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RESUMO 
 
 

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E MOLECULAR DA RESISTÊNCIA A 
CLINDAMICINA EM ISOLADOS CLÍNICOS DE Staphylococcus aureus DE UM 

HOSPITAL TERCIÁRIO 
 
 

AUTORA: Angelita Bottega 
ORIENTADORA: Drª Rosmari Horner 

 
 

Os Staphylococcus aureus demonstraram ao longo do tempo, capacidade de desenvolver 
resistência a maioria dos antimicrobianos. O mecanismo de resistência aos macrolídeos em 
S. aureus atinge também as lincosamidas e as estreptograminas B, caracterizando a 
denominada resistência MLSB, cuja expressão pode ser constitutiva (cMLSB) ou induzível 
(iMLSB) e é codificada principalmente pela presença dos genes erm (ermA, ermB e ermC) e 
msrA. A resistência cMLSB é facilmente detectada pelos testes de susceptibilidade utilizados 
na rotina laboratorial, mas a identificação da resistência iMLSB só é possível, mediante a 
utilização de um agente indutor. Dessa forma, a terapia com clindamicina nos casos de 
infecção por isolados com resistência iMLSB pode falhar. Assim, o presente estudo objetivou 
caracterizar o perfil fenotípico (cMLSB e iMLSB)e molecular (presença dos genes ermA, 
ermB, ermC e msrA) de 140 isolados clínicos de S. aureus sensíveis (MSSA) e resistentes à 
meticilina (MRSA), provenientes de pacientes admitidos no Hospital Universitário de Santa 
Maria (HUSM) no período compreendido entre abril a dezembro de 2011. Como critérios de 
inclusão foram considerados todos os isolados identificados como S. aureus através de 
metodologias fenotípicas manuais (coloração de Gram, prova da catalase, coagulase, etc.) e 
automatizada (MicroScan® - Siemens), sendo excluídas do estudo amostras repetidas do 
mesmo paciente. O fenótipo MLSB foi detectado através do teste de indução por disco 
aproximação (D-teste), sendo que das 140 cepas, 25 apresentaram fenótipo cMLSB e 11 o 
fenótipo iMLSB. Dos isolados constitutivos, 20 eram MRSA e 5 MSSA, enquanto nos 
isolados induzíveis, 8 (5,8%) eram MSSA e 3 (2,1%) MRSA. A partir desses resultados, foi 
realizada a caracterização molecular através da técnica de Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) de todos os isolados que expressaram no teste fenotípico a resistência 
MLSB. 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 associação com os genes erm 
pesquisados. Apesar do fenótipo iMLSB  ter sido menos frequente que o cMLSB, a realização 
do D-teste é importante para detecção destes fenótipos, pois pode orientar condutas 
terapêuticas, contribuindo para melhora na saúde do paciente, reduzindo o tempo de 
internação e consequentemente, o ônus para o sistema de saúde. Além disso, o teste é de 
baixo custo e fácil de ser executado, quando comparado a técnica da PCR, que apesar da 
alta sensibilidade e especificidade, não é empregada na rotina de todos os laboratórios 
clínicos, devido aos elevados custos. 
 
 
Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). Staphylococcus 
aureus sensível à meticilina (MSSA). Clindamicina. Resistência Bacteriana. 

 
 



 

 

ABSTRACT 
 
 

CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E MOLECULAR DA RESISTÊNCIA A 
CLINDAMICINA EM ISOLADOS CLÍNICOS DE Staphylococcus aureus DE UM 

HOSPITAL TERCIÁRIO 
 
 

AUTHOR: Angelita Bottega 
ADVISER: Drª. Rosmari Hörner 

 
 

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 MLSB resistance, whose 
expression can be constitutive (cMLSB) or inducible (iMLSB) and it is encoded mainly by the 
presence of erm genes (ermA, ermB and ermC) and msrA. The cMLSB resistance is easily 
detected by susceptibility testing used in routine laboratory, but iMLSB resistance 
identification is only possible by using an inducing agent. Thus, clindamycin therapy in cases 
of infection by isolated with iMLSB resistance can fail. Thus, this study aimed to characterize 
the phenotypic profile (cMLSB e iMLSB) 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 MLSB phenotype was detected by approaching disk induction test (D-test), 
and from 140 strains, 25 had cMLSB phenotype and 11 the iMLSB 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 MLSB 

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 
iMLSB phenotype have been less frequent than cMLSB, 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. INTRODUÇÃO 

 

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é responsável por uma variedade de 

doenças que vão desde infecções de pele e tecidos moles a quadros infecciosos 

invasivos e potencialmente fatais, como bacteremia, endocardite, pneumonia e 

sepse (DONG et al., 2013). Sua importância clínica vem crescendo, particularmente, 

devido à emergência de infecções graves causadas por S. aureus resistentes à 

meticilina (MRSA) (BRAGA et al., 2014; SKOV et al., 2012), os quais figuram entre 

as bactérias mais envolvidas em infecções relacionadas a assistência à saúde 

(IRAS) (CORREAL et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012). 

Mudanças nos padrões de sensibilidade aos β-lactâmicos levaram ao 

interesse no uso de antibióticos alternativos, destacando-se os macrolídeos, as 

lincosamidas e as estreptograminas B (MLSB) (UZUN et al., 2014; VIVEK et al., 

2011). Dentre esses antimicrobianos, a clindamicina, uma lincosamida, representa 

uma escolha frequente no tratamento de infecções por S. aureus, devido às suas 

excelentes propriedades farmacocinéticas, como a ótima penetração nos tecidos e 

acumulação em abscessos (MIMICA, 2012; MOCKTA et al., 2015). Além disso, o 

fármaco pode ser administrado por via oral, pois é bem tolerado e representa uma 

alternativa em casos de intolerância à penicilina ou à meticilina (ABBAS et al., 2015; 

CASTELLANO et al., 2015). No entanto, o uso indiscriminado dos MLSB vem 

aumentando o número de isolados de Staphylococcus spp. resistentes a esses 

fármacos (BAIU; AL-ABDELLI, 2016). 

Embora os MLSB não se relacionem estruturalmente, possuem similar modo 

de ação. Estes fármacos agem através da ligação ao receptor 23S do RNA que 

compõe a subunidade ribossomal 50S da bactéria e interferem na elongação da 

cadeia peptídica durante a translocação, bloqueando a biossíntese das proteínas 

bacterianas de organismos sensíveis (DURMAZ et al., 2014; MOTAMEDIFAR et al., 

2014). 

O fenótipo de resistência aos MLSB pode ser constitutivo (cMLSB) ou induzível 

(iMLSB). No fenótipo constitutivo, os genes erm (erytromycin robossomal methylase) 

estão expressos e a RNA metilase é produzida na ausência de um agente indutor. 

Os microrganismos com este fenótipo, podem mostrar resistência in vitro frente à 

eritromicina, clindamicina e demais fármacos MLSB, sendo facilmente detectadas no 

antibiograma. Entretanto, no fenótipo de resistência induzível, a bactéria produz 
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RNAm inativo, que é incapaz de codificar metilases. Este RNAm torna-se ativo, 

apenas na presença de um agente indutor como um macrolídeo, pois este leva a 

rearranjos do RNAm, permitindo que os ribossomas traduzam a sequência 

codificadora de metilases, expressando assim, o verdadeiro mecanismo de 

resistência 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 diluição em caldo ou ágar, bem 

como, método de difusão dos discos de eritromicina/azitromicina (não adjacentes à 

clindamicina) não reconhecem o fenótipo iMLSB. A expressão in vivo da resistência 

induzível à clindamicina pode diminuir a eficácia deste antimicrobiano, aumentando 

as chances de ocorrerem falhas terapêuticas (LYALL et al., 2013). Por esse motivo, 

o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), recomenda a realização do 

teste de disco aproximação (D-teste), um método fenotípico para triagem deste tipo 

de resistência (CLSI, 2014). 

A detecção genotípica através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

que permite investigar a presença do gene erm, responsável por inibir a produção de 

proteínas pela bactéria, é uma técnica bastante aplicada em laboratórios de 

pesquisa, devido a sua alta sensibilidade e especificidade na identificação da 

ocorrência dos fenótipos constitutivo e induzível (COUTINHO et al., 2010; 

MOOSAVIAN et al., 2014). 

Assim, torna-se importante caracterizar o perfil fenotípico (ocorrência dos 

fenótipos cMLSB e iMLSB) e molecular (ocorrência dos genes erm e msrA) da 

resistência MLSB, dos isolados clínicos de S. aureus sensíveis e resistentes a 

meticilina. Essa investigação permitirá obter dados locais a respeito do perfil de 

resistência, podendo direcionar condutas terapêuticas mais adequadas. 

 

1.1 RESISTÊNCIA BACTERIANA: DESAFIO A SAÚDE PÚBLICA 

 

A descoberta dos antibióticos na terapêutica clínica permitiu a cura de 

doenças, que no passado apresentavam altos índices de mortalidade (GOOL; 

FARIA, 2014). Entretanto, o uso indiscriminado e irracional destes fármacos, 

contribuiu para o surgimento da resistência bacteriana que representa um sério 

problema de saúde pública mundial, já que as opções terapêuticas para tratar 
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doenças infecciosas têm se tornado cada vez mais restritas (FRANCO et al., 2015; 

PERUGINI et al., 2015; VIANA et al., 2011). 

A resistência bacteriana pode ser considerada um fenômeno que ocorre 

como resposta da bactéria ao uso abusivo de antimicrobianos no meio ambiente que 

se tornou um problema de grandes proporções, devido aos elevados índices de 

morbidade e mortalidade associados. Antes do século XXI, este fenômeno ocorria 

predominantemente em ambientes hospitalares, mas atualmente, as infecções por 

bactérias resistentes ocorrem em diversos ambientes podendo atingir, inclusive, 

indivíduos hígidos (BAIU; AL-ABDELLI, 2016; GOOL; FARIA, 2014; PAIM; 

LORENZINI, 2014). 

De acordo com Guimarães e colaboradores (2010), o conhecimento dos 

mecanismos bioquímicos e genéticos envolvidos na resistência bacteriana é de 

grande importância para compreender a forma como a bactéria desenvolve 

resistência. Apesar desses mecanismos serem distintos de microrganismo para 

microrganismo, a resistência está relacionada a alguns fatores básicos como a 

mutação genética (alteração do sítio de ligação do fármaco); aquisição de genes de 

resistência (mediada por plasmídeos e transposons) e bombas de efluxo que 

expelem o fármaco da célula bacteriana (FRANCO et al., 2015). 

A diminuição da eficácia de medicamentos para o tratamento de algumas 

patologias tem prolongado o tempo de internação do paciente e elevado os custos 

do tratamento para o sistema de saúde. Além disso, as pesquisas com novos 

compostos ainda não evoluíram de acordo com a demanda, sendo necessárias 

medidas alternativas para o controle das doenças infecciosas (CARVALHO; 

FONTES, 2014; GRILLO et al., 2014). 

Para Pereira e colaboradores (2014), medidas preventivas devem ser 

instituídas principalmente em hospitais e devem ser implantadas através de um 

programa de racionalização, tendo como objetivos evitar a seleção de bactérias 

resistentes, reduzir os riscos de reações adversas e tornar menores os custos com a 

assistência à saúde. Além disso, Silveira et al. (2014), relatam que é importante 

orientar e treinar profissionais da saúde, para que possam prescrever 

antimicrobianos adequados para cada quadro de infecção e possam fornecer aos 

pacientes explicações claras e precisas quanto ao uso do fármaco prescrito. 

A racionalidade do uso de antimicrobianos é importante. Esses 

medicamentos geralmente são utilizados com objetivos profiláticos 
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(antibioticoprofilaxia, quando se deseja prevenir a instalação de uma infecção por 

um agente conhecido ou fortemente suspeito, em um indivíduo em risco de vir a 

adquiri-la) e com propósitos curativos (antibioticoterapia, quando já existe uma 

doença causada por um microrganismo sensível ao antibiótico). A decisão de usar 

antibioticoterapia profilática, no entanto, deve ser baseada no peso da evidência de 

possível benefício em relação a possíveis eventos adversos, pois a prescrição 

errônea pode contribuir para o aumento no número de microrganismos resistentes 

(MOTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2014). 

Tendo em vista o grande número de antimicrobianos disponíveis e seus 

diferentes mecanismos de ação, assim como os diversos meios de resistência 

apresentados pelos microrganismos e a complexidade de determinados tipos de 

infecção,no Brasil, a fim de atenuar esta problemática, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou em 2010 a Resolução da Diretoria Colegiada 

(RDC) nº 44/2010 que dispõe sobre o controle de medicamentos antimicrobianos. 

Em maio de 2011 esta resolução foi revogada e substituída pela RDC 20/2011 que 

trouxe algumas atualizações em relação à anterior. Esta (RDC/2011) determina que, 

os antibióticos vendidos nas farmácias e drogarias ou distribuídos em unidades de 

saúde do país só poderão ser entregues ao usuário mediante receita de controle 

especial (ANVISA, 2010; ANVISA, 2011; CARVALHO; FONTES, 2014). 

Estas medidas buscam favorecer, principalmente, a prevenção do 

surgimento de microrganismos multirresistentes, reduzir os gastos com as 

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

 

1.2 O Staphylococcus aureus 

 

O gênero Staphylococcus é constituído por aproximadamente 40 espécies 

destacando-se entre estas o S. aureus, devido a sua importância clínica. Este 

microorganismo é um coco Gram-positivo, catalase e coagulase positivo, presente 

na microbiota transitória da pele e de outros sítios anatômicos dos seres humanos, 

sendo o vestíbulo nasal o seu principal reservatório (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 patógenos que mais afeta a população, 

sendo considerada a causa mais comum de infecções de origem hospitalar e 
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comunitária, demonstrando ampla capacidade de disseminação (MOHAMMADI, 

2014). 

A quebra da barreira cutânea ou a diminuição da imunidade representam a 

principal causa de mudança de comportamento deste microrganismo, que passa a 

ser o agente etiológico de diversas infecções (DONG et al., 2013). Estas variam 

desde cutâneas simples que incluem espinhas, furúnculos e celulites, a infecções 

sistêmicas graves com elevada morbidade e mortalidade associadas, tais como 

meningite, endocardite, síndrome do choque tóxico e sepse (PERES et al., 2014). 

Esta espécie encontra-se amplamente distribuída no ambiente, tendo a 

capacidade de formar biofilmes sobre superfícies inanimadas e de resistir a 

ambientes inóspitos, como o calor e o frio intenso, permanecendo viável por longos 

períodos (MIRANI et al., 2013; SALES; SILVA, 2012). Seu potencial patogênico 

reside na combinação de alguns fatores como a virulência mediada por enzimas e 

toxinas; caráter invasivo (fácil multiplicação e disseminação nos tecidos); evasão do 

sistema imunológico e rapidez no desenvolvimento de resistência aos 

antimicrobianos (CORREAL et al., 2013; DONG et al., 2013). 

 

1.3 FATORES DE VIRULÊNCIA EM S. aureus 

 

A capacidade de colonização e a patogenicidade do S. aureus está 

relacionada com a expressão de diversos fatores de virulência. Estes fatores 

permitem a fixação, colonização, interação célula a célula e evasão da resposta 

imunológica do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2014). 

São descritos como componentes estruturais: a cápsula de polissacarídeo 

que inibe a fagocitose dos organismos pelos leucócitos polimorfonucleares (PMN); o 

peptidoglicano que torna a parede celular da bactéria mais rígida e com atividade 

quimiostática e a proteína A inibidora de anticorpos e de fatores do complemento 

(CASTAÑÓN-SÁNCHEZ, 2012). O S. aureus possui ainda enzimas coagulase, 

catalase, lipases, nucleases e penicilinases. Todos estes fatores garantem o 

sucesso na instalação, desenvolvimento e manutenção do microrganismo no tecido 

hospedeiro (BROOKS et al., 2012, p. 187). 

A transmissão da infecção por S. aureus pode ocorrer através do contato 

direto ou indireto, sendo relatada principalmente no ambiente hospitalar, devido às 

facilidades de colonização e disseminação do microrganismo por meio de 
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equipamentos como cateteres, sondas e respiradores mecânicos, pelas mãos dos 

profissionais da área da saúde que ao prestar assistência a pacientes portadores 

persistentes podem transmitir o microrganismo a outros pacientes e pela facilidade 

de contágio de indivíduos imunologicamente debilitados (RIZECK et al., 2011).  

Além dessas formas de contágio, Carvalho e Fontes (2014) e Prado et al. 

(2015), relatam que este microrganismo também está associado a quadros de 

intoxicação alimentar, por serem normalmente transmitidos aos alimentos 

armazenados e manipulados de forma inadequada, por colonizadores. A intoxicação 

ocorre através da produção de enterotoxinas que são liberadas durante sua 

multiplicação, sendo estes quadros, relatados com maior frequência nos alimentos 

de origem animal. 

 

1.4 S. aureus RESISTENTE À METICILINA (MRSA) 

 

Eventos significativos na evolução dos S. aureus ocorreram nos últimos 70 

anos, como o desenvolvimento de resistência às penicilinas e à meticilina, que 

representa um grave problema de saúde pública em muitos hospitais ao redor do 

mundo, além da emergência de cepas MRSA comunitárias (BOUCHER; COREY, 

2008; CARVALHO; FONTES, 2014). 

No início dos anos 1960, com o objetivo de solucionar a resistência dos 

Staphylococcus spp. à penicilina, foram desenvolvidas as penicilinas β-lactamases 

estáveis, resistentes à hidrólise das enzimas estafilocócicas representadas, pela 

meticilina e oxacilina (GUIMARÃES et al., 2010). Porém, um ano depois da 

implantação desses fármacos no mercado começaram a surgir relatos de cepas de 

S. aureus resistentes à estes antimicrobianos, denominadas respectivamente 

MRSA/ORSA, que se disseminaram rapidamente em vários países no mundo 

(ESCOBAR et al., 2012; MIMICA, 2012). 

A resistência à oxacilina se deve basicamente a mecanismos como o BORSA 

e MOD-AS e à presença do gene mecA, que codifica a produção de proteínas 

ligadoras de penicilina (PBPs) adicionais e alteradas, denominadas PBP2a ou 

PBP2’. Elas possuem baixa afinidade por antibióticos β-lactâmicos e conseguem 

manter a síntese da parede celular bacteriana mesmo na presença de altas doses 

desses antimicrobianos (CALDERA et al., 2015; CATÂO et al., 2013). 
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O gene mecA é carreado em um elemento genético móvel denominado 

cassete cromossômico estafilocócico mec (Staphylococcal Cassette Chromosome - 

SCCmec), e pode também conter estruturas como transposons que conferem 

resistência a antimicrobianos não β-lactâmicos como os fármacos MLSB. Até o 

momento, são conhecidos 11 tipos de SCCmec (tipo I-XI) em MRSA (CORREAL 

et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014). 

As cepas de MRSA, basicamente eram responsáveis por causar infecções em 

pacientes com comprometimento imunológico e em ambiente hospitalar, sendo 

conhecidas como MRSA de origem hospitalar (HA-MRSA), que estão fortemente 

associadas aos SCCmec tipos I, II e III que lhes confere, geralmente, 

multirresistência a antimicrobianos. No entanto, a transmissão na comunidade entre 

indivíduos sem fatores de risco prévio tem sido reportada nos últimos anos e se 

deve a mudanças epidemiológicas, fenotípicas e genotípicas em MRSA. O primeiro 

caso relatado foi descrito na Austrália, em 1990, e algum tempo depois estas 

infecções começaram a se disseminar pelos Estados Unidos (EUA), Europa, Ásia e 

América do Sul (NAZARETH et al., 2011; ROCA, 2013). 

Essas cepas ficaram conhecidas como Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina adquirido na comunidade (CA-MRSA), e apresentam características 

fenotípicas e genéticas distintas, quando comparadas às cepas típicas isoladas nos 

hospitais. Os CA-MRSA, carreiam os SCCmec tipos IV ou V, que são elementos 

genéticos menores que os de origem hospitalar e, na grande maioria, conferem 

resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos e aos macrolídeos-azalídeos 

(eritromicina, claritromicina, azitromicina). Além disso, uma importante característica 

observada nos isolados de origem comunitária é a presença de genes que codificam 

a leucocidina de Panton-Valentine (PVL), uma citotoxina capaz de causar necrose 

tecidual e destruição de leucócitos, através da formação de poros na membrana 

celular do hospedeiro (AGUDO et al., 2011; NAZARETH et al., 2011; ROCA, 2013; 

TAMARIZ et al., 2010). 

Os CA-MRSA são identificados na comunidade ou em até 48 horas após a 

admissão hospitalar, em indivíduos sem histórico prévio de assistência a saúde, tais 

como internação em unidade de tratamento intensivo, prolongada hospitalização, 

doença de base grave, procedimentos invasivos e exposição prolongada ou repetida 

aos antimicrobianos no último ano (OLIVEIRA et al., 2014). 
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A população afetada, as infecções mais frequentes, o perfil de resistência aos 

antimicrobianos, os tipos de Cassete Cromossômico Estafilocócico (SCCmec) e a 

presença ou não da leucocidina de Panton-Valentine (PVL), podem ser utilizados 

como marcadores para fazer a distinção entre as duas estirpes (ESCOBAR et al., 

2012; NAZARETH et al., 2011; OLIVEIRA; PAULA, 2012). 

No relatório da Organização Mundial de Saúde (OMS), divulgado em 2014, há 

um alerta de que a resistência antimicrobiana está ameaçando a prevenção e o 

tratamento eficaz de um número cada vez maior de infecções causadas por 

bactérias, parasitas, vírus e fungos. Segundo dados deste relatório, em alguns 

ambientes, até 90% das infecções por S. aureus são resistentes à meticilina, o que 

significa que o tratamento com antimicrobianos convencionais não estão mais 

funcionando adequadamente (WHO, 2014). 

Em 2014 a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) através da 

Rede de Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços da Saúde (Rede 

RM), investigou 18.233 casos de infecção primária da corrente sanguínea (IPCS) em 

908 UTIs do Sistema Único de Saúde (SUS) e observou que do total de casos 

estudados, os Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) mostraram-se 

prevalentes, entretanto, entre os coagulase positivo, o S. aureus foi à espécie 

bacteriana mais frequente, estando presente em 14,5% dos pacientes. 

No estudo epidemiológico realizado em um hospital de Ohio nos Estados 

Unidos da América (EUA) que analisou a prevalência do S. aureus em infecções 

diversas de 400 pacientes hospitalizados, foi confirmada a alta prevalência deste 

agente, que se fez presente em 25% dos casos investigados (KAPOOR et al., 2014). 

Já no estudo retrospectivo, desenvolvido por Bonnal e colaboradores (2015) na 

França, foi relatado que o S. aureus é o principal causador de bacteremias 

associadas aos cuidados de saúde, sendo detectado em 18% dos casos analisados. 

Stefani e Colaboradores (2012) relatam que a prevalência de infecções hospitalares 

por HA-MRSA nos países da América do Sul é superior a 50%, conforme ilustrado 

na Figura 1. 
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Figura 1 – Prevalência de HA-MRSA no mundo 

 

Fonte: Adaptado de Stefani et al. (2012). 

 

Estes dados reforçam a importância clínica e epidemiológica do S. aureus, 

que merece posição de destaque entre os microrganismos de importância médica, 

pois representa um verdadeiro desafio a saúde pública mundial. 

 

1.5 RESISTÊNCIA DO S. aureus AO GRUPO DE MACROLÍDEOS, LICONSAMIDAS 

E ESTREPTOGRAMINAS B (MLSB) 

 

Os antimicrobianos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas tipo B 

(MLSB) são opções terapêuticas utilizadas no tratamento de infecções 

estafilocócicas, principalmente nas que afetam a pele e tecidos moles, além de ser 

uma alternativa para tratar indivíduos com hipersensibilidade às penicilinas. Estes 

fármacos exercem efeitos inibidores semelhantes sobre a síntese de proteína 

bacteriana, mas são quimicamente distintos (JUYAL et al., 2013). 

Os macrolídeos são fármacos caracterizados pela presença de um anel 

macrocíclico de lactona, com função de inibir a síntese proteica dependente de RNA, 

através da ligação em receptores localizados na porção 50S do ribossoma 

bacteriano, impedindo que ocorram as reações de transpeptidação e translocação 
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de microrganismos sensíveis. Dentre os antimicrobianos dessa classe, destacam-se 

a eritromicina, que foi introduzida em 1952 como o primeiro antimicrobiano 

macrolídeo e a azitromicina. Infelizmente, dentro de um ano, após a descoberta da 

eritromicina estafilococos resistentes à este antimicrobiano foram descritos nos 

Estados Unidos, Europa e Japão (ROBERTS et al., 1999; SILVA FILHO et al., 2015). 

As lincosamidas têm propriedades antibacterianas similares aos macrolídeos 

e agem pelo mesmo mecanismo de ação, estes são derivados alquil de prolina e são 

desprovidos de um anel de lactona. Da classe das lincosamidas, a clindamicina é 

um antimicrobiano amplamente utilizado para tratar infecções causadas por S. 

aureus principalmente as que acometem a pele e os tecidos moles, pois apresentam 

melhor atividade e maior absorção quando administrada por via oral, com cerca de 

até, 90% de biodisponibilidade (CHUMACERO, 2010; DUBEY et al., 2013; 

GUIMARÃES et al., 2010). Além disso, Saderi e colaboradores (2011) relatam que 

este medicamento é capaz de inibir a produção de toxinas e de fatores de virulência 

em bactérias Gram-positivas por meio da inibição da síntese de proteínas.  

Já as estreptograminas, constituem um grupo de antimicrobianos formados 

por uma mistura de duas classes de componentes distintos quimicamente, 

designados estreptograminas A e B. São agentes bactericidas e também agem na 

inibição da síntese proteica ao ligar-se aos ribossomos bacterianos. Seu principal 

uso clínico é na terapia de infecções por microrganismos Gram-positivos, 

particularmente nas ocasionadas por S. aureus e S. epidermidis resistentes à 

meticilina. Com a disponibilidade de linezolida e da daptomicina, as indicações para 

esse agente se tornaram limitadas (CHUMACERO, 2010). 

A resistência do S. aureus aos MLSB pode ocorrer por dois diferentes 

mecanismos: resistência mediada pelo gene msrA (specific methionine sulfoxide 

reductase) e resistência mediada pelos genes erm. O primeiro mecanismo de 

resistência envolve efluxo ativo por meio de bomba ATP – dependente capaz de 

manter antimicrobianos em concentrações intracelulares suficientemente baixas 

impedindo que se liguem ao seu sítio alvo no ribossoma bacteriano. Este 

mecanismo cria resistência aos macrolídeos e as estreptograminas, mas não as 

lincosamidas (MAHESH et al., 2013). O segundo mecanismo ocorre por alteração 

ribossômica através de enzimas rRNA metilases, mediadas principalmente pelos 

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

2012). 

Esta alteração ribossômica dificulta a ligação destes antimicrobianos em seu 

sítio de ação e pode ocorrer de forma constitutiva ou induzível (MIMICA, 2012). A 

resistência cMLSB ocorre quando o RNAm relativo à metilase é ativo sem a presença 

de um agente indutor, expressando resistência a todos os fármacos do grupo MLSB. 

Já a resistência iMLSB ocorre quando o RNAm inativo é transcrito e, na presença de 

um indutor, torna-se ativo demonstrando resistência aos antimicrobianos 

macrolídeos como a eritromicina, sendo porém, sensível às lincosamidas 

(clindamicina) e estreptograminas B (COUTINHO et al., 2010; SASIREKHA et al., 

2014). 

Conhecer o tipo de resistência MLSB é importante para estabelecer a terapia 

antimicrobiana eficaz, uma vez que isolados de Staphylococcus spp. com resistência 

induzível podem selecionar mutantes erm constitutivos, que podem resultar em 

falhas terapêuticas (COUTINHO et al., 2010; PRABHU; RAO; RAO, 2011). 

Dessa forma, o CLSI recomenda a realização do teste de indução por disco-

aproximação (D-teste) na rotina laboratorial de todos os laboratórios clínicos, pois 

este permite detectar o fenótipo induzível e auxiliar no uso correto e efetivo da 

clindamicina nas infecções estafilocócicas (CLSI, 2014). 

O D-teste consiste em colocar em cultivo de S. aureus o disco de eritromicina 

posicionado a uma distância de 20 mm (centro a centro) ao disco da clindamicina, 

incubando em estufa bacteriológica por um período de 18 a 24 horas para posterior 

analise dos halos de inibição que irão permitir identificar os fenótipos de resistência 

aos MLSB (CASTELLANO et al., 2015). Nas cepas com resistência constitutiva, 

ocorre a formação de halos circulares ao redor de ambos os discos de 

antimicrobianos utilizados, já nas que apresentam resistência induzível há formação 

de uma zona de inibição em formato de letra D ao redor do disco da clindamicina, 

conforme ilustrado na Figura 2. 
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Figura 2 – Fenótipos MLSB encontrados no teste de indução por disco aproximação 
(D-teste) 

 

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016). 

 

De acordo com Prabhu et al. (2011), o teste apresenta alta sensibilidade e 

especificidade,é de fácil execução e de baixo custo. Apesar da recomendação de 

realização universal do teste pelo CLSI (2014), infelizmente, o mesmo não é 

realizado com tamanha frequência. Dados americanos divulgados no estudo de 

Patra et al. (2011), demonstram isso com clareza e, em nosso meio, não é esperado 

que a adesão à esta recomendação seja muito maior. 

 

1.6 JUSTIFICATIVA 

 

Em razão da emergência das infecções causadas por cepas de S. aureus 

resistentes a múltiplos antimicrobianos e do aumento nas taxas de morbidade e 

mortalidade associadas a infecções hospitalares e comunitárias relacionadas a esse 

patógeno, as opções de tratamento têm se tornado cada vez mais restritas. Os 

antimicrobianos MLSB representam uma alternativa terapêutica em alguns casos de 

infecções estafilocóccicas, destacando-se a lincosamida clindamicina, pelas suas 

excelentes propriedades farmacocinéticas, e representa uma alternativa em casos 

de intolerância à penicilina ou à meticilina. No entanto, cepas de S. aureus 

carreadoras do gene erm somente expressam a resistência à clindamicina na 

presença de um agente indutor (eritromicina/azitromicina), o que aumenta as 

chances de ocorrerem falhas terapêuticas na utilização deste antimicrobiano. 
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Portanto, a investigação da expressão constitutiva e induzivel em 

nosocômios, tanto por métodos fenotípicos quanto moleculares é importante, uma 

vez que estes testes permitem um diagnóstico precoce e mais sensível deste tipo de 

resistência, que poderão direcionar condutas terapêuticas, reduzindo o ônus tanto 

para os pacientes como para o sistema de saúde, além de aumentar a eficácia no 

tratamento da infecção. 

 

1.7 OBJETIVOS 

 

1.7.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a prevalência da resistência constitutiva e induzível aos MLSB em 

isolados clínicos de S. aureus obtidos de pacientes admitidos em um Hospital 

Terciário de Santa Maria. 

 

1.7.2 Objetivos Específicos 

 

a) Determinar a prevalência da resistência constitutiva e induzível nos 

isolados clínicos de S. aureus por meio do teste de indução por disco aproximação 

(D-teste).  

 

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

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

resistência fenotípica MLSB comparando as duas metodologias utilizadas. 
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2. PUBLICAÇÃO CIENTÍFICA 

 

2.1 ARTIGO 
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3 MATERIAL E MÉTODOS ADICIONAIS 

 

3.1 DETECÇÃO GENES erm E msrA POR REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

(PCR) 

 

3.1.1 Seleção de isolados e extração do DNA bacteriano 

 

Para realização 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 -

80ºC na bacterioteca do Departamento de Análises Clinicas e Toxicológicas da 

UFSM, cuja utilização para pesquisa clínica, foi aprovada pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa (CEP) sob o número: 0117.0.243.000-08. 

Foram selecionadas as 36 cepas que no teste fenotípico expressaram 

resistência MLSB, sendo que 25 apresentavam fenótipo constitutivo (cMLSB) e 11 o 

fenótipo induzível (iMLSB). Posteriormente, as 104 cepas utilizadas no estudo 

fenotípico, que não expressaram fenótipo MLSB, também serão submetidas a PCR 

para pesquisa dos genes de interesse. 

A extração do DNA dos isolados de S. aureus baseou-se nos protocolos 

desenvolvidos por Fuverki et al., (2008) e Moosavian et al. (2014), com adaptações. 

As bactérias armazenadas foram inicialmente reativadas em ágar Mueller-Hinton e 

incubadas em estufa bacteriológica a 35 ± 2ºC por um período de 18 a 24 horas. 

Após o crescimento das colônias, com auxílio de uma alça bacteriológica, transferiu-

se de 2 a 5 colônias de cada isolado para tubos de eppendorf de 1,5 mL contendo 

750 µl de tampão TE (10 mMTris, 1mM de EDTA, pH 8). A seguir, os tubos foram 

levados a banho seco a 80ºC por 20 min., sendo submetidos após este período a 

choque térmico em freezer – 80ºC por mais 20 min., para que ocorresse a lise da 

parede celular com consequente liberação da molécula de DNA bacteriano. As 

amostras permaneceram armazenadas no -80ºC até a realização da técnica da 

PCR. 

A quantificação do DNA total extraído de cada isolado foi feita pela técnica de 

fluorometria, utilizando-se o equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (INVITROGEN®), no 

qual quantidade ideal de material genético deveria estar entre 20 e 50ng/µl de DNA 

conforme adaptações realizadas a partir dos protocolos acima citados. 
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Quando as quantificações do DNA extraído ficavam abaixo de 20ng/µl, as 

amostras eram concentradas, centrifugando-se o material a 14.000 rpm durante 

1min., sendo o sobrenadante retirado e ressuspenso novamente em 100 µl de TE, 

para nova quantificação. Já, quando as amostras apresentavam quantificações 

acima de 50ng/µl,  eram diluídas em TE em uma relação 1:1 se ficassem entre 51 a 

75ng, e de 1:2 se estas ficassem entre 76 a 100ng de DNA. 

 

3.1.2 Sequências de primers e condições de ciclagem dos genes 

 

Os isolados foram inicialmente submetidos à PCR para a pesquisa do gene 

16s, considerado o método de referência para identificação de DNA bacteriano, 

sendo utilizado como controle de qualidade dessas amostras (LANGE et al., 2011). 

A sequência de primer utilizada na pesquisa deste gene, foi a descrita por Lina et al., 

(1999). 

O processo de amplificação consistiu em 30 ciclos sendo, desnaturação a 

94°C por 30s, anelamento a 55°C por 30s, extensão da cadeia de DNA a 72°C por 

30s, e 1 ciclo de extensão final a 72°C por 5 min. As reações de amplificação 

ocorreram no termociclador modelo 2720-Thermal Cycler, Biosystems, sendo que 

para cada reação de amplificação foi preparado um mix de 25 μL para cada tubo 

incluindo os reagentes e volumes apresentados no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Concentrações dos reagentes utilizados na PCR 

GENES 
PESQUISADOS 

REAGENTES/SOLUÇÕES 
(MIX – PCR) 

VOLUME (μL /AMOSTRA) 

16s 
erm A 
erm B 
erm C 
msrA 

Água Milli-Q (Estéril) 18,05 μL 

Tampão 10X 2,5 μL 

MgCL2 50mM 0,75 μL 

dNTP 100Mm 0,5 μL 

Primer 0,5 μL F + 0,5 μL R 

TAQ 5U/ Μl 0,2 μL 

DNA 20-50 ng/ μL 2 μL 

 VOLUME FINAL 25 μL 

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 condições de 

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

 

Tabela 1 – Primers utilizados na execução da PCR 

PRIMERS 
ACESSO 

GENBANK 
SEQUENCIA 

PRIMERS 
ORIGEM 

TAMANHO 
PRODUTO 

(pB) 

CONDIÇÕES DA PCR 
(Ciclos) 

REFERÊNCIA 

erm A – F 
erm A – R  

K02987 
5’ - GTTCAAGAACAATCAATACAGAG - 3’ 
5’ - GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC - 3’ 

GBT 
Oligos® 421 

30 (30s a 940 C; 30s a 
520; 1 min a 720 C). 

Lina et al., 1999. 

erm B – F 
erm B – R 

U35228 

5’ - 
CCGTTTACGAAATTGGAACAGGTAAA 
GGGC -3’ 
5’ - GAATCGAGACTTGAGTGTTGC-3’ 

GBT 
Oligos® 359 

30 (30s a 940 C; 30s a 
550; 1 min a 720 C). 

Lina et al., 1999. 

erm C – F 
erm C – R 

M17990 
 

5’ - CTTGTTGATCACGATAATTTCC - 3’ 
5’ - ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC - 3’  

IDT® 190 
35 (30s a 950 C; 30s a 
580; 45s a 72º e 7 min 
a 720 C). 

Moosavian et al., 
2014. 

msrA – F 
msrA – R  

X52085 
5’ - TCCAATCATTGCACAAAATC - 3’ 
5’ - AATTCCCTCTATTTGGTGGT - 3’  

IDT® 163 
35 (30s a 95ºC; 30s a 
55º, 45s a 72ºC e 7min 
a 72ºC). 

Moosavian et al., 
2014. 

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

 

A análise dos produtos da PCR ocorreu através de eletroforese em gel de 

agarose a 2% (40 minutos, a 300mA e 100V) em tampão TAE 1x (Tris, Acetato de 

Sódio, EDTA) com brometo de etídio. Neste procedimento, foi adicionado a 8 µl do 

produto da PCR, 2 µl de corante para comparação com o marcador de peso 

molecular (ladder de 100 pares de bases (100-1000 pb) da Ludwig (Biotec®). Após a 

corrida no gel, as bandas foram visualizadas no sistema de foto documentação 

KODAK DC 290, 1D (3.6). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES ADICIONAIS 

 

O resultado da PCR dos genes erm e msrA de interesse são 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 

resistência constitutiva ou induzível aos MLSB e do gene msrA associado a bomba 

de efluxo dos isolados de S. aureus analisados neste estudo, encontram-se 

descritos na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Genes de resistência dos 36 isolados de S. aureus com fenótipo MLSB 

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

Genes 
Pesquisados 

MLSB CONSTITUTIVO (n=25) MLSB INDUZIVEL (n=11) 

MRSA (n= 20) MSSA (n=5) MRSA (n= 3) MSSA (n=8) 

ermA 2(10,0%) - 1(33,34%) 1(12,5%) 

ermB 1(5,0%) 1(20,0%) - - 

ermC 4(20,0%) 1(20,0%) 1(33,33%) 2 (25,0%) 

msrA 3(15,0%) 2(40,0%) - - 

ermA + ermB 1(5,0%) - - - 

ermA + ermC 3(15,0%) - - - 

ermA + msrA 2(10,0%) - 1(33,33%) - 

ermB + msrA - - - 1(12,5%) 

ermC + msrA - - - 4 (50,0%) 

Não amplificaram na PCR 4 (20,0%) 1 (20,0%) - - 

TOTAL (n=36) 20 (100%) 5 (100%) 3 (100%) 8 (100%) 

Fonte: Angelita Bottega/Autora (2016).  
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Considerando as associações dos isolados que amplificaram para dois genes 

de resistência concomitantemente, pode-se afirmar que das 20 cepas com fenótipo 

cMLSB, resistentes à meticilina (MRSA), 8 (40%) apresentaram o gene ermA e 

7 (35%) o ermC. A amplificação do gene ermB ocorreu em apenas 2 (10%) dos 

isolados com este fenótipo de expressão. 

De acordo com Chavez e colaboradores (2005), a associação entre os genes 

erm (ermA, ermB e ermC), assim como a associação destes com o msrA pode 

ocorrer, uma vez que um microrganismo pode apresentar mais de um gene de 

resistência. 

Essa informação 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 associação entre os genes ermA e msrA, também foi 

constatada , no qual 2 (10%) dos 20 isolados MRSA com fenótipo cMLSB   

apresentaram ambos os genes. A associação entre os 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 Universitário de Dallas nos Estados Unidos 

(EUA), Chavez e colaboradores (2005) ao pesquisarem197 isolados de S. aureus, 

verificaram a associação 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 expressão cMLSB,sensíveis a meticilina (MSSA), não 

ocorreu amplificação do gene ermA. Entretanto, os genes ermB (1(20,0%)) e ermC 

(1(20,0%)), foram encontrados em isolados distintos os quais apresentavam este 

fenótipo.  

Dos 25 isolados cMLSB, 5 não expressaram molecularmente a presença de 

nenhum dos genes pesquisados. Possivelmente, a não expressão desses genes 

tenha ocorrido devido a presença de outros genes erm de resistência aos MLSB 

(ermD, ermF, ermY), não 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 não 

amplificaram para os genes erm pesquisados, e de Saderi et al. (2011), em 
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Teerã/Iran, onde das 126 cepas de S. aureus analisadas, 42 (33,3%) não 

amplificaram para nenhum dos genes erm de interesse. 

Das 11 cepas com fenótipo de expressão induzível, 3 isolados eram MRSA e 

8 MSSA. A presença do gene ermA foi evidenciada em 2 (66,7%) dos isolados 

MRSA, sendo que destes, 1 (33,33%) apresentava tanto o gene ermA como o msrA. 

Não ocorreu amplificação para o gene ermB, enquanto o gene ermC amplificou em 

apenas 1 (33,3%) dos isolados com este mecanismo de resistência.  

Nas 8 cepas com fenótipo iMLSB, sensíveis à 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. Já o gene ermB foi identificado em 1 (12,5%) dos isolados 

com este fenótipo de expressão, em associação ao gene msrA. 

Entre os genes erm pesquisados neste estudo, os 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 universitários 

de Teerã, os pesquisadores também encontraram a prevalência 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 os genes.  

Na Coréia, Jung e colaboradores (2008) estudaram 280 cepas de S. aureus 

provenientes de pacientes atendidos em 157 Hospitais particulares do país, 

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 prevalência desses genes também é relatada no estudo de Lim e 

colaboradores (2012), desenvolvido em um Hospital Universitário da Malásia com 

188 isolados de S. aureus, onde os pesquisadores encontraram em 157 dos 

isolados, a presença 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 prevalência 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 terciário de Athenas, na Grécia, 

também encontraram maior frequência do gene ermC, sendo que 126 (88,7%) 

apresentavam este gene, enquanto o ermA em apenas 16 (11,3%). Os genes ermB 

e msrA não 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 são os predominantes nos 

estafilococos. Sendo que os genes ermA são mais difundidos em MRSA por serem 

transportados por transposons relacionados com TN554 que codifica resistência a 

eritromicina e a estreptomicina, enquanto que os genes ermC são responsáveis 

principalmente pela resistência à eritromicina em MSSA e são transportados por 

plasmídeos. 

O gene ermB amplificou em 4 (11,1%) das 36 amostras desse estudo. A 

relativa baixa frequência do ermB, pode ter ocorrido pelo fato deste gene estar 

prevalentemente associado a Staphylococcus spp., de procedência animal 

(COUTINHO et al., 2010; DÍAS et al., 2007). 

No estudo de Coutinho e colaboradores, (2010), a prevalência 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 pediátrica, 31 carreavam este gene, 

presença significativamente maior da encontrada em nosso estudo. 

Quanto a pesquisa do gene msrA, a presença do gene foi encontrada em 13 

(36,1%) das 36 cepas analisadas. Destas, 7 apresentavam fenótipo cMLSB e 6 

fenótipo iMLSB. Nas amostras com expressão 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. Já nas cepas induzíveis, a 

expressão 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 Tunísia com 

35 S. aureus, a presença do gene msrA foi encontrada em 10 (28%) dos isolados 

pesquisados, assemelhando-se aos resultado obtidos em nosso estudo. Já 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 presença do gene msrA em 30,3% desses, e não houve relato de 

associação com os genes erm pesquisados. Entretanto, Moosavian et al. (2014), ao 

analisarem 124 S. aureus, não encontraram a presença deste gene em nenhuma 

das cepas estudadas. 

Essas diferenças encontradas nos estudos da literatura no que se refere a 

prevalência dos genes erm (ermA, ermB e ermC) e msrA, pode ser explicada, já que 

estas taxas podem variar entre diferentes hospitais de acordo com a região 

geográfica, o que salienta a importância da determinação dessas frequências em um 

local específico (COUTINHO et al., 2010; SADERI et al., 2011; SEIFI et al., 2012). 
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5 CONCLUSÕES 

 

 A maioria dos S. aureus analisados apresentou fenótipo sensível (ER-S, CL-

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

 

 O fenótipo Constitutivo foi maior nesse estudo em relação ao induzível, 

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

 

 Dos 25 isolados de S. aureus com resistência constitutiva, 20 (14,3%) eram 

MRSA e 5 (3,6%) MSSA.   

 

 Dos 11 isolados de S. aureus com resistência induzível aos MLSB, 3 (2,1%) 

eram MRSA e 8 (5,8%), MSSA. 

 

 Apesar da menor frequência do fenótipo iMLSB (n = 11) em relação ao 

fenótipo cMLSB (n = 25) encontrada neste estudo, a realização do teste de 

indução por disco aproximação (D-teste) é importante, pois a identificação de 

isolados com resistência induzível pode direcionar condutas terapêuticas. 

 

 Os genes ermA e ermC foram os prevalentes entre os 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 padrão ouro na pesquisa de genes, os 

custos de manutenção desta técnica acabam inviabilizando seu uso na rotina 

de grande parte dos laboratórios clínicos. Entretanto, o D-teste é um método 

considerado confiável para delinear resistência constitutiva e induzível à 

clindamicina, apresenta baixo custo, devendo fazer parte da rotina de todos 

os laboratórios clínicos, pois contribui no direcionamento da terapêutica. 

 

 A obtenção de dados locais fenotípicos e moleculares a respeito da 

resistência constitutiva e induzível é útil, uma vez que pode enfatizar a 

importância da continuidade ou implementação de procedimentos que visem 
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controlar a disseminação desses mecanismos de resistência no nosocômio 

onde o estudo é realizado, reduzindo o ônus para os pacientes e para o 

sistema de saúde.  

 

 Será realizado a PCR das 104 cepas, que não apresentaram fenótipos de 

resistência MLSB no teste fenotípico realizado. 
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