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RESUMO

CARACTERIZACAO FENOTiPIQA E MOLECULAR DA RESISTENCIA A
CLINDAMICINA EM ISOLADOS CLINICOS DE Staphylococcus aureus DE UM
HOSPITAL TERCIARIO

AUTORA: Angelita Bottega
ORIENTADORA: Dr2 Rosmari Horner

Os Staphylococcus aureus demonstraram ao longo do tempo, capacidade de desenvolver
resisténcia a maioria dos antimicrobianos. O mecanismo de resisténcia aos macrolideos em
S. aureus atinge também as lincosamidas e as estreptograminas B, caracterizando a
denominada resisténcia MLSg, cuja expressao pode ser constitutiva (cMLSg) ou induzivel
(IMLSg) e é codificada principalmente pela presenca dos genes erm (ermA, ermB e ermC) e
msrA. A resisténcia cMLSg é facilmente detectada pelos testes de susceptibilidade utilizados
na rotina laboratorial, mas a identificacdo da resisténcia iIMLSg s6 € possivel, mediante a
utilizacdo de um agente indutor. Dessa forma, a terapia com clindamicina nos casos de
infeccao por isolados com resisténcia iMLSg pode falhar. Assim, 0 presente estudo objetivou
caracterizar o perfil fenotipico (cMLSg e iMLSg)e molecular (presenga dos genes ermA,
ermB, ermC e msrA) de 140 isolados clinicos de S. aureus sensiveis (MSSA) e resistentes a
meticilina (MRSA), provenientes de pacientes admitidos no Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) no periodo compreendido entre abril a dezembro de 2011. Como critérios de
inclusdo foram considerados todos os isolados identificados como S. aureus através de
metodologias fenotipicas manuais (coloragdo de Gram, prova da catalase, coagulase, etc.) e
automatizada (MicroScan® - Siemens), sendo excluidas do estudo amostras repetidas do
mesmo paciente. O fenétipo MLSg foi detectado através do teste de indugdo por disco
aproximacao (D-teste), sendo que das 140 cepas, 25 apresentaram fen6tipo cMLSg e 11 o
fenétipo IMLSg. Dos isolados constitutivos, 20 eram MRSA e 5 MSSA, enquanto nos
isolados induziveis, 8 (5,8%) eram MSSA e 3 (2,1%) MRSA. A partir desses resultados, foi
realizada a caracterizacdo molecular através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) de todos os isolados que expressaram no teste fenotipico a resisténcia
MLSg. Entre estes, os genes ermA e ermC foram os prevalentes, sendo identificados em 11
e 15 dos isolados respectivamente. O gene ermB amplificou em 4 das 36 cepas, enquanto o
msrA em 13, sendo que destas, 8 apresentavam associagdo com 0S genes erm
pesquisados. Apesar do fenétipo iIMLSg ter sido menos frequente que o cMLSg, a realizacédo
do D-teste é importante para deteccdo destes fenétipos, pois pode orientar condutas
terapéuticas, contribuindo para melhora na saude do paciente, reduzindo o tempo de
internagdo e consequentemente, o 6nus para o sistema de saude. Além disso, o teste é de
baixo custo e facil de ser executado, quando comparado a técnica da PCR, que apesar da
alta sensibilidade e especificidade, ndo é empregada na rotina de todos os laboratérios
clinicos, devido aos elevados custos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina (MSSA). Clindamicina. Resisténcia Bacteriana.



ABSTRACT

CARACTERIZACAO FENOTiPIQA E MOLECULAR DA RESISTENCIA A
CLINDAMICINA EM ISOLADOS CLINICOS DE Staphylococcus aureus DE UM
HOSPITAL TERCIARIO

AUTHOR: Angelita Bottega
ADVISER: Dr2. Rosmari H6rner

Staphylococcus aureus demonstrated over the time, the ability to develop resistance to the
most antimicrobials. The mechanism of resistance to macrolides in S. aureus also reaches
lincosamides and streptogramins B, featuring the designate MLSg resistance, whose
expression can be constitutive (cMLSg) or inducible (iMLSg) and it is encoded mainly by the
presence of erm genes (ermA, ermB and ermC) and msrA. The cMLS; resistance is easily
detected by susceptibility testing used in routine laboratory, but iMLSg resistance
identification is only possible by using an inducing agent. Thus, clindamycin therapy in cases
of infection by isolated with iMLSg resistance can fail. Thus, this study aimed to characterize
the phenotypic profile (cMLSg e iMLSg) and molecular (presence of ermA, ermB, ermC and
mrsA genes) of 140 clinical isolates of methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) and methicillin-
resistant (MRSA), from patients admitted at University Hospital of Santa Maria (HUSM) in the
period from April to December 2011.The inclusion criteria were all isolates identified as S.
aureus by manual phenotypic methods (Gram stain, catalase test, coagulase, etc.) and
automated (MicroScan® - Siemens), and excluded of the study repeated samples from the
same patient. The MLSg phenotype was detected by approaching disk induction test (D-test),
and from 140 strains, 25 had cMLSg phenotype and 11 the iMLSg phenotype. Of constitutive
isolates, 20 were MRSA and 5 MSSA, while the inducible isolates 8 (5.8%) were MSSA and
3 (2.1%) MRSA. From these results, we performed the molecular characterization by
Reaction technique Polymerase Chain (PCR) of all isolates that expressed the MLSg
resistance in phenotypic test. Among these, ermA and ermC genes were prevalent, identified
at 11 and 15 of the isolates, respectively. The gene ermB amplified in 4of 36 strains, while
msrA in 13, and of these, 8 had an association with the erm genes surveyed. Despite the
IMLSg phenotype have been less frequent than cMLSg, the realization of the D-test is
important to detect these phenotypes, it may guide therapeutic procedures, helping to
improve in the health of the patient, reducing the length of hospitalization and thus the
burden on the health system. Moreover, the test is inexpensive and easy to run compared to
the PCR technique, which despite its high sensitivity and specificity is not used in routine of
all clinical laboratories due to high costs.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus (MSSA). Clindamycin. Bacterial Resistance.
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus (S. aureus) € responsavel por uma variedade de
doencas que vao desde infeccBes de pele e tecidos moles a quadros infecciosos
invasivos e potencialmente fatais, como bacteremia, endocardite, pneumonia e
sepse (DONG et al., 2013). Sua importancia clinica vem crescendo, particularmente,
devido a emergéncia de infeccdes graves causadas por S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (BRAGA et al., 2014; SKQV et al., 2012), os quais figuram entre
as bactérias mais envolvidas em infec¢Bes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) (CORREAL et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012).

Mudancas nos padrbes de sensibilidade aos [-lactamicos levaram ao
interesse no uso de antibidticos alternativos, destacando-se os macrolideos, as
lincosamidas e as estreptograminas B (MLSg) (UZUN et al., 2014; VIVEK et al.,
2011). Dentre esses antimicrobianos, a clindamicina, uma lincosamida, representa
uma escolha frequente no tratamento de infec¢des por S. aureus, devido as suas
excelentes propriedades farmacocinéticas, como a 6tima penetracdo nos tecidos e
acumulacdo em abscessos (MIMICA, 2012; MOCKTA et al., 2015). Além disso, o
farmaco pode ser administrado por via oral, pois é bem tolerado e representa uma
alternativa em casos de intolerancia a penicilina ou a meticilina (ABBAS et al., 2015;
CASTELLANO et al.,, 2015). No entanto, o uso indiscriminado dos MLSg vem
aumentando o numero de isolados de Staphylococcus spp. resistentes a esses
farmacos (BAIU; AL-ABDELLI, 2016).

Embora os MLSg néo se relacionem estruturalmente, possuem similar modo
de acdo. Estes farmacos agem através da ligacdo ao receptor 23S do RNA que
compde a subunidade ribossomal 50S da bactéria e interferem na elongacdo da
cadeia peptidica durante a translocacao, bloqueando a biossintese das proteinas
bacterianas de organismos sensiveis (DURMAZ et al., 2014; MOTAMEDIFAR et al.,
2014).

O fendtipo de resisténcia aos MLSg pode ser constitutivo (cMLSg) ou induzivel
(IMLSg). No fendétipo constitutivo, os genes erm (erytromycin robossomal methylase)
estdo expressos e a RNA metilase é produzida na auséncia de um agente indutor.
Os microrganismos com este fendétipo, podem mostrar resisténcia in vitro frente a
eritromicina, clindamicina e demais farmacos MLSg, sendo facilmente detectadas no

antibiograma. Entretanto, no fendétipo de resisténcia induzivel, a bactéria produz
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RNAm inativo, que é incapaz de codificar metilases. Este RNAm torna-se ativo,
apenas na presenca de um agente indutor como um macrolideo, pois este leva a
rearranjos do RNAm, permitindo que os ribossomas traduzam a sequéncia
codificadora de metilases, expressando assim, o verdadeiro mecanismo de
resisténcia apresentado pelo microrganismo (ALEKSANDRA et al., 2014,
CHAUDHARY et al., 2015; JUYAL et al., 2013).

De acordo com Coutinho e colaboradores (2010), os testes de sensibilidade
aos antimicrobianos baseados em métodos de diluichio em caldo ou agar, bem
como, método de difusdo dos discos de eritromicina/azitromicina (ndo adjacentes a
clindamicina) ndo reconhecem o fenétipo iIMLSg. A expresséo in vivo da resisténcia
induzivel a clindamicina pode diminuir a eficacia deste antimicrobiano, aumentando
as chances de ocorrerem falhas terapéuticas (LYALL et al., 2013). Por esse motivo,
o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), recomenda a realizacdo do
teste de disco aproximacao (D-teste), um método fenotipico para triagem deste tipo
de resisténcia (CLSI, 2014).

A deteccdo genotipica através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
gue permite investigar a presenca do gene erm, responsavel por inibir a producéo de
proteinas pela bactéria, € uma técnica bastante aplicada em laboratérios de
pesquisa, devido a sua alta sensibilidade e especificidade na identificacdo da
ocorréncia dos fendtipos constitutivo e induzivel (COUTINHO et al.,, 2010;
MOOSAVIAN et al., 2014).

Assim, torna-se importante caracterizar o perfil fenotipico (ocorréncia dos
fendtipos cMLSg e IMLSg) e molecular (ocorréncia dos genes erm e msrA) da
resisténcia MLSg, dos isolados clinicos de S. aureus sensiveis e resistentes a
meticilina. Essa investigagdo permitird obter dados locais a respeito do perfil de

resisténcia, podendo direcionar condutas terapéuticas mais adequadas.

1.1 RESISTENCIA BACTERIANA: DESAFIO A SAUDE PUBLICA

A descoberta dos antibidticos na terapéutica clinica permitiu a cura de
doencas, que no passado apresentavam altos indices de mortalidade (GOOL;
FARIA, 2014). Entretanto, o uso indiscriminado e irracional destes farmacos,
contribuiu para o surgimento da resisténcia bacteriana que representa um Sseério

problema de saude publica mundial, j& que as opc¢Oes terapéuticas para tratar
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doencas infecciosas tém se tornado cada vez mais restritas (FRANCO et al., 2015;
PERUGINI et al., 2015; VIANA et al., 2011).

A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fendmeno que ocorre
como resposta da bactéria ao uso abusivo de antimicrobianos no meio ambiente que
se tornou um problema de grandes propor¢fes, devido aos elevados indices de
morbidade e mortalidade associados. Antes do século XXI, este fendbmeno ocorria
predominantemente em ambientes hospitalares, mas atualmente, as infeccdes por
bactérias resistentes ocorrem em diversos ambientes podendo atingir, inclusive,
individuos higidos (BAIU; AL-ABDELLI, 2016; GOOL; FARIA, 2014; PAIM;
LORENZINI, 2014).

De acordo com Guimardes e colaboradores (2010), o conhecimento dos
mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia bacteriana é de
grande importancia para compreender a forma como a bactéria desenvolve
resisténcia. Apesar desses mecanismos serem distintos de microrganismo para
microrganismo, a resisténcia esta relacionada a alguns fatores basicos como a
mutacdo genética (alteracéo do sitio de ligacdo do farmaco); aquisicdo de genes de
resisténcia (mediada por plasmideos e transposons) e bombas de efluxo que
expelem o farmaco da célula bacteriana (FRANCO et al., 2015).

A diminuicdo da eficacia de medicamentos para o tratamento de algumas
patologias tem prolongado o tempo de internacdo do paciente e elevado 0s custos
do tratamento para o sistema de saude. Além disso, as pesquisas com novos
compostos ainda n&o evoluiram de acordo com a demanda, sendo necessarias
medidas alternativas para o controle das doencas infecciosas (CARVALHO;
FONTES, 2014; GRILLO et al., 2014).

Para Pereira e colaboradores (2014), medidas preventivas devem ser
instituidas principalmente em hospitais e devem ser implantadas através de um
programa de racionalizacédo, tendo como objetivos evitar a selecdo de bactérias
resistentes, reduzir os riscos de reacdes adversas e tornar menores 0s custos com a
assisténcia a saude. Além disso, Silveira et al. (2014), relatam que é importante
orientar e treinar profissionais da saude, para que possam prescrever
antimicrobianos adequados para cada quadro de infeccdo e possam fornecer aos
pacientes explica¢fes claras e precisas quanto ao uso do farmaco prescrito.

A racionalidade do uso de antimicrobianos €é importante. Esses

medicamentos  geralmente  sdo  utilizados com  objetivos  profilaticos
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(antibioticoprofilaxia, quando se deseja prevenir a instalagdo de uma infec¢cao por
um agente conhecido ou fortemente suspeito, em um individuo em risco de vir a
adquiri-la) e com propoésitos curativos (antibioticoterapia, quando ja existe uma
doenca causada por um microrganismo sensivel ao antibiético). A decisdo de usar
antibioticoterapia profilatica, no entanto, deve ser baseada no peso da evidéncia de
possivel beneficio em relagcdo a possiveis eventos adversos, pois a prescricao
errbnea pode contribuir para 0 aumento no niumero de microrganismos resistentes
(MOTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2014).

Tendo em vista o grande namero de antimicrobianos disponiveis e seus
diferentes mecanismos de acdo, assim como o0s diversos meios de resisténcia
apresentados pelos microrganismos e a complexidade de determinados tipos de
infeccdo,no Brasil, a fim de atenuar esta problematica, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou em 2010 a Resolugdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 44/2010 que dispbe sobre o controle de medicamentos antimicrobianos.
Em maio de 2011 esta resolucao foi revogada e substituida pela RDC 20/2011 que
trouxe algumas atualizacdes em relacéo a anterior. Esta (RDC/2011) determina que,
os antibiéticos vendidos nas farmacias e drogarias ou distribuidos em unidades de
saude do pais sO6 poderdo ser entregues ao usuario mediante receita de controle
especial (ANVISA, 2010; ANVISA, 2011; CARVALHO; FONTES, 2014).

Estas medidas buscam favorecer, principalmente, a prevencdo do
surgimento de microrganismos multirresistentes, reduzir os gastos com as

internacdes e otimizar o tratamento dos pacientes (SALES; SILVA, 2012).

1.2 O Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus é constituido por aproximadamente 40 espécies
destacando-se entre estas o S. aureus, devido a sua importancia clinica. Este
microorganismo é um coco Gram-positivo, catalase e coagulase positivo, presente
na microbiota transitoria da pele e de outros sitios anatébmicos dos seres humanos,
sendo o vestibulo nasal o seu principal reservatorio (BROOKS et al., 2012, p. 185;
OLIVEIRA et al., 2015).

Este microrganismo foi descrito pela primeira vez em 1880 por Alexander
Ogston e 136 anos depois, ainda é um dos patdgenos que mais afeta a populacéo,

sendo considerada a causa mais comum de infeccbes de origem hospitalar e
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comunitéria, demonstrando ampla capacidade de disseminacdo (MOHAMMADI,
2014).

A quebra da barreira cutanea ou a diminuicdo da imunidade representam a
principal causa de mudanca de comportamento deste microrganismo, que passa a
ser o agente etiolégico de diversas infeccbes (DONG et al., 2013). Estas variam
desde cutaneas simples que incluem espinhas, furinculos e celulites, a infec¢des
sistémicas graves com elevada morbidade e mortalidade associadas, tais como
meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e sepse (PERES et al., 2014).

Esta espécie encontra-se amplamente distribuida no ambiente, tendo a
capacidade de formar biofilmes sobre superficies inanimadas e de resistir a
ambientes indspitos, como o calor e o frio intenso, permanecendo viavel por longos
periodos (MIRANI et al.,, 2013; SALES; SILVA, 2012). Seu potencial patogénico
reside na combinacdo de alguns fatores como a viruléncia mediada por enzimas e
toxinas; carater invasivo (facil multiplicacdo e disseminacao nos tecidos); evasédo do
sistema imunolégico e rapidez no desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos (CORREAL et al., 2013; DONG et al., 2013).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA EM S. aureus

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade do S. aureus esta
relacionada com a expressdo de diversos fatores de viruléncia. Estes fatores
permitem a fixacdo, colonizacdo, interacdo célula a célula e evasdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2014).

Sado descritos como componentes estruturais: a capsula de polissacarideo
gue inibe a fagocitose dos organismos pelos leucdcitos polimorfonucleares (PMN); o
peptidoglicano que torna a parede celular da bactéria mais rigida e com atividade
guimiostética e a proteina A inibidora de anticorpos e de fatores do complemento
(CASTANON-SANCHEZ, 2012). O S. aureus possui ainda enzimas coagulase,
catalase, lipases, nucleases e penicilinases. Todos estes fatores garantem o
sucesso na instalacdo, desenvolvimento e manutencdo do microrganismo no tecido
hospedeiro (BROOKS et al., 2012, p. 187).

A transmissdo da infeccdo por S. aureus pode ocorrer através do contato
direto ou indireto, sendo relatada principalmente no ambiente hospitalar, devido as

facilidades de colonizacdo e disseminacdo do microrganismo por meio de
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equipamentos como cateteres, sondas e respiradores mecanicos, pelas méaos dos
profissionais da &rea da saldde que ao prestar assisténcia a pacientes portadores
persistentes podem transmitir 0 microrganismo a outros pacientes e pela facilidade
de contagio de individuos imunologicamente debilitados (RIZECK et al., 2011).

Além dessas formas de contagio, Carvalho e Fontes (2014) e Prado et al.
(2015), relatam que este microrganismo também estd associado a quadros de
intoxicacdo alimentar, por serem normalmente transmitidos aos alimentos
armazenados e manipulados de forma inadequada, por colonizadores. A intoxicagao
ocorre através da producdo de enterotoxinas que sdo liberadas durante sua
multiplicagéo, sendo estes quadros, relatados com maior frequéncia nos alimentos

de origem animal.

1.4 S. aureus RESISTENTE A METICILINA (MRSA)

Eventos significativos na evolugdo dos S. aureus ocorreram nos ultimos 70
anos, como o desenvolvimento de resisténcia as penicilinas e a meticilina, que
representa um grave problema de saude publica em muitos hospitais ao redor do
mundo, além da emergéncia de cepas MRSA comunitarias (BOUCHER; COREY,
2008; CARVALHO; FONTES, 2014).

No inicio dos anos 1960, com o objetivo de solucionar a resisténcia dos
Staphylococcus spp. a penicilina, foram desenvolvidas as penicilinas -lactamases
estaveis, resistentes a hidrolise das enzimas estafilococicas representadas, pela
meticilina e oxacilina (GUIMARAES et al., 2010). Porém, um ano depois da
implantacdo desses farmacos no mercado comecaram a surgir relatos de cepas de
S. aureus resistentes a estes antimicrobianos, denominadas respectivamente
MRSA/ORSA, que se disseminaram rapidamente em varios paises no mundo
(ESCOBAR et al., 2012; MIMICA, 2012).

A resisténcia a oxacilina se deve basicamente a mecanismos como o0 BORSA
e MOD-AS e a presenca do gene mecA, que codifica a producdo de proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs) adicionais e alteradas, denominadas PBP2a ou
PBP2’. Elas possuem baixa afinidade por antibiéticos B-lactamicos e conseguem
manter a sintese da parede celular bacteriana mesmo na presenca de altas doses
desses antimicrobianos (CALDERA et al., 2015; CATAO et al., 2013).
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O gene mecA é carreado em um elemento genético moével denominado
cassete cromossomico estafilococico mec (Staphylococcal Cassette Chromosome -
SCCmec), e pode também conter estruturas como transposons que conferem
resisténcia a antimicrobianos nao [B-lactamicos como os farmacos MLSg. Até o
momento, sdo conhecidos 11 tipos de SCCmec (tipo I-XI) em MRSA (CORREAL
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

As cepas de MRSA, basicamente eram responsaveis por causar infeccées em
pacientes com comprometimento imunolégico e em ambiente hospitalar, sendo
conhecidas como MRSA de origem hospitalar (HA-MRSA), que estdo fortemente
associadas aos SCCmec tipos I, Il e Il que Ihes confere, geralmente,
multirresisténcia a antimicrobianos. No entanto, a transmissdo na comunidade entre
individuos sem fatores de risco prévio tem sido reportada nos ultimos anos e se
deve a mudancas epidemioldgicas, fenotipicas e genotipicas em MRSA. O primeiro
caso relatado foi descrito na Australia, em 1990, e algum tempo depois estas
infeccBes comecaram a se disseminar pelos Estados Unidos (EUA), Europa, Asia e
América do Sul (NAZARETH et al., 2011; ROCA, 2013).

Essas cepas ficaram conhecidas como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina adquirido na comunidade (CA-MRSA), e apresentam caracteristicas
fenotipicas e genéticas distintas, quando comparadas as cepas tipicas isoladas nos
hospitais. Os CA-MRSA, carreiam os SCCmec tipos IV ou V, que sao elementos
genéticos menores que os de origem hospitalar e, na grande maioria, conferem
resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos e aos macrolideos-azalideos
(eritromicina, claritromicina, azitromicina). Além disso, uma importante caracteristica
observada nos isolados de origem comunitéria é a presenca de genes que codificam
a leucocidina de Panton-Valentine (PVL), uma citotoxina capaz de causar necrose
tecidual e destruicdo de leucdcitos, através da formacdo de poros na membrana
celular do hospedeiro (AGUDO et al., 2011; NAZARETH et al., 2011; ROCA, 2013;
TAMARIZ et al., 2010).

Os CA-MRSA sao identificados na comunidade ou em até 48 horas apés a
admissao hospitalar, em individuos sem historico prévio de assisténcia a saude, tais
como internacdo em unidade de tratamento intensivo, prolongada hospitalizacao,
doenca de base grave, procedimentos invasivos e exposi¢cao prolongada ou repetida
aos antimicrobianos no ultimo ano (OLIVEIRA et al., 2014).
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A populagdo afetada, as infecgdes mais frequentes, o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, os tipos de Cassete Cromossomico Estafilococico (SCCmec) e a
presenca ou ndo da leucocidina de Panton-Valentine (PVL), podem ser utilizados
como marcadores para fazer a distincdo entre as duas estirpes (ESCOBAR et al.,
2012; NAZARETH et al., 2011; OLIVEIRA; PAULA, 2012).

No relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), divulgado em 2014, ha
um alerta de que a resisténcia antimicrobiana esta ameacando a prevencdo e o
tratamento eficaz de um numero cada vez maior de infeccbes causadas por
bactérias, parasitas, virus e fungos. Segundo dados deste relatério, em alguns
ambientes, até 90% das infec¢Bes por S. aureus sao resistentes a meticilina, o que
significa que o tratamento com antimicrobianos convencionais nao estdo mais
funcionando adequadamente (WHO, 2014).

Em 2014 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atraveés da
Rede de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servigos da Saude (Rede
RM), investigou 18.233 casos de infeccdo primaria da corrente sanguinea (IPCS) em
908 UTIs do Sistema Unico de Salde (SUS) e observou que do total de casos
estudados, o0s Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) mostraram-se
prevalentes, entretanto, entre os coagulase positivo, o S. aureus foi a espécie
bacteriana mais frequente, estando presente em 14,5% dos pacientes.

No estudo epidemiolégico realizado em um hospital de Ohio nos Estados
Unidos da América (EUA) que analisou a prevaléncia do S. aureus em infeccbes
diversas de 400 pacientes hospitalizados, foi confirmada a alta prevaléncia deste
agente, que se fez presente em 25% dos casos investigados (KAPOOR et al., 2014).
J4 no estudo retrospectivo, desenvolvido por Bonnal e colaboradores (2015) na
Franca, foi relatado que o S. aureus € o principal causador de bacteremias
associadas aos cuidados de saude, sendo detectado em 18% dos casos analisados.
Stefani e Colaboradores (2012) relatam que a prevaléncia de infeccbes hospitalares
por HA-MRSA nos paises da América do Sul é superior a 50%, conforme ilustrado

na Figura 1.
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Figura 1 — Prevaléncia de HA-MRSA no mundo
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Fonte: Adaptado de Stefani et al. (2012).

Estes dados reforcam a importancia clinica e epidemioldgica do S. aureus,
que merece posicao de destaque entre 0os microrganismos de importancia médica,

pois representa um verdadeiro desafio a salde publica mundial.

1.5 RESISTENCIA DO S. aureus AO GRUPO DE MACROLIDEOS, LICONSAMIDAS
E ESTREPTOGRAMINAS B (MLSg)

Os antimicrobianos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas tipo B
(MLSg) sao opcdes terapéuticas utilizadas no tratamento de infeccbes
estafilocdcicas, principalmente nas que afetam a pele e tecidos moles, além de ser
uma alternativa para tratar individuos com hipersensibilidade as penicilinas. Estes
farmacos exercem efeitos inibidores semelhantes sobre a sintese de proteina
bacteriana, mas sédo quimicamente distintos (JUYAL et al., 2013).

Os macrolideos sédo farmacos caracterizados pela presenca de um anel
macrociclico de lactona, com funcédo de inibir a sintese proteica dependente de RNA,
através da ligacdo em receptores localizados na porcdo 50S do ribossoma
bacteriano, impedindo que ocorram as reacgdes de transpeptidagao e translocagao
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de microrganismos sensiveis. Dentre os antimicrobianos dessa classe, destacam-se
a eritromicina, que foi introduzida em 1952 como o primeiro antimicrobiano
macrolideo e a azitromicina. Infelizmente, dentro de um ano, apds a descoberta da
eritromicina estafilococos resistentes a este antimicrobiano foram descritos nos
Estados Unidos, Europa e Japao (ROBERTS et al., 1999; SILVA FILHO et al., 2015).

As lincosamidas tém propriedades antibacterianas similares aos macrolideos
e agem pelo mesmo mecanismo de acao, estes sdo derivados alquil de prolina e séo
desprovidos de um anel de lactona. Da classe das lincosamidas, a clindamicina é
um antimicrobiano amplamente utilizado para tratar infeccdes causadas por S.
aureus principalmente as que acometem a pele e os tecidos moles, pois apresentam
melhor atividade e maior absorcdo quando administrada por via oral, com cerca de
até, 90% de biodisponibilidade (CHUMACERO, 2010; DUBEY et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2010). Além disso, Saderi e colaboradores (2011) relatam que
este medicamento € capaz de inibir a producdo de toxinas e de fatores de viruléncia
em bactérias Gram-positivas por meio da inibicdo da sintese de proteinas.

J& as estreptograminas, constituem um grupo de antimicrobianos formados
por uma mistura de duas classes de componentes distintos quimicamente,
designados estreptograminas A e B. S8o agentes bactericidas e também agem na
inibicdo da sintese proteica ao ligar-se aos ribossomos bacterianos. Seu principal
uso clinico € na terapia de infeccdes por microrganismos Gram-positivos,
particularmente nas ocasionadas por S. aureus e S. epidermidis resistentes a
meticilina. Com a disponibilidade de linezolida e da daptomicina, as indicacdes para
esse agente se tornaram limitadas (CHUMACERO, 2010).

A resisténcia do S. aureus aos MLSg pode ocorrer por dois diferentes
mecanismos: resisténcia mediada pelo gene msrA (specific methionine sulfoxide
reductase) e resisténcia mediada pelos genes erm. O primeiro mecanismo de
resisténcia envolve efluxo ativo por meio de bomba ATP — dependente capaz de
manter antimicrobianos em concentracdes intracelulares suficientemente baixas
impedindo que se liguem ao seu sitio alvo no ribossoma bacteriano. Este
mecanismo cria resisténcia aos macrolideos e as estreptograminas, mas nao as
lincosamidas (MAHESH et al., 2013). O segundo mecanismo ocorre por alteracao
ribossdmica através de enzimas rRNA metilases, mediadas principalmente pelos

genes ermA, ermB ou ermC, embora também possa ocorrer, em menor frequéncia,
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por outros genes erm como os ermF, ermG e ermY (SCHWENDENER; PERRETER,
2012).

Esta alteracdo ribossémica dificulta a ligacdo destes antimicrobianos em seu
sitio de acédo e pode ocorrer de forma constitutiva ou induzivel (MIMICA, 2012). A
resisténcia cMLSg ocorre quando o RNAm relativo a metilase é ativo sem a presenca
de um agente indutor, expressando resisténcia a todos os farmacos do grupo MLSg.
Ja a resisténcia iIMLSg ocorre quando o RNAm inativo é transcrito e, na presenca de
um indutor, torna-se ativo demonstrando resisténcia aos antimicrobianos
macrolideos como a eritromicina, sendo porém, sensivel as lincosamidas
(clindamicina) e estreptograminas B (COUTINHO et al.,, 2010; SASIREKHA et al.,
2014).

Conhecer o tipo de resisténcia MLSg é importante para estabelecer a terapia
antimicrobiana eficaz, uma vez que isolados de Staphylococcus spp. com resisténcia
induzivel podem selecionar mutantes erm constitutivos, que podem resultar em
falhas terapéuticas (COUTINHO et al., 2010; PRABHU; RAO; RAO, 2011).

Dessa forma, o CLSI recomenda a realizacao do teste de inducao por disco-
aproximacédo (D-teste) na rotina laboratorial de todos os laboratérios clinicos, pois
este permite detectar o fenétipo induzivel e auxiliar no uso correto e efetivo da
clindamicina nas infeccdes estafilococicas (CLSI, 2014).

O D-teste consiste em colocar em cultivo de S. aureus o disco de eritromicina
posicionado a uma distancia de 20 mm (centro a centro) ao disco da clindamicina,
incubando em estufa bacteriolégica por um periodo de 18 a 24 horas para posterior
analise dos halos de inibicdo que ir&o permitir identificar os fenotipos de resisténcia
aos MLSg (CASTELLANO et al.,, 2015). Nas cepas com resisténcia constitutiva,
ocorre a formacdo de halos circulares ao redor de ambos os discos de
antimicrobianos utilizados, ja nas que apresentam resisténcia induzivel ha formacéao
de uma zona de inibicdo em formato de letra D ao redor do disco da clindamicina,

conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 — Fenotipos MLSg encontrados no teste de inducdo por disco aproximagao
(D-teste)

a Fenétipo cMLS. s

Fenotipo iMLS;

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).

De acordo com Prabhu et al. (2011), o teste apresenta alta sensibilidade e
especificidade,é de facil execucdo e de baixo custo. Apesar da recomendacéo de
realizagdo universal do teste pelo CLSI (2014), infelizmente, o mesmo nédo é
realizado com tamanha frequéncia. Dados americanos divulgados no estudo de
Patra et al. (2011), demonstram isso com clareza e, em nosso meio, ndo é esperado

que a adesao a esta recomendacao seja muito maior.
1.6 JUSTIFICATIVA

Em razdo da emergéncia das infec¢cbes causadas por cepas de S. aureus
resistentes a multiplos antimicrobianos e do aumento nas taxas de morbidade e
mortalidade associadas a infec¢gfes hospitalares e comunitarias relacionadas a esse
patégeno, as opcdes de tratamento tém se tornado cada vez mais restritas. Os
antimicrobianos MLSg representam uma alternativa terapéutica em alguns casos de
infeccbes estafilocdccicas, destacando-se a lincosamida clindamicina, pelas suas
excelentes propriedades farmacocinéticas, e representa uma alternativa em casos
de intolerdncia a penicilina ou a meticilina. No entanto, cepas de S. aureus
carreadoras do gene erm somente expressam a resisténcia a clindamicina na
presenca de um agente indutor (eritromicina/azitromicina), o que aumenta as

chances de ocorrerem falhas terapéuticas na utilizagéo deste antimicrobiano.
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Portanto, a investigagdo da expressdo constitutiva e induzivel em
nosocomios, tanto por métodos fenotipicos quanto moleculares € importante, uma
vez que estes testes permitem um diagnostico precoce e mais sensivel deste tipo de
resisténcia, que poderdo direcionar condutas terapéuticas, reduzindo o 6nus tanto
para 0s pacientes como para o sistema de saude, além de aumentar a eficacia no

tratamento da infeccéo.
1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo Geral
Avaliar a prevaléncia da resisténcia constitutiva e induzivel aos MLSg em

isolados clinicos de S. aureus obtidos de pacientes admitidos em um Hospital
Terciario de Santa Maria.
1.7.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a prevaléncia da resisténcia constitutiva e induzivel nos
isolados clinicos de S. aureus por meio do teste de inducéo por disco aproximacao
(D-teste).

b) Avaliar a presenca dos genes ermA, ermB, ermC e msrA por meio da

técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), nos isolados que apresentaram

resisténcia fenotipica MLSg comparando as duas metodologias utilizadas.
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ABSTRACT
Introduction: Infections caused by methicillin-recistant Stapiplococcns aurews (MESA) have become common in hospitals and
the comnmmity environment, and this wide resistance has limited patient treatment. Clindamycin (CL) represents an importamnt
alternative therapy for infections caused by 5. aunes. Antimicrobial susceptibility testing wsing standard methods may not detect
inducible CL resistance. This shady was performed to detect the phenotypes of resistance to macrolides-lincosamides -strepbogramin
B (ML5, ) antibiotics, inchding CL., in clinical samples of 5. aurens from patients at @ tertiary hospital in Santa Maria, State of
Bic Gmande do Sul, Brazl Methods: One bundred and forty clinical isolates were submitted to the disk diffusion induction test
(D-test) with an erythromycin (EFR) disk positioned at a distance of 20mm from a CL disk. The resulis were interpreted according
to the recommendstions of the Clinical snd I shoratory Standsrds Institte (CLET). Resalis: In this smdy, 20 (20.7%) of the 140 5.
murens samples were resistant to methicillin (MESA), and 111 {79.3%) were susceptible to methicllin (MS5A). The constitutive
resistance phenotype (cMLS ) was observed in 20 (14.3%) MESA samples and in 5 (3.6%) M554 samples, whereas the indacible
resistance phenotype (IMLS ) was observed in 3 (2.1%) MF.S.A samples and in & (5.8%) M55A samples. Conclosions: The D-test
is essential for detecting the iMLS = phenotype becanse the early identification of this phenotype allows climicians to choose an
appropriate treztment for patients. #urﬂ:umﬂmﬂnstatlsslmpheasrmpaﬁmmduﬂpengw
Eeywords: Methicillin-resistant Staphplococous aurens. Methicillin-susceptible Stapiylococous qureus. D-test.
Clindanmycin bacterial resistance.

INTRODUCTION

Sraphylococcns aurens is responsible for a variety of
diseases that range in severity from skin and soft tssue
infections to life-threstening conditions, such as endocarditis,
poeumonia and sepsis’. The clinical importance of 5. qumens
has growm particularly becanse of the incressed oocumence
of serious infections caused by methicillin-resistant 5. qumees
(MESAY, which are among the most frequent bacteria in
healthcare-associsted infections (HATS).

Champes in susceptibility patterns to f-lactam antibiotics
have led to a renewed interest in the nse of macrolides-
(CL}) is the preferred agent for the treatment of MESA doe to
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its excellent pharmac okinetic properties, such as optimal tissue
penstration and scommulation in abscesses®®. Furthermore, CLis
a frequent choice for treating staphylococcal infections because
this antibiotic can be orally administered and is well tolerated™.
However, the indiscriminate nse of MILS_ antibiotics has led to
an increase in the mumber of Stapiylococous spp. isolates that
are resistant to these dmugs®.

MLS, antimicrobials are strocturally unrelated; however,
these dmgs are microbiolegically related because of their similar
modes of sction. These dmes inhibit bacterial protein synthesis in
suscepiible organisms by reversibly binding to the 235 ribosomal
ribomicleic acid (fRMA) receptor of the 5065 ribosomal sufwmit'™.

The MIL5, resistanre phenotype can be either constitutive
[constitative resistance to CL (cMLS )] or inducible [inducible
resistance toCL EMLS )] Organisms that express erythromycin
ribosomal methylase (@rm) penes may exhibit 7 viin resistance
to erythromycin (ER), CL and other drags of the ML5, group.
This resistance is referred to as the <MILS, phenotype. However,
organizms with @m genes that requires an indocing azent to
express CL resistance, have the iMT5S phenotype, which is
resistant to ER. and falsely susceptible to CL in vita'.

Antimicrobial susceptibility testing using standard
methods that involve broth or agar dilutions erythrooydn’
azithromycin disk diffusion that is not adacent to CL, may

589
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not detect the iMIS, phenotype”. The iMLS, phenotype may
Limit the effectivensss of CL, thereby increasing the chance of
therapeatic fajhires'?. The Clinical and Laboratory Standards
Instinate (CLST) recommends performing the disk diffusion
i tion test (D-test), which is a phenotypic screening method
for inducible CL resistance®,

This smdy aimed to determine the prevalence of constimitive
and indurible CL resistance in clinical semples of 5. qunens
from patients at a tertiary hospital in Santa Maris, State of
Rio Grande do Sul, Brazl

METHODS

Staphylococous mureus isolates were obtained from 140
different clinical specimens (g.g., urne, blood, and respiratory
ract secretions) fom patents who were meated at the University
Huospital of Sants Maria (HUSM), from April 2011 to December
2011. The Department of Microbiclogy at the Climical Anslyzes
Laboratory identified the samples as 5. mumacmsing phenotypic
{iGram stzining, catalase and coagulase tests and D-test) and
automated (MicroScan®, Siemens Healthcare Diagnostics,
Deerfield, IL, T/5A) methods.

The sirains were stored in tryptome soya broth, which
contxined glyceral 15%, at -80°C. The sirains were kept in
the Bacterizl Collection of the Bacteriology Laboratory of
the Department of Climica] and Tomicological Anshyses at the
Federal University of Santa Maria (LTFEM).

All of the collected isolates were submitted o antimicrobial
susceptibility festing using the D-fest (Kirby-Bauer) to classify
the sirains a5 susceptible, mtermediste or resistant o cefootin
(CFO, 30pg) (Sensidisc™ BD Diagnostics, Mew Jersey, TISA);
CL {Zpg) (Sensidisc®, BD Diagnostics, New Jersey, USA) and
ER (15ug) (Sensifar® Cefar Diagnostica Ltda, Sio Panlo, 5P,
Brasil). 5. murens ATCC 25923 was used 2s the quality comitol
strain for the discs, as recommended by the CLST.

The sirains were inoculated in fryptone soya agar and
incubated for 24h in a bacterial mcubator (35°C = 2°C). The
bacterial inoculum was prepared in a sterile solution, and
the torbidity was adjusted to McFarland standard 0.5, The
suspencions were inoculated in Mueller-Hinton agar and
incubated under the previonsty described conditions. Oracillin
resistance was detected in the MELSA sirains nsing the CFO disc-
diffusion method and the oxacillin broth microdiltion method™
Diagnostics, Deerfield, IL, TISA).

Siraine that were resistant to ER. and susceptible to CL were
submitted to the DH-test to detect inducible CT resistance. The ER.
disk was placed at a distance of 20mm (center to center) from
the CL dick and incubated for a peried of 18h". The inhibition
zone dismeters were interpreted as follows: susceptble (5)
= 3mm; intermediate (T = 14 to 2 1mm; resictant (B) < 13mm
for ER; 5 = 2lmm; I = 15-20mm; B < 14mm for CL; and
5= 2lmm and B < 21mm for CFO. When the zone diameter
of the ER. disk was < 13mm_ and the diameter of the CL dizsk
was = 11mm and when both zones were circolar, the test was

conzideted to be negative for inducible resistance (negative
D-test). When the zone dismeder of EF. disk was < 13mmm and
the dizmeser of the CL disk was = 21mm and the mhibition zone
aroumd the CT disc was D-shaped the test was considered to be
poaitive for indncible resistance (positive D-test).

This smdy was approved by the Fesearch Ethics Committes
(CEP) of the UF5M mder approval number §117.0.243 000-08.

RESULTS

Oifthe 140 samples of 5. umews, 29 (20.7%%) were idenfified as
ME5Aand 111 (79.3%) as methicillin-sensitive Stapiplococcus
aurens (M534). The cMLS, phenotype was observed in
20 (14.3%) MESA samples, and the IMLS, phenotype was
observed in 3 (2.1%) MS5A samples. Additionally, the cMILS,
phenotype was found m 5 (3.6%) M554 samples, whereas the
iML5, phenotype was found in § (5.8%) M55A samples.

Concomitant susceptibility to CL and ER. was observed in
maost (57.9%) of the isolate samples, and this phenotype was
predominant in the M55.A samples. (rther susceptibility profiles
were found in 21 isolates as shown in Table 1. The clinical
samples with 5. aurews isolates are described in Table 2.

DISCUSSION

Of the 140 samples of 5. aurens in this sidy, 20.7% were
MESAand 70 3% were M55A  Similar results were obtained in
8 sindy conducted in India by Ciraj et al. ¥ where in the MBSA
prevalence was 17.3%. The relatvely low frequency of ME.SA
in the present smdy may be due to the work of the Infection
Control Hospital Committee, which has been developing
measures to conirol the use of amtbiotics and to implement
proper hygienization practices by the hospital staff of HUSM
since 2006.

The iMLS5, phenotype was found in 3 (10.3%) of the 29
MESA samples and m § (7.2%) of the 111 M55A samples.
Onur results confirm the findings in the study by fuyal etal ' in
which a higher frequency of the iML5, phenotype was found
in MELSA sirains (19 4%) than in M35A strains (6.3%).

However, the smdy by Amarim ef al ' at Marilia Medical
School Hospitals in State of S0 Paulo, Brazil and the sdy by
Elksi etal * at Gaziantep University Hospital in Turkey indicated
a higher prevalence of the IMLS, phenotype in MSSA strains.
The incidence of this phenotypem 5. aurens vanes sccording to
the population of patents smudied. geographic region, hospital
characteristics and susceptibility of resistance to methicillin™®,

In the present study, we found a higher prevalence of
the (MLS phenotype in the MBSA strains (20029, 68.9%)
compared with the MSSA strains (3/111; 4.5%). In addifion,
other authors have found a higher frequency of constitotive
resistance in MESA isolates. Prablm et al 7 observed the
cMLS5 phenotype in 16.7% of the MRSA strains, and Seif
et al "observed this phenotype in 52_3% of MESA strains.
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TABLE 1 - The erythromycin and cindamycin susceptibility profiles of clinical samples of Saaphyleeoceus awreus.

M554 Tatal
Phanotype L % L % L Y
ER-5, CL-5 4 19 m 550 i1 e
ERALCLR i 143 § 36 15 178
(consttaive MLS,)
ER-R CL-5
(D-test +) 3 11 i 58 1 73
(nducible ML)
ERAL LS 1 07 1 07 2 14
(Dt
ER-5.CL-R 0 00 2 14 2 14
ER-5, CL-I 0 00 7 50 7 50
ER-L C1-5 0 00 10 71 10 7l
ER-1, CL-1 1 07 0 00 1 07
ER-L CL-R 0 00 1 07 1 07
Total o w7 111 3 140 100.0

MESA: methicillin-resistant  Staplyloceccus  qurens, MSSA:  methicillin-sensitive  Stapiplococows mowus; ER:  enythromyring

CL: clindanycin; 5: susceptible; B- resistnt, I intermadiate; MIS, macrolides-lincosamides-smreptogramin B.

TABLF? - Esolation of Stqphylococens anreus in clinical samples.

Toial samples Tumber of samples with
Climiral samples colleced IMLSE resistance
(Feneral sacretions* 4 3
Respiratory tract secretioms** £ 1
Penpheral blood i 1
Urine 11 1
Body fhuids**+* 7 1
(Catheter’s tip 4 0
Breast abscess and soff tizsue 1
Toial 140 11

- mducible resistance o clindamycn. *Secetion fom surgical wounds, pressure ulcers and bone tissue. **Spufum, broncho-abvealar

Among the clinical samples of 5. aureus, the iMLS
phenotype was identified more frequently in general secretions,

peripheral blood, urine andbody fhids.

In this smdy, we found a higher frequency of the cMLS,
and iIML5, phenotypes in MRSA sirains. Therefore, the D-fest
iz essential for monitoring susceptibility to CL and should be
ncTodled i ronti  mierobial hili -
the indncble resistance phenotype can mhibit the action of CL,
thereby rendering treament ineffective. In addition, decisions

www.scielo_brirsbmt | www_rsbmt.org. br

regarding the method for routinely detecting Staphylococcus
spp. with fhe iMLS, phenotype (ER-R/L, CL-5) should be

discuszed at individual mestitotions based on local data.
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3 MATERIAL E METODOS ADICIONAIS

3.1 DETECCAO GENES erm E msrA POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
(PCR)

3.1.1 Selecéao de isolados e extragdo do DNA bacteriano

Para realizacdo da técnica de PCR, foram utilizadas cepas de S. aureus
provenientes de pacientes admitidos no HUSM, entre os meses de abril a dezembro
de 2011, as quais se encontravam armazenadas em glicerol 15% a temperatura de -
80°C na bacterioteca do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da
UFSM, cuja utilizacdo para pesquisa clinica, foi aprovada pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) sob o numero: 0117.0.243.000-08.

Foram selecionadas as 36 cepas que no teste fenotipico expressaram
resisténcia MLSg, sendo que 25 apresentavam fenotipo constitutivo (cMLSg) e 11 o
fendtipo induzivel (iIMLSg). Posteriormente, as 104 cepas utilizadas no estudo
fenotipico, que ndo expressaram fenétipo MLSg, também serdo submetidas a PCR
para pesquisa dos genes de interesse.

A extracdo do DNA dos isolados de S. aureus baseou-se nos protocolos
desenvolvidos por Fuverki et al., (2008) e Moosavian et al. (2014), com adaptacdes.
As bactérias armazenadas foram inicialmente reativadas em agar Mueller-Hinton e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2°C por um periodo de 18 a 24 horas.
ApOs o crescimento das colbnias, com auxilio de uma alga bacterioldgica, transferiu-
se de 2 a 5 colbonias de cada isolado para tubos de eppendorf de 1,5 mL contendo
750 pl de tampéo TE (10 mMTris, 1mM de EDTA, pH 8). A seguir, os tubos foram
levados a banho seco a 80°C por 20 min., sendo submetidos apds este periodo a
choque térmico em freezer — 80°C por mais 20 min., para que ocorresse a lise da
parede celular com consequente liberacdo da molécula de DNA bacteriano. As
amostras permaneceram armazenadas no -80°C até a realizacdo da técnica da
PCR.

A gquantificacdo do DNA total extraido de cada isolado foi feita pela técnica de
fluorometria, utilizando-se o equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (INVITROGEN®), no
qgual quantidade ideal de material genético deveria estar entre 20 e 50ng/ul de DNA

conforme adaptacdes realizadas a partir dos protocolos acima citados.
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Quando as quantificacdbes do DNA extraido ficavam abaixo de 20ng/ul, as
amostras eram concentradas, centrifugando-se o material a 14.000 rpm durante
1min., sendo o sobrenadante retirado e ressuspenso novamente em 100 pl de TE,
para nova quantificacdo. Ja, quando as amostras apresentavam quantificacdes
acima de 50ng/pl, eram diluidas em TE em uma relacdo 1:1 se ficassem entre 51 a
75ng, e de 1:2 se estas ficassem entre 76 a 100ng de DNA.

3.1.2 Sequéncias de primers e condicdes de ciclagem dos genes

Os isolados foram inicialmente submetidos & PCR para a pesquisa do gene
16s, considerado o método de referéncia para identificacdo de DNA bacteriano,
sendo utilizado como controle de qualidade dessas amostras (LANGE et al., 2011).
A sequéncia de primer utilizada na pesquisa deste gene, foi a descrita por Lina et al.,
(1999).

O processo de amplificacdo consistiu em 30 ciclos sendo, desnaturacao a
94°C por 30s, anelamento a 55°C por 30s, extensdo da cadeia de DNA a 72°C por
30s, e 1 ciclo de extensao final a 72°C por 5 min. As reacdes de amplificacéo
ocorreram no termociclador modelo 2720-Thermal Cycler, Biosystems, sendo que
para cada reacdo de amplificacdo foi preparado um mix de 25 uL para cada tubo

incluindo os reagentes e volumes apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Concentrac¢bes dos reagentes utilizados na PCR

soos | CRIESSOTUPOES T voLume (i /AMOSTRA
Agua Milli-Q (Estéril) 18,05 uL
16s Tampé&o 10X 2,5 L
erm B dNTP 100Mm 0,5 uL
ermC Primer 05uLF+0,5uLR
msrA TAQ 5U/ M 0,2 uL
DNA 20-50 ng/ pL 2L
VOLUME FINAL 25 pL

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).
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Na pesquisa dos demais genes de interesse (ermA, ermB, ermC e msrA), os pares de primers utilizados, as condi¢cbes de

ciclagem e as referéncias utilizadas, encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizados na execucéo da PCR

TAMANHO -
ACESSO SEQUENCIA CONDICOES DA PCR -
PRIMERS  [ox e SRIMERS ORIGEM PR(()p%L)JTO GCiclos) REFERENCIA

erm A—F 5 - GTTCAAGAACAATCAATACAGAG -3 GBT 30 (30sa 94°C; 30s a
emA-R 10297 5 GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3  Oligos® 421 52°% 1 min a 72° C). Lina et al., 1999.

5 -
erm B —F CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAA GBT 30 (30s 2 94°C; 30s a
eemB-R P28 goee.3 Oligos® 359 55" 1mina72°c).  -naetal,1999.

5 - GAATCGAGACTTGAGTGTTGC-3’ i
erm C—F  M17990 5 - CTTGTTGATCACGATAATTTCC - 3’ DT® 100 ggo_(afsssaag%océ 30:1 > Moosavian et al,
erm C-R 5 - ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC - 3' S 720 Q) 2014.

or-

msrA - F w500g5 5 - TCCAATCATTGCACAAAATC - 3 DT® 163 ggo(s;%ss 2 ?gog’s?; . Moosavian et al.,
msrA - R 5 - AATTCCCTCTATTTGGTGGT - 3 ! 2014.

a 72°C).

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).
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3.1.3 Andlise dos produtos da PCR

A andlise dos produtos da PCR ocorreu através de eletroforese em gel de
agarose a 2% (40 minutos, a 300mA e 100V) em tampédo TAE 1x (Tris, Acetato de
Sodio, EDTA) com brometo de etidio. Neste procedimento, foi adicionado a 8 pl do
produto da PCR, 2 pl de corante para comparacdo com o marcador de peso
molecular (ladder de 100 pares de bases (100-1000 pb) da Ludwig (Biotec®). Apés a
corrida no gel, as bandas foram visualizadas no sistema de foto documentacéo
KODAK DC 290, 1D (3.6).



34

4 RESULTADOS E DISCUSSOES ADICIONAIS

O resultado da PCR dos genes erm e msrA de interesse sdo demonstrados

na Figura 3.

Figura 3 — Genes erm e msrA e seus respectivos pares de base

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).

O resultado da pesquisa dos genes erm (ermA, ermB, ermC) que conferem
resisténcia constitutiva ou induzivel aos MLSg e do gene msrA associado a bomba
de efluxo dos isolados de S. aureus analisados neste estudo, encontram-se

descritos na Tabela 2.



Tabela 2 — Genes de resisténcia dos 36 isolados de S. aureus com feno6tipo MLSg

35

N (%) DE AMOSTRAS CARREADORAS DOS GENES erm E msrA ENCONTRADAS NOS ISOLADOS MLSg

Genes
Pesquisados

ermA
ermB
ermC
msrA
ermA + ermB
ermA + ermC
ermA + msrA
ermB + msrA
ermC + msrA
N&o amplificaram na PCR

TOTAL (n=36)

MLSg CONSTITUTIVO (n=25)

MRSA (n= 20)

2(10,0%)
1(5,0%)
4(20,0%)
3(15,0%)
1(5,0%)
3(15,0%)
2(10,0%)
4 (20,0%)

20 (100%)

MSSA (n=5)

1(20,0%)
1(20,0%)

2(40,0%)

1 (20,0%)

5 (100%)

MLSg INDUZIVEL (n=11)

MRSA (n= 3)

1(33,34%)

1(33,33%)

1(33,33%)

3 (100%)

MSSA (n=8)

1(12,5%)

2 (25,0%)

1(12,5%)
4 (50,0%)

8 (100%)

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).
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Considerando as associa¢des dos isolados que amplificaram para dois genes
de resisténcia concomitantemente, pode-se afirmar que das 20 cepas com fendétipo
cMLSg, resistentes a meticilina (MRSA), 8 (40%) apresentaram o gene ermA e
7 (35%) o ermC. A amplificacdo do gene ermB ocorreu em apenas 2 (10%) dos
isolados com este fendtipo de expressao.

De acordo com Chavez e colaboradores (2005), a associacdo entre os genes
erm (ermA, ermB e ermC), assim como a associacdo destes com o msrA pode
ocorrer, uma vez que um microrganismo pode apresentar mais de um gene de
resisténcia.

Essa informag&o corroborou com os resultados deste estudo, no qual
observamos nas 25 cepas MRSA constitutivas, que 1 (5,0%) isolado apresentou
concomitantemente os genes ermA e ermB e 3 (15,0%) apresentaram tanto o gene
ermA como o ermC. A associacdo entre 0s genes ermA e msrA, também foi
constatada , no qual 2 (10%) dos 20 isolados MRSA com fenétipo cMLSg
apresentaram ambos 0s genes. A associagdo entre 0S genes erm e msrA em
isolados de S. aureus, também foi relatada nos estudos de Aleksandra et al. (2014)
na Sérvia, em 5% dos 20 isolados analisados, e de Goudarzi et al.(2016) no Iran, em
17% dos 51 isolados estudados.

Além desses estudos, no Hospital Universitario de Dallas nos Estados Unidos
(EUA), Chavez e colaboradores (2005) ao pesquisarem197 isolados de S. aureus,
verificaram a associagao entre genes erm e msrA em 18 dos isolados, sendo que 12
amplificaram concomitantemente para os genes ermA e msrA e 6 para o ermB e
msrA.

Nas 5 cepas com expressdo cMLSgsensiveis a meticilina (MSSA), ndo
ocorreu amplificacdo do gene ermA. Entretanto, os genes ermB (1(20,0%)) e ermC
(1(20,0%)), foram encontrados em isolados distintos os quais apresentavam este
fenatipo.

Dos 25 isolados cMLSg, 5 ndo expressaram molecularmente a presenca de
nenhum dos genes pesquisados. Possivelmente, a ndo expressao desses genes
tenha ocorrido devido a presenca de outros genes erm de resisténcia aos MLSg
(ermD, ermF, ermY), ndo pesquisados neste estudo. Este fato também ocorreu nos
estudos de Pereira et al.,, (2016), realizado em Pernambuco, Brasil, onde ao
submeterem 44 cepas de S. aureus a técnica da PCR, 22 (50%) isolados né&o

amplificaram para os genes erm pesquisados, e de Saderi et al. (2011), em



37

Teerd/lIran, onde das 126 cepas de S. aureus analisadas, 42 (33,3%) néo
amplificaram para nenhum dos genes erm de interesse.

Das 11 cepas com fendtipo de expresséao induzivel, 3 isolados eram MRSA e
8 MSSA. A presenga do gene ermA foi evidenciada em 2 (66,7%) dos isolados
MRSA, sendo que destes, 1 (33,33%) apresentava tanto o gene ermA como 0 msrA.
N&o ocorreu amplificacdo para o gene ermB, enquanto o gene ermC amplificou em
apenas 1 (33,3%) dos isolados com este mecanismo de resisténcia.

Nas 8 cepas com fendtipo iIMLSg, sensiveis a meticilina (MSSA), o ermA foi
encontrado em apenas 1 (12,5%) dos isolados. O gene ermC amplificou
isoladamente em 2 (25,0%) dos isolados enquanto 4 (50,0%) carreavam tanto o
gene ermC como o msrA. Ja o gene ermB foi identificado em 1 (12,5%) dos isolados
com este fendtipo de expressao, em associacao ao gene msrA.

Entre os genes erm pesquisados neste estudo, 0os genes ermA e ermC foram
os prevalentes, sendo que das 36 cepas, 11 (30,5%) e 15 (41,7%) apresentavam
estes genes, respectivamente. No estudo de Saderi e colaboradores (2011) com 126
isolados de S. aureus obtidos de pacientes atendidos em 4 hospitais universitarios
de Teerd, os pesquisadores também encontraram a prevaléncia desses genes,
sendo que ermA e ermC amplificaram em 15 (11,9%) e 8 (6,4%) dos isolados
respectivamente. Além disso, esses autores relataram que 61 (48,4%) dos isolados
analisados, apresentaram concomitantemente, ambos 0s genes.

Na Coréia, Jung e colaboradores (2008) estudaram 280 cepas de S. aureus
provenientes de pacientes atendidos em 157 Hospitais particulares do pais,
coletadas entre os meses de janeiro a junho de 2005. Os pesquisadores,
encontraram o gene ermA presente em 250 isolados, enquanto 14 carregavam o
gene ermC. A prevaléncia desses genes também é relatada no estudo de Lim e
colaboradores (2012), desenvolvido em um Hospital Universitario da Malasia com
188 isolados de S. aureus, onde o0s pesquisadores encontraram em 157 dos
isolados, a presenca do gene ermA, enquanto o gene ermC foi detectado em 40,
sendo que desses, 9 isolados apresentavam os dois genes concomitantemente.

Coutinho e colaboradores (2010) também relataram a prevaléncia desses
genes em seu estudo, realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, onde
das 77 cepas de Staphylococcus spp., analisadas, os genes ermA e ermC foram

encontrados em 49 (63,67%) e 20 (25,97%) amostras, respectivamente.
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Em nosso estudo, o gene ermA (n=11(30,5%)) foi relativamente menos
frequente que o gene ermC (n=15(41,6%)) entre os S. aureus pesquisados.
Vallianou e colaboradores (2014) ao analisarem 142 cepas de S. aureus
provenientes de pacientes atendidos em um hospital terciario de Athenas, na Grécia,
também encontraram maior frequéncia do gene ermC, sendo que 126 (88,7%)
apresentavam este gene, enquanto o ermA em apenas 16 (11,3%). Os genes ermB
e msrA ndo amplificaram nas amostras pesquisadas por estes autores.

De acordo com Fiebelkorn et al. (2003); Leclercq (2002); Mahesh et al. (2013)
e Vallianou et al. (2014), os determinantes ermA e ermC sédo os predominantes nos
estafilococos. Sendo que os genes ermA sdo mais difundidos em MRSA por serem
transportados por transposons relacionados com TN554 que codifica resisténcia a
eritromicina e a estreptomicina, enquanto que os genes ermC sdo0 responsaveis
principalmente pela resisténcia a eritromicina em MSSA e sdo transportados por
plasmideos.

O gene ermB amplificou em 4 (11,1%) das 36 amostras desse estudo. A
relativa baixa frequéncia do ermB, pode ter ocorrido pelo fato deste gene estar
prevalentemente associado a Staphylococcus spp., de procedéncia animal
(COUTINHO et al., 2010; DIAS et al., 2007).

No estudo de Coutinho e colaboradores, (2010), a prevaléncia do gene ermB,
também foi baixa, sendo que dos 152 Staphylococcus spp. analisados, apenas 3
amplificaram para o gene ermB. Entretanto, no estudo de Chavez et al. (2005), no
Texas, com 67 isolados de S. aureus de origem pediétrica, 31 carreavam este gene,
presenca significativamente maior da encontrada em nosso estudo.

Quanto a pesquisa do gene msrA, a presenca do gene foi encontrada em 13
(36,1%) das 36 cepas analisadas. Destas, 7 apresentavam fenétipo cMLSg e 6
fendtipo IMLSg. Nas amostras com expressao constitutiva 5 apresentaram este gene
isoladamente, sendo 3 (15%) MRSA e 2 (40%) MSSA. Os outros 2 (10%) isolados
constitutivo, carreavam tanto o gene msrA como o ermA. Ja nas cepas induziveis, a
expressao deste gene aconteceu associada aos genes ermB e ermC presentes em
1 (12,5%) e 4 (50%) dos isolados respectivamente.

No estudo desenvolvido por Zmantar e colaboradores (2008) na Tunisia com
35 S. aureus, a presenca do gene msrA foi encontrada em 10 (28%) dos isolados

pesquisados, assemelhando-se aos resultado obtidos em nosso estudo. Ja na
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pesquisa de Cetin et al. (2010), dos 47 S. aureus analisados, 13 (27%) carreavam o
gene msrA, sendo que desses, 6 estavam associados aos genes erm.

Em um hospital Iraniano Momtaz e Hafezi (2014), analisaram 66 S. aureus e
encontraram a presenca do gene msrA em 30,3% desses, e ndo houve relato de
associacdo com 0s genes erm pesquisados. Entretanto, Moosavian et al. (2014), ao
analisarem 124 S. aureus, ndo encontraram a presenca deste gene em nenhuma
das cepas estudadas.

Essas diferencas encontradas nos estudos da literatura no que se refere a
prevaléncia dos genes erm (ermA, ermB e ermC) e msrA, pode ser explicada, ja que
estas taxas podem variar entre diferentes hospitais de acordo com a regido
geografica, o que salienta a importancia da determinacdo dessas frequéncias em um
local especifico (COUTINHO et al., 2010; SADERI et al., 2011; SEIFI et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

A maioria dos S. aureus analisados apresentou fendtipo sensivel (ER-S, CL-

S) correspondendo a 77 (55,0%) dos isolados.

O fenotipo Constitutivo foi maior nesse estudo em relacdo ao induzivel,

abrangendo respectivamente 25 (69,4%) e 11 (30,5%) isolados.

Dos 25 isolados de S. aureus com resisténcia constitutiva, 20 (14,3%) eram
MRSA e 5 (3,6%) MSSA.

Dos 11 isolados de S. aureus com resisténcia induzivel aos MLSg, 3 (2,1%)
eram MRSA e 8 (5,8%), MSSA.

Apesar da menor frequéncia do fendtipo iIMLSg (n = 11) em relacdo ao
fendtipo cMLSg (n = 25) encontrada neste estudo, a realizacdo do teste de
inducao por disco aproximacado (D-teste) € importante, pois a identificacdo de

isolados com resisténcia induzivel pode direcionar condutas terapéuticas.

Os genes ermA e ermC foram o0s prevalentes entre 0s genes erm
pesquisados, sendo encontrados em 11(30,5%) e 15(41,6%) das 36 amostras

submetidas a PCR, respectivamente.

Embora a PCR seja considerada padrdao ouro na pesquisa de genes, 0S
custos de manutencao desta técnica acabam inviabilizando seu uso na rotina
de grande parte dos laboratérios clinicos. Entretanto, o D-teste € um método
considerado confiavel para delinear resisténcia constitutiva e induzivel a
clindamicina, apresenta baixo custo, devendo fazer parte da rotina de todos

os laboratorios clinicos, pois contribui no direcionamento da terapéutica.

A obtencdo de dados locais fenotipicos e moleculares a respeito da
resisténcia constitutiva e induzivel é atil, uma vez que pode enfatizar a

importancia da continuidade ou implementacédo de procedimentos que visem
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controlar a disseminacdo desses mecanismos de resisténcia no nosocomio
onde o estudo € realizado, reduzindo o 6nus para 0s pacientes e para o

sistema de saude.

Sera realizado a PCR das 104 cepas, que ndo apresentaram fenotipos de

resisténcia MLSg no teste fenotipico realizado.
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