito genes do tipo erm. Nos pneumococos sao
conhecidos apenas dois desses genes, sendo o erm(B) mais predominante
mundialmente, enquanto o gene erm(A) subclasse (TR) € menos comum. Esse
segundo gene foi descoberto em cepas do S. pneumoniae em cepas da Australia
apenas. Acredita-se que o gene erm(A) subclasse (TR) tenha como origem o
Streptococcus pyogenes. Ha também um gene denominado erm(C) que foi
verificado apenas em Staphylococcus aureus, assim como o gene erm(G) (Farrel
et al., 2001).

O segundo mecanismo de resisténcia a eritromicina é o de efluxo, que
consiste na expulsdo do antimicrobiano de dentro da bactéria. Esse mecanismo é
conferido pela presenca do gene mef, que normalmente é da subclasse mef(A).
Existe também uma subclasse que mais raramente confere resisténcia ao
pneumococo que € a mef(E). A resisténcia conferida pelo mecanismo de efluxo
assemelha-se aquele apresentado pelas cepas de Staphylococcus aureus, o qual
€ multicomponente, onde estao envolvidas trés proteinas, duas ligadoras de ATP
(MsrA e Stp) e uma transmembrana (Smp). Porém, sabe-se também que o
mecanismo nao é idéntico e acredita-se que outras proteinas desempenham a
mesma funcao das citadas no pneumococo (Sutcliffe et al., 1996).

A resisténcia conferida pelos genes erm é mais intensa que aquela
conferida pelos genes mef, ou seja, as concentragdes inibitérias minimas para os
pneumococos contendo genes erm sdo mais elevadas do que as cepas que
possuem genes mef (Descheemaeker et al., 2000; Nys et al., 2005). Além disso, a

metilagdo, ou dimetilacao, no residuo de adenina A2058 ou A2059, causada pela



26

metilase codificada pelo gene erm, confere resisténcia a todos os macrolideos,
lincosamina e estreptogramina B, enquanto que as com gene mef tém resisténcia
para os macrolideos do grupo 14 e 15, no qual esta classificada a eritromicina
(Bonofiglio et al., 2005).

A coexisténcia dos genes erm e mef pode causar maior nivel de
resisténcia ao pneumococo contra os macrolideos, mas essa associagcao ocorre
em proporcao menor se comparada a presenca dos genes de forma isolada.
Assim como ocorre com a resisténcia aos antimicrobianos, o percentual de
descricdo da presenca desses genes varia de acordo com a regido estudada. De
acordo com o local, a resisténcia aos macrolideos pode ser decorréncia
principalmente da presenga de um ou de outro gene, como pode ser observado na
Tabela 9. Em geral, existe predominancia do gene erm(B) nas cepas resistentes a
eritromicina ao redor do mundo, sendo essa predomindncia mais ou menos
elevada. Porém, em alguns paises, como Estados Unidos e Alemanha, existe
maior freqiéncia de resisténcia mediada pelo gene mef. No Brasil, mais
especificamente nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul,
foi verificado prevaléncia de 92,5% do gene erm(B) nas cepas resistentes a
eritromicina (Mendonga-Souza et al., 2004). Fato raro sao indices elevados de
cepas com ambos 0s genes. Porém, tal fato foi verificado na Nova Zelandia, onde
62,1% do total de cepas resistentes tinham tanto erm(B) e mef(A) (Bean & Klena,
2002).

2.5. Pesquisa dos Genes de Resisténcia

A pesquisa dos genes de resisténcia erm(B) e mef(A/E) baseia-se na
técnica da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR é uma técnica rapida,
de custo relativamente baixo, precisa e especifica, a qual baseia-se na
polimerizacdo do DNA por uma enzima termoestadvel mediante a presenca de
oligonucleotideos especificos para o fragmento genémico ao qual se quer
amplificar (Saiki et al., 1988).

A pesquisa via PCR dos genes erm(B) e mef(A/E) comecou a ser
realizada com mais freqiéncia a partir da metade da década de 1990, quando
Sutcliffe e colaboradores (1996) verificaram a presencga de genes codificadores de
mecanismo de efluxo nos pneumococos e publicaram os oligonucleotideos
iniciadores para a pesquisa de genes responsaveis por esse comportamento nos
pneumococos (gene mef). Segundo eles o tamanho do fragmento do gene
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mef(A/E) é de 348pb, enquanto que dos genes erm sao de, aproximadamente,
650pb. Outros trabalhos feitos com o gene erm(B) em pneumococos mostraram
que o tamanho desse gene é de 640pb (Zettler et al., 2005; Rachdi et al., 2007).
De posse dessas informacdes a respeito do tamanho dos fragmentos dos genes
em questao, pbde-se pesquisar a presenca dos genes de forma isolada ou em
conjunto nas cepas de pneumococo, gerando informagdes importantes a respeito
dos percentuais de presenga desses genes nas cepas pneumocécicas. A
verificacdo desses percentuais faz-se necessaria, pois se houver maior percentual
de cepas do pneumococo apresentando o gene mef(A/E) elas ainda podem ser
combatidas com os macrolideos devido a menor resisténcia conferida por esses
genes, enquanto que as cepas com o gene erm(B), normalmente, apresentam

maior nivel de resisténcia para os macrolideos (Zettler et al., 2005).

Tabela 9. Prevaléncia mundial dos genes de resisténcia para a eritromicina.

Pais % mef(A/E) % erm(B) Referéncia

Alemanha 62,5 37,5 Reinert et al., 2004

Argentina 68,0 21,5 Bonofiglio et al., 2005

Brasil 7,5 92,5 Mendonga-Souza et al.,
2004

Estados Unidos 68,7 16,8 Farrel & Jankins, 2004

Holanda 27,15 57,6 Nys et al., 2005

Italia 36,1 64,3 Monaco et al., 2005

Japao 42,5 52,5 Inoue et al., 2002

A descoberta da presenca do gene mef(A/E) é mais recente que a
observacédo do gene erm(B) nas cepas de S. pneumoniae. A partir da publicacao
da presenca do gene mef(A/E) nos pneumococos codificando o mecanismo de
efluxo, foi justificada a presenca do fenétipo M nessas cepas, o qual significa que
a cepa apresenta resisténcia para os grupos 15 e 16 dos macrolideos
(Descheemaeker et ai., 2000). Antes dessa descoberta, sabia-se apenas a origem
do fenétipo MLSg, 0 qual é conferido por genes erm, no caso dos pneumococos
erm(B). Esse fendtipo MLSg é o fenoétipo caracterizado pela resisténcia aos
macrolideos, estreptograminas e lincosamidas (Farrel et al, 2002). A
manifestacdo de um fenétipo MLSg é mais preocupante, pois gera uma resisténcia
maior e a uma quantidade maior de antimicrobianos (Reinert et al., 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de Realizacao do Trabalho

O presente trabalho foi realizado no Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul e no Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Fundacao Federal de
Ciéncias Médicas de Porto Alegre.

3.2. Origem e Identificacao das Cepas

As 64 cepas de S. pneumoniae desse trabalho foram obtidas do
Hospital Santa Casa, do Hospital de Clinicas e Hospital Conceicao, todos situados
em Porto Alegre. Essas cepas tiveram origem de diferentes amostras,
principalmente sangue, liquor e secrecdes do trato respiratério superior e inferior
de pacientes provenientes dos hospitais acima citados durante os anos de 2004 e
2005.

As cepas ficaram armazenadas em Skin-milk, a -20°C e vieram
previamente identificadas dos laboratérios dos hospitais de origem. Porém, a
confirmacgéo da identificagdo das cepas fez-se necessaria. Esse procedimento foi
feito em todas as cepas, seguindo os métodos propostos pelo National Committe
for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS) publicados em 2004. Para o
reisolamento e identificacdo das cepas de S. pneumoniae, as mesmas foram
cultivadas em agar-sangue, a 37°C, em microaerofilia por 24 horas. Os testes de
identificagdo do pneumococo consistiram na verificacdo de estreptococos Gram
positivos de cadeia curta, principalmente diplococos, na sensibilidade a optoquina,

na morfologia colonial e na producéo de a-hemdlise.

3.3. Teste de Suscetibilidade

O método utilizado para a verificacdo da resisténcia das cepas
identificadas como pneumococo foi 0 método de diluicdo em placa de acordo com
o NCCLS, 2004. As cepas foram analisadas para os seguintes antimicrobianos da
marca Sigma Chemical (Steinhal, Alemanha): penicilina, cloranfenicol,
trimetoprima/sulfametoxazol, ceftriaxona, vancomicina, tetraciclina, além da
eritromicina, todos diluidos com agua a partir de uma solu¢cdo-mae. Para cada
antimicrobiano foram feitas diversas placas de agar-sangue (Muller-Hinton a 5%

de sangue de carneiro) com concentracoes crescentes dos mesmos. A
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classificacdo de cada cepa em plenamente resistente, resistente intermediaria e
sensivel foi feita com base no MIC apresentado pela cepa para cada
antimicrobiano. Na Tabela 10 podem ser verificadas as diferentes concentracdes
para cada um dos antimicrobianos pesquisados nesse estudo assim como a
interpretacéo dos MICs.

Tabela 10. Concentragdes dos antimicrobianos pesquisados e interpretacao das
concentragdes inibitérias minimas (MICs).

Antimicrobiano Concentragao (ug/mL)

Penicilina 0,038 0,062 0,12° 0,25° 0,50 1,0° 2,0° 4,0°
Eritromicina 0,122 0,25 0,50° 1° 2°  4° g
Tetraciclina 0,502 12 o2 4° 8° 16°

Ceftriaxona 0,122 0,252 0,52 1P 2¢ 4°
Cloranfenicol 12 22 42 8¢ 16° 32°
Trim/Sulfam* 0,50/9,5 1,0/19° 2,0/38° 4,0/76°

Vancomicina 0,252 0,52 12

*Trimetoprima/Sulfametoxazol; 8MIC de cepas sensiveis; °MIC de cepas com
resisténcia intermediaria; “MIC de cepas plenamente resistentes; Fonte: NCCLS,
2004.

3.4. Pesquisa dos genes erm(B) e mef(A/E) nos S. pneumoniae

Apébs o crescimento em agar-sangue, as cepas foram repicadas para
2mL de caldo BHI por um periodo de 48 horas, seguindo-se a extracdo do DNA
bacteriano e a reacao de polimerase em cadeia (PCR). A extracdo do DNA foi
realizada mediante o protocolo de Sambrook e colaboradores (1989), o qual
emprega lisosima na concentracao final de 1mg/mL e SDS (CF 4%) para a lise
bacteriana, uma solucdo de fenol/cloroférmio para a retirada do DNA da
suspensao e isopropanol para a precipitacdo do material genético.

A PCR das cepas foi realizada com um volume final de 20uL dos
reagentes envolvidos. Esse volume final englobava 1U da enzima Taq polimerase
(marca Invitrogen), 0,2mM de desoxinucleotideos trifosfato (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP), 1uM do oligonucleotideo iniciador direto e reverso do gene erm(B) ou
mef(A/E) (Tabela 11), 1uL de tamp&o 10x da enzima Taq, 1,5mM de solugcao de
MgCl, e agua suficiente para completar o volume de 20uL (Mendonga-Souza et
al., 2004).
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A amplificacdo dos genes foi realizada no termociclador da marca
Eppendorf, modelo Mastercycler personal. Inicialmente foi realizada uma
desnaturacdao do DNA a 93°C por cinco minutos, seguindo-se 35 ciclos de 1
minuto a 93°C de desnaturacédo, 1 minuto a 54°C de anelamento e 1 minuto a
72°C de polimerizagao. Por fim, foi programada uma extensao final por 5 minutos
a 72°C.

Tabela 11. Oligonucleotideos iniciadores e suas respectivas sequéncias de
nucleotideos utilizadas nesse trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia de Nucleotideos Tamanho
Iniciador do
Fragmento

erm(B) direto 5- GAA AAG GTACTC AAC CAAATA-3  640pb
erm(B) reverso 5- AGT AAC GGT ACT TAAATT GTT TAC- 3
mef(A/E) direto  5°- AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGG- 3 350pb
mef(A/E) reverso 5°- TTC TTC TGG TAC TAAAAG TGG -3

Fonte: Sutcliffe et al., 1996.

O resultado da amplificagdo dos genes foi verificado em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultra-violeta.
A captura da imagem foi feita por uma camera digital da marca Kodac (DC 120
Zoom Digital Picture Transfer Application, versdo 1.0.2) e analisada pelo programa
Kodac 1D, versdo 3.5.2, utilizando-se como padrdo de peso molecular um
marcador Ladder de 50pb.

3.5. Multiresisténcia
Nesse trabalho foi considerada como multiresistente a cepa que

apresentou resisténcia a trés ou mais antimicrobianos.

3.6. Controle de Qualidade

Foi utilizada uma cepa padrao de S. pneumoniae ATCC 49619 de
acordo com o NCCLS durante a realizacdo dos MICs e como controle negativo
nas PCRs. Como controle positivo duas cepas de pneumococo, a cepa 2005 com
o gene erm(B) e a 1721 com o gene mef(A/E). Essas cepas foram previamente

pesquisadas e identificadas como portadoras dos referidos genes no
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Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

As cepas que nao apresentaram nenhum dos genes pesquisados
tiveram seu DNA submetido a uma outra PCR nas mesmas condicdes que para 0s
genes de resisténcia. Para verificar a presenca de inibidores da PCR nos extratos
de DNA, utilizou-se um par de oligonucleotideos iniciadores (BS1 e BS2)
especificos do gene de RNA ribossomal 16S procarioto (desenhado por J. F.

Guillou, Franga).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacao

Das 64 cepas identificadas como S. pneumoniae, algumas cepas
apresentaram um comportamento que chamou a atengdo com relagdo a
morfologia colonial. Apds a primeira repicagem, do Skim-milk para o agar sangue,
as colbénias, em geral, apresentaram-se mucoéides e relativamente grandes, o que
€ caracteristico de cepas de pneumococo. Nos casos onde houve a necessidade
de outra repicagem, para a obtencao de maior quantidade de células para novo
armazenamento das cepas, as colénias, em alguns casos, apresentaram um
aspecto diferente. Elas estavam menores e sem a aparéncia mucdide
caracteristica, apresentando um aspecto seco. Esse fato foi ocasionado,
possivelmente, pela perda da capsula durante o processo. Isso pode ocorrer
quando o pneumococo esta fora do hospedeiro. Nao havendo a necessidade de
se proteger do sistema imunolégico, ele ndo precisa da capsula para se defender

e, sem ela, a morfologia colonial altera (Allegrucci & Sauer, 2007).

4.2. Antimicrobianos

Os MICs das 64 cepas pesquisadas do pneumococo estdo presentes
na Tabela 13 e os resultados obtidos foram classificados em plenamente
resistente (R), resisténcia intermediaria (I) ou sensivel (S) de acordo com os
valores de referéncia preconizados pelo NCCLS, 2004.

4.2.1. Penicilina

A penicilina apresentou um percentual de 28% de cepas com
sensibilidade diminuida, sendo 8% com resisténcia plena e 20% com resisténcia
intermediaria.

O percentual de 28% de resisténcia € um valor que esta inferior aos
maiores indices de resisténcia observados pelo mundo, principalmente se
compararmos com valores observados na Franca (50%), Tailandia (70,3%) e
Africa do Sul (74%), por exemplo (Felmingham, 2007; Chiou et al., 1998). Por
outro lado, Porto Alegre apresenta um percentual de resisténcia superior a um
valor que é considerado seguro para o0 combate das infecgdes pneumocdcicas,
como ocorre no Reino Unido (4,3%) e na Alemanha (2,4%) (Mera et al., 2006).
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Comparando os 28% de resisténcia verificados com resultados obtidos
por outros estudos feitos no Brasil, nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul, pode-se dizer que a tendéncia de crescimento se manteve.
Isso porque, o valor obtido esta um pouco mais elevado que os resultados
verificados por Brandileone et al., 2005. Eles verificaram indices crescentes de
resisténcia na década de 1990 e 2000 chegando a aproximadamente 26% em
cepas do ano de 2003. Como as cepas desse trabalho foram oriundas dos anos
de 2004 e 2005, a tendéncia de crescimento permanece, porém, pequena.

indices de resisténcia como esses observados em Porto Alegre, assim
como na Grécia (34,7%) e Espanha (25%) néo dao tranquilidade para o uso do
antimicrobiano no combate ao pneumococo sem a possibilidade de falha do
tratamento, diferente do que ocorre com os indices observados em alguns paises,
como Alemanha e Inglaterra, que sao bastante inferiores (Tabela 1) (Mera et al.,
2006). Em vista disso, o combate ao S. pneumoniae em Porto Alegre com a
penicilina merece cuidados devido a esse indice de 28%, mesmo sendo a maior
parte desse percentual composto por cepas de resisténcia intermediaria, essas
cepas também podem apresentar maior dificuldade em serem combatidas com
doses usuais da penicilina, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(Kristiansen et al., 2007).

4.2.2. Eritromicina

A resisténcia a eritromicina foi verifica em dez das 64 cepas, 0 que
representa 15% de resisténcia plena. Diferentemente do que foi observado com a
penicilina, onde a maioria das cepas resistentes apresentou resisténcia
intermediaria ao PB-lactamico, todas as cepas com susceptibilidade diminuida a
eritromicina apresentaram-se plenamente resistentes ao antimicrobiano. O fato de
existir um percentual zero ou proximo de zero de cepas com resisténcia
intermediarias a eritromicina € bastante comum em ambito mundial. Estudo
publicado por Felmingham e colaboradores (2007), englobando cepas de todo o
mundo, mostraram apenas 0,1% de cepas com resisténcia intermediaria ao
antimicrobiano em questao.

O percentual de resisténcia a eritromicina observado foi pequeno se
comparado a resisténcia apresentada a penicilina, 0 que sugere uma maior
seguranca no combate ao pneumococo com o0 emprego da eritromicina do que
com a penicilina. Comparando os dados obtidos com os valores encontrados em
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outros paises, pode-se dizer que em Porto Alegre a resisténcia a eritromicina é
baixa. Pode-se dizer isso, lembrando que a resisténcia a eritromicina em varios
paises da Asia é superior a 80% (Song et al., 2004). Se compararmos com 0s
valores da resisténcia com paises europeus, o valor encontrado nesse trabalho é
inferior aos menores indices daquele continente, como o Reino Unido (14,6%)
(Felmingham et al., 2007).

O valor obtido de 15% neste trabalho é um pouco maior que os
indices previamente verificados no Brasil. Pode-se dizer que as cepas de Porto
Alegre estdo em um patamar um pouco superior ao observado por Mendonca-
Souza e colaboradores (2004), uma vez que nesse ano foi publicado resisténcia
de 10%, sendo que nem todas as cepas foram totalmente resistentes a
eritromicina. Porém, esse valor ndo esta muito distante dos 10% observados
previamente e ndo chama a atencdo para um crescimento em alto grau da
resisténcia desse microrganismo para a eritromicina, fato esse ja observado em
outros paises, como a Malasia onde foi verificado um aumento de 3,0% para
36,8% na resisténcia a eritromicina em um periodo de apenas dois anos (Song et
al., 2004).

4.2.3. Tetraciclina

Para a tetraciclina, as cepas estudadas apresentaram um nivel de
resisténcia inferior ao esperado. Previamente, foi observado no Brasil, mais
especificamente no estado de Sao Paulo, durante a década de 1990, um valor de
32,0% de cepas resistentes a esse antimicrobiano (Levin et al., 1996). No
presente trabalho, verificou-se 18% das cepas com sensibilidade diminuida a
tetraciclina, sendo a maioria (14%) com resisténcia intermediaria e 4% das cepas
mostraram-se plenamente resistentes ao antimicrobiano em questéao.

Pelo fato de a tetraciclina ser uma alternativa importante a penicilina
quando essa nao pode ser empregada, o relativamente baixo indice de resisténcia
encontrado para a tetraciclina foi satisfatério e esse antimicrobiano permanece
como uma alternativa util no combate ao pneumococo. Também foi satisfatério o
pequeno percentual de cepas com resisténcia plena. Apesar de uma cepa com
resisténcia intermediaria poder apresentar uma maior dificuldade em ser eliminada
nas dosagens usuais do antimicrobiano, ainda assim a bactéria pode ser

combatida com tal antimicrobiano.
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Em ambito mundial, a resisténcia a tetraciclina em Porto Alegre esta
entre os menores valores observados pelo mundo. Como comparacao, podemos
observar que na Franga a resisténcia a esse antimicrobiano chegou a 31% em

2002, entre cepas resistentes e intermediarias (Sarkis et al, 2006).

4.2.4. Cloranfenicol

O cloranfenicol apresentou uma atividade grande sobre o
pneumococo. A sensibilidade foi de 97%, com apenas 3% das cepas plenamente
resistentes. Nenhuma amostra apresentou-se como intermediaria a esse
antimicrobiano. O baixo indice de resisténcia verificado para o cloranfenicol
confirma o baixo indice esperado e é comparavel ao observado no mundo. Esse
indice mantém o cloranfenicol como uma alternativa eficiente no combate ao

pneumococo (Whitney et al., 2000; Magalhdes & Pinto, 2003).

4.2.5. Vancomicina

Como esperado nado foi verificado nenhum grau de resisténcia a
vancomicina. Esse resultado é bastante satisfatorio, pois a vancomicina é
considerada um antimicrobiano de reserva e, de acordo com o resultado obtido,
pode-se dizer que ela ainda pode ser usada como tal em Porto Alegre (Novak et
al., 1999).

4.2.6. Ceftriaxona

A ceftriaxona é uma quinolona de terceira geracao e apresentou uma
acao extremamente eficiente contra o pneumococo nas cepas de Porto Alegre.
Ela foi efetiva contra 63 das 64 cepas estudadas. Apenas uma amostra mostrou-
se resistente a esse antimicrobiano.

A atividade da ceftriaxona foi comparavel a acado do cloranfenicol,
porém seu uso nao apresenta os problemas de toxicidade como o cloranfenicol.
Dessa forma, a ceftriaxona é uma alternativa muito eficiente e Gtil no combate ao
pneumococo em Porto Alegre. Em geral os indices de resisténcia a ceftriaxona
sdo baixos. Pode-se citar a Grécia com 5,4% de cepas resistentes a esse
antimicrobiano como um dos paises europeus com maior indice de resisténcia a
ceftriaxona (Poulakou et al., 2007). O fato de existirem indices baixos a

ceftriaxona pode ser justificado por ele ser um antimicrobiano relativamente novo
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e estar em contato por um periodo de tempo menor que a eritromicina e a

penicilina, por exemplo (Chiu et al., 1998).

4.2.7. Trimetoprima/Sulfametoxazol

Essa associacao de antimicrobianos foi a alternativa de combate ao
pneumococo pesquisada nesse trabalho que apresentou os mais altos indices de
resisténcia. Foi observada que 68% das cepas apresentaram suscetibilidade
diminuida a associacdo. Desse percentual a grande maioria foi de cepas com
resisténcia plena (61% plenamente resistentes e 7% com resisténcia
intermediaria). Tais valores estdo acima da maioria dos indices observados pelo
mundo e inviabilizam o uso dessa associacao contra o S. pneumoniae em Porto
Alegre. Um fato que pode justificar tdo elevado indice para essa associacao é o
alto consumo, pois ela é de facil aquisicao no comércio farmacéutico, possui baixo
custo e comumente confundido como um medicamento antigripal pela populacao
(Magalh&aes & Pinto, 2003; Sahm et al., 2007; Hsueh et al., 1999).

4.3. Multiresisténcia

O comportamento das cepas com relacio ao numero de
antimicrobianos aos quais elas apresentam suscetibilidade diminuida pode ser
observado na Figura 2. Foi verificado que 7 cepas (11%) apresentaram-se como
multiresistentes, sendo que, apenas 12 (19%) apresentaram sensibilidade a todos
os antimicrobianos. Nenhuma delas mostrou-se resistente a todos, sempre
havendo a possibilidade de combate a bactéria com pelo menos dois
antimicrobianos testados. A amostra que mostrou o maior grau de resisténcia foi
uma cepa resistente a cinco antimicrobianos, a cepa 1603. Essa foi a Unica cepa
resistente a ceftriaxona, a qual mostrou-se sensivel a vancomicina e a associag¢ao
sulfametoxazol/trimetoprima. Fato merecedor de destaque, pois a associacdo em
questéo foi a alternativa de tratamento menos efetiva contra o pneumococo. As
cepas que tiveram resisténcia plena a penicilina foram resistentes a pelo menos
mais um antimicrobiano e todas as cepas multiresistentes apresentaram algum

nivel de resisténcia a esse B-lactamico.
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Figura 2. Niumero de antimicrobianos aos quais as cepas
foram resistentes.

Tem-se eritromicina e a tetraciclina como opcdes para se combater o
pNeumococo nos casos em que nao é possivel o uso da penicilina. Essa
afirmacao tem valor de acordo com o nivel de resisténcia dessas cepas para
esses antimicrobianos. Nas cepas resistentes a penicilina, verificou-se que
aproximadamente um terco delas apresentou algum nivel de resisténcia
concomitante aos dois antimicrobianos em questdo. Dessa forma, pode-se dizer
que a eritromicina e a tetraciclina ndo sdo antimicrobianos que possam ser
empregados com tranquilidade como alternativa a penicilina (Tabela 12).

Tém-se sugerido a transmissdo de resisténcia da eritromicina e da
tetraciclina conjuntamente em cepas do pneumococo mediante a transmissao
concomitante dessas resisténcias via transposons (Wu et al., 1999). Esse fato é
relevante em alguns paises, pois a aquisicdo desses transposons afetam
significativamente o0s niveis de resisténcia do pneumococo aos dois
antimicrobianos em questao (Cochetti et al., 2007). Existem alguns transposons
identificados que sao responsaveis por essa dupla resisténcia, a qual pode ser
transmitida entre espécies de estreptococos e entre outros géneros bacterianos.
Como exemplo desses transposons, podemos citar o Th9716, o Tn1545 e o
Tn3872 (Wu et al., 1999). No presente trabalho, trés amostras mostraram-se
resistentes a eritromicina e a tetraciclina ao mesmo tempo. Essas cepas podem
ter adquirido um dos transposons citados anteriormente. Porém, tal fato ndo pode
ser verificado como constante em Porto Alegre, pois a maioria das 19 cepas que
apresentaram susceptibilidade diminuida a eritromicina ou a tetraciclina nao

possuiam essa dupla resisténcia.
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Tabela 12. Padrao de resisténcia das cepas resistentes a
penicilina com relac&o a tetraciclina e a eritromicina.

Cepas Ildentificadas Penicilina Tetraciclina Eritromicina
(ug/mL)  (ug/mL) (ug/mL)

1510 0,25 <0,5 <0,12
1520 2 >16 >8
1527 4 <0,5 <0,12
1530 0,25 2 4
1540 0,25 16 <0,12
1543 2 <0,5 <0,12
1558 0,12 1 >8
1562 0,5 <0,5 <0,12
1574 0,5 8 1
1575 2 <0,5 >8
1588 0,25 <0,5 <0,12
1591 0,12 <0,5 <0,12
1594 0,5 <0,5 <0,12
1603 1 4 4
1609 0,25 4 <0,12
1650 2 1 <0,12
1663 1 <0,5 <0,12
1664 1 <0,5 <0,12

4.4. Genes de Resisténcia a Eritromicina

Como citado anteriormente, as cepas estudadas apresentaram uma
resisténcia de 14%, o que corresponde a dez cepas. Essas e outras dez cepas
sensiveis a eritromicina foram submetidas a realizagédo da PCR para a verificacao
da presenca dos genes erm(B), responsavel pela metilacao do sitio de ligacdo da
eritromicina no ribossomo, e mef(A/E), responsavel pelo mecanismo de efluxo na
bactéria. O resultado da PCR mostrou a presenca do gene erm(B) em sete cepas,
do gene mef(A/E) em trés e apenas uma amostra com resisténcia a eritromicina
nao apresentou nenhum dos dois genes. Dessa forma, pbde-se relacionar a
resisténcia a eritromicina com a presenca dos genes erm(B) e mef(A/E). Pode-se

dizer isso, pois 90% das cepas resistentes apresentaram pelo menos um dos
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genes. Apenas uma cepa resistente ndo apresentou nenhum dos dois genes
pesquisados (cepa 1520), assim como nenhuma das dez cepas sensiveis ao

antimicrobiano.

Tabela 13. Concentragdes inibitérias minimas (ug/mL) das cepas
pesquisadas e suas correspondentes classificacoes.

Cepas Pen' Cef Van Tet Clo T/S Eri
1649 <0,03° <0,12 1 <0,5 <1 >4/76 <0,12
1536, 1537, 1651 | <0,03 <0,12 1 <0,5 2 4/76 <0,12
1646 <0,03 <0,12 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1652 <0,03 <0,12 1 <0,5 2 >4/76 >8
1565, 1615 <0,03 <0,12 1 <0,5 2 1/19,5 <0,12
1561 <0,03 <0,12 1 1 <1 1/19,5 <0,12
1598 <0,03 <0,12 1 1 2 119 <0,12
1653, 1665 <0,03 <0,12 1 4 2 4/76 <0,12
1323, 1519 <0,03 <0,12 0,5 <0,5 2 4/76 <0,12
1525 <0,03 <0,12 0,5 <0,5 2 >4/76 <0,12
1544, 1595 <0,03 <0,12 0,5 <0,5 2 1/19,5 <0,12
1598 <0,03 <0,12 0,5 <0,5 <1 1/19,5 <0,12
1542, 1655 <0,03 <0,12 0,5 1 2 >4/76 <0,12
1602 <0,03 <0,12 0,5 1 2 4/76 <0,12
1613 <0,03 <0,12 0,5 1 2 1/19,5 <0,12
1517, 1518 <0,03 <0,12 0,5 4 2 1/19,5 <0,12
1582 <0,03 <0,12 0,5 4 2 >4/76 <0,12
1657 <0,03 <0,12 0,5 4 2 2/38 <0,12
1528 <0,03 <0,12 <0,25 <0,5 2 4/76 <0,12
1532, 1554, 1590 | <0,03 <0,12 <0,25 <0,5 2 >4/76 <0,12
1592 <0,03 <0,12 <0,25 <0,5 2 <0,5 <0,12
1555 <0,03 <0,12 <0,25 <0,5 2 1/19,5 <0,12
1581 <0,03 <0,12 <0,25 1 2 2/38 <0,12
1600 <0,03 <0,12 <0,25 1 2 >4/76 <0,12
1514 0,06 <0,12 0,5 1 <1 4/76 1
1637 0,06 <0,12 <0,25 1 2 >4/76 <0,12
1534 0,06 <0,12 0,5 <0,5 <1 1/19,5 <0,12

1: Cef: ceftriaxona; Van: vancomicina; Tet: tetraciclina; Clo: cloranfenicol, T/S: trimetoprima e
sulfametoxazol, Eri: eritromicina.Células com fundo sombreado cinza médio: cepas sensiveis. 2:
Células com fundo sombreado cinza escuro: cepas com resisténcia intermediaria; Células sem
sobreamento do fundo: cepas com resisténcia plena.
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Continuacao Tabela 13. Concentragbes inibitérias minimas (ug/mL)
das cepas pesquisadas e suas correspondentes classificacoes.

Cepas Pen' Cef Van Tet Clo T/S Eri
1557 0,06 <0,12 0,5 <0,5 <1 1/19,5 2
1556 0,06 <0,12 0,5 <0,5 2 >4/76 <0,12
1612 0,06 <0,12 0,5 1 2 1/19,5 <0,12
1526 0,06 <0,12 1 <0,5 8 >4/76 <0,12
1553, 1644 0,06 <0,12 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1614 0,06 <0,12 1 <0,5 2 1/19,5 2
1607 0,06 <0,12 1 4 2 1/19,5 <0,12
1535 0,06 0,5 0,5 <0,5 <1 >4/76 0,25
1558 0,12 <0,12 1 1 2 1/19,5 >8
1591 0,12 <0,12 0,5 <0,5 2 4/76 <0,12
1609 0,25 <0,12 1 4 2 >4/76 <0,12
1530 0,25 <0,12 0,5 2 2 4/76 4
1510 0,25 <0,12 <0,25 <0,5 2 4/76 <0,12
1540 0,25 <0,12 <0,25 16 2 >4/76 <0,12
1588 0,25 0,25 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1562, 1594 0,5 0,5 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1574 0,5 0,25 0,5 8 2 >4/76 2
1603 1 4 <0,25 4 8 <0,5 4
1663, 1364 1 0,5 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1520 2 0,5 1 >16 2 >4/76 >8
1543 2 0,5 1 <0,5 2 >4/76 <0,12
1575 2 0,5 0,5 <0,5 <1 >4/76 >8
1650 2 1 1 1 2 >4/76 <0,12
1527 4 0,5 1 <0,5 2 >4/76 <0,12

1: Cef: ceftriaxona; Van: vancomicina; Tet: tetraciclina; Clo: cloranfenicol, T/S:
trimetoprima e sulfametoxazol, Eri: eritromicina.Células com fundo sombreado cinza
médio: cepas sensiveis. 2: Células com fundo sombreado cinza escuro: cepas com
resisténcia intermediaria; Células sem sobreamento do fundo: cepas com resisténcia
plena.

Os extratos de DNA das cepas sensiveis e da cepa 1520 foram
testados com oligonucleotideos iniciadores especificos do gene da subunidade
ribossomal 16S procaridtica para a verificacdo da presenca de inibidores da
reacdo. Houve amplificacdo dos fragmentos esperados, fato que confirmou a
auséncia dos genes erm(B) e mef(A/E) nessas cepas.

Os resultados de algumas PCRs estdo presentes na Figura 3 e os
MICs de todas as amostras resistentes a eritromicina na Tabela 14. Os
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fragmentos obtidos apresentaram o tamanho proximo aos esperados conforme
Rachdi et al., 2007.

M e+ e-m+rm-12 3 4 5 67 8 9 M

750pb
P <+— 640 pb

500pb
<+— 350pb

250pb

100pb

Figura 3. Resultado da PCR com cepas de S. pneumoniae resistentes a
eritromicina utilizando oligonucleotideos especificos para os genes erm(B) e
mef(A/E). Gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo. M: marcador
de 50pb DNA Ladder; e+: controle positivo (cepa 2005) erm(B); e-: controle
negativo (ATCC 49619) erm(B); m+: controle positivo (cepa 1721) mef(A/E);
m-: controle negativo (ATCC 49619) mef(A/E); posicdes 1 e 2: cepa 1558;
posicao 3: cepa 1603; posicao 4: cepa 1652; posicao 5: cepa 1530; posicao 6:
cepa 1520; posicao 7: 1557; posicao 8: cepa 1514; posicao 9: cepa 1614.

Verificou-se a presenca de uma amostra com os dois genes de
resisténcia, a qual apresentou um elevado MIC (>8ug/mL). De acordo com
estudos anteriores, cepas com os dois genes tem maior possibilidade de terem
elevados indices de resisténcia, situacao observada nessa cepa (Toltzis, et al.,
2006). Tal fato nao pode ser estudado mais detalhadamente nesse trabalho, uma
vez que apenas uma amostra apresentou duplicidade dos genes. Porém é
possivel afirmar que a duplicidade génica ndo é fato comum e que nao existe
predominancia desse padrdao nas cepas estudadas. A presenca dos dois genes
concomitantemente em uma amostra é inferior a de um gene isoladamente, mas,
nos ultimos anos, esta aumentando o percentual dessa concomitancia. Ja existem
paises que tém esse padrao como principal em seus estudos, como a Coréia do
Sul, onde 40,8% dos pneumococos resistentes a eritromicina apresentam o gene
erm(B) e o mef(A), e a Africa do sul que tem 46,4% dos pneumococos nessa
situacao (Song et al., 2004) Outras trés cepas apresentaram MICs >8mg/ml e as
trés cepas continham o gene erm(B). Um fato que pode justificar esse elevado
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grau de resisténcia nessas cepas é a possibilidade de uma dupla metilacado no
sitio de ligagdo da eritromicina no ribossomo, mais precisamente no residuo de
adenina chamado A2058. Essa dupla metilacdo apresenta um maior impedimento
a ligacdo da molécula do antimicrobiano em questdo e, consequentemente,
aumentando o MIC da bactéria (Weilsblum, 1995).

Tabela 14. Concentracao inibitéria minima (MIC) das amostras
resistentes a eritromicina.

ldentificacdo da Cepa Gene Presente MIC (ug/mL)
1603 erm(B) 4
1652 erm(B) >8
1530 erm(B)

1614 erm(B)

1574 erm(B)

1575 erm(B) >8
1558 erm(B)/mef(A/E) >8
1557 mef(A/E) 2
1514 mef(A/E) 1
1520 NA' >8

'Nao apresentou gene de resisténcia.

A cepa 1520, sem os genes de resisténcia pesquisados, mas com
elevado grau de resisténcia a eritromicina, possui outros mecanismos de
resisténcia diferentes dos codificados pelos genes erm(B) e mef(A/E). Um possivel
mecanismo nessa bactéria € a presenca de mutagcdo em regides altamente
conservadas nas proteinas ribossomais L4 e L22 (Wierzbowski, et al., 2007). Essa
mutacao pode ser variavel, ou seja, pode ocorrer em local e em quantidade de
amoninoacidos diferentes. De acordo com essas caracteristicas mutagénicas, a
bactéria adquire um padrao de resisténcia diferente. Por exemplo, uma mutacao
na proteina L4 nos trés aminodcidos g TPS71 para GTG conferiu resisténcia a
eritromicina e a estreptograminas, mas nao para as lincosaminas (Wierzbowski et
al., 2007; Tait-Kamradt et al., 2000). Outra justificativa pode ser alteracbes nos
genes que codificam a subunidade 23S ribossomal, resultando em uma ou mais
alteracées em um dos quatro aminoacidos presentes no dominio V da subunidade
23S ribossomal. Exemplo dessa mutacao € a troca da adenina na posicao 2059
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do dominio V por um residuo de guanina. Essa alteracao conferiu resisténcia as
trés classes de antimicrobianos citados. Assim como ocorre com as mutagdes nas
proteinas L4 e L22, as mutacdes nesse gene ribossomal podem afetar o nimero
de aminoacidos e por quais eles sdo substituidos, fazendo com que o padréo de
resisténcia da bactéria também varie (Tait-Kamradt et al., 2000). Essas duas
modificacées tém sido verificadas com alguma constancia em alguns paises da
Europa e nos Estados Unidos, sendo a mutagédo na subunidade 23S ribossomal a
mais comum das trés alteracoes e mutacdes na proteina L4 mais comuns que na
L22 (Wierzbowski et al., 2007). Outra justificativa seria a presenga de um outro
gene de resisténcia para a eritromicina presente na cepa, como o gene erm(A)
suclasse ermTR. Porém, esse gene nao apresenta disseminagao global, sendo
encontrado apenas na Austrélia e, recentemente, na Grécia nas cepas do S.
pneumoniae (Farrel et al., 2002).

Foi observado que as cepas com a presenca do gene erm(B)
apresentaram MICs maiores que as cepas com o0 gene mef(A/E) (Tabela 16).
Dessa forma, os resultados obtidos aqui vao ao encontro do que esta na literatura
no que diz respeito a maior resisténcia conferida contra os macrolideos pelo gene
erm(B) em comparacdo com as que apresentam o gene mef(A/E)
(Descheemaeker et al., 2000; Nys et al., 2005). Tal observacdo pode ser feita
apenas se considerarmos o resultado dos MICs. Ja, se levassemos em
consideracao apenas o resultado qualitativo, ou seja, a classificagdao das cepas
como plenamente resistentes, resistentes intermediarias ou sensiveis, essa
conclusdo nao poderia ser feita, pois todas as cepas estudadas sdo plenamente

resistentes a eritromicina, independentemente dos seus MICs.



45

5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou o comportamento do S. pneumoniae
perante alguns antimicrobianos comumente usados no seu controle. Péde ser
observado que o pneumococo apresenta crescentes indices de resisténcia em
comparacao com trabalhos realizados previamente, principalmente a penicilina e a
eritromicina.

O elevado valor da resisténcia observado para a penicilina,
considerado o antibidtico padrao para as infeccoes causadas pelo pneumococo,
faz com que o emprego desse B-lactamico no combate a bactéria seja feito com
mais cautela. Ja o uso da eritromicina é mais seguro, pois ela apresenta uma
resisténcia significativamente menor que a penicilina. Porém, o emprego do
macrolideo como alternativa a penicilina nao é recomendado porque uma grande
parte das cepas resistentes ao B-lactamico também apresentou resisténcia ao
macrolideo. Em casos como esse, verificou-se que uma alternativa € o emprego
da ceftriaxona, uma vez que ela apresentou um indice de resisténcia baixo nas
cepas pesquisadas.

A eritromicina, devido ao seu percentual de resisténcia, € uma boa
alternativa no tratamento empirico do portador de infeccdo pneumocécica. Porém,
cabe salientar que o tratamento empirico ndo é recomendavel, pelo fato de ser
uma acao sem a garantia da eficacia do tratamento. Isso ocorre uma vez que nao
se tem certeza de que a bactéria € ou ndo sensivel ao antimicrobiano empregado.
Outra justificativa para o ndo uso do tratamento empirico é que esse ato favorece
a disseminacao de cepas resistentes, ndo sé do pneumococo, mas também de
outras espécies bacterianas. Por esses motivos € importante a realizacdo de
antibiograma para que se possa empregar 0 antimicrobiano mais apropriado para
o0 combate da infecgcdo, diminuindo assim consideravelmente o risco na falha do
tratamento e 0 aumento nos indices de resisténcia.

O emprego da associacao trimetoprima/sulfametoxazol, de acordo
com os dados obtidos nesse trabalho, foi muito pouco eficiente contra o
pneumococo, pois foi observado que 61% das cepas mostraram-se plenamente
resistentes. Diferentemente do que foi verificado com o cloranfenicol e a
ceftriaxona, os quais tém sua utilizacdo no combate ao pneumococo plenamente

justificada se levarmos em consideragdo o0s baixos percentuais de resisténcia
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verificados. Por fim, a vancomicina permanece um medicamento de reserva, pois
nenhuma amostra apresentou algum nivel de resisténcia.

Nas cepas resistentes a eritromicina, observou-se a presenca
predominante do gene erm(B). Esse fato vai ao encontro do que é verificado na
maioria dos paises europeus e difere do que é visto nos paises da América do
Norte. Confirmaram-se os dados da literatura com relacédo ao nivel de resisténcia
das cepas com o gene erm(B) e mef(A/E), ou seja, as cepas com o gene erm(B)
apresentaram maiores MICs do que as cepas contendo mef(A/E).

O presente trabalho gerou dados com relagdo ao comportamento do
S. pneumoniae mediante a presencga de antimicrobianos usados no seu combate e
a presenca dos genes de resisténcia a eritromicina em cepas obtidas durante os
anos de 2004 e 2005. Cabe salientar que esses resultados nao sao fixos e eles
variam anualmente. Em vista disso, o controle deve ser continuo tanto para a
verificacdo dos indices de resisténcia como para a verificacdo dos determinantes

de resisténcia do pneumococo, no caso, aos genes de resisténcia a eritromicina.
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