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RESUMO

Os Staphylococcusspp. demonstraram, ao longo do tempo, a notavphctdade de
desenvolver resisténcia a maioria dos antimicraisaia um mecanismo de resisténcia aos
macrolideos, em Staphylococcusspp. que atinge também as lincosamidas e as
estreptograminas B caracterizando a denominadstéesia MLS$, cuja expressao pode ser
constitutiva (MLSc) ou induzivel (MLgI) e é codificada principalmente pelos geaasAe
ermC A resisténcia MLgc é facilmente detectada pelos testes de susdejad® utilizados

na rotina laboratorial, mas a resisténcia MiLi$0 €. A terapia com clindamicina nos casos
de infeccdo por isolados com resisténcia MLSode falhar. O objetivo deste estudo foi
caracterizar o perfil fenotipico (ocorréncia dosdiipos MLSC e MLSsi) e molecular
(ocorréncia dos genesrmA e erm(Q da resisténcia MLS dos isolados clinicos de
Staphylococcus aurews SCN Staphylococcusoagulase negativos) sensiveis e resistentes a
meticilina provenientes de pacientes do Hospital @Hnicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE), durante o ano de 2012. Aeptibdidade antimicrobiana de 103
isolados foi determinada pela técnica de disco sddu em agar Mueller-Hinton.
Posteriormente, foi realizado screeningde oxacilina. O fendtipo MLgs foi detectado
através do teste D. Foram submetidos a reacaadeiacda polimerase (PCR), 13 isolados
com fenotipos MLEc e MLSsi para a detecgcdo dos gemesmAeermC Os fendtipos MLEC

e MLSgi foram identificados respectivamente em 39 (37,%4inco (4,9%) isolados. O
fendtipo MLSsi foi encontrado apenas em quatro (10,8%)$logureusensiveis a meticilina

e em um (4,5%) doS. aureugesistentes a meticilina. Dos 13 isolados subrostal PCR,
seis (46,2%) apresentaram um gen®a Foi verificada a mesma frequéncia trés (23,196) do
genesermA e ermC entre os isolados. Os genesnA e ermC se fizeram presentes entre
alguns dos isolados @&taphylococcuspp. do hospital estudado e apesar do fen6tipogMLS
ter sido menos frequente que o MELSé importante a realizagéo do teste D para detec
assim, orientar condutas terapéuticas.

Palavras-chave Staphylococcus. Meticilina. Clindamicina. Eritrimma. Genes.



ABSTRACT

Staphylococcuspp. demonstrated, over time, the remarkabletylbdi develop resistance to
most antibiotics. There is a mechanism of resiga@ocmacrolides irStaphylococcuspp.
which also affects lincosamides and streptogramBicharacterizing called MLgSresistance,
whose expression can be constitutive (CML68r inducible (iMLS) and is encoded mainly
by ermAandermC genes. The cMLSresistance is easily detected by susceptibilisyirig
used in laboratorial routine, but the iMg $esistance is not. Therapy with clindamycin in
cases of infection by isolates with resistance iMIogay fail. The aim of this study was to
characterize the phenotypic profile (occurrencecbfLSg and iIMLS phenotypes) and
molecular (occurrence a@rmA andermC genes) of MLg resistance of clinical isolates of
susceptible and methicillin-resistaBtaphylococcus aureuand CNS (coagulase-negative
Staphylococcysof patients from the Clinical Hospital of Fedetativersity of Pernambuco
(HC-UFPE), during the year 2012. The antimicrolsalkceptibility of 103 isolates was
determined by disk diffusion technique on Muellarddn agar. Posteriorly, oxacillin
screeningwas performed. The iMLgSphenotype was detected by D test. Were subjeoted t
polymerase chain reaction (PCR), 13 isolates wilh.$z and iIMLSs phenotypes to detect
ermA and ermC genes. cMLg§ and iIMLSs phenotypes were identified respectively in 39
(37,9%) and five (4,9%) isolates. The iML.Bhenotype was only observed in four (10,8%)
of methicillin-susceptiblé&. aureusand one (4,5%) of methicillin-resistait aureusOf the

13 isolates subjected to PCR, six (46,2%) showexleom gene. The same frequency three
(23,1%) ofermA and ermC genes among the isolates was observed. efivéd and ermC
genes were present among some of the isolat8saphylococcuspp. of the hospital studied
and despite the phenotype iMd.Bave been less frequent than cML8 is important to
perform the D test to detect it and thus guidettneat management.

Keywords: Staphylococcus. Methicillin. Clindamycin. Erytimgcin. Genes.
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1 INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia da resisténcia a metcéim Staphylococcuspp. € um
problema crescente. Isto tem levado a novos irgeseselativos ao uso dos antimicrobianos
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B pardratamento das infeccdes
estafilococicas, com a clindamicina, uma lincosani@presentando uma escolha frequente
para algumas dessas infeccdes, particularmenteinfacgdes da pele e de tecidos moles, e
uma alternativa em casos de intolerancia a pemacdu de resisténcia a meticilina (DAUREL
et al, 2007; FIEBELKORNet al, 2003; PRABHU; RAO; RAO, 2011). ESstaphylococcus
spp, um dos mecanismos de resisténcia aos maa®liEnsiste na modificacdo do alvo
ribossomal, atingindo macrolideos, lincosamidasseeptograminas B, caracterizando a
denominada resisténcia MgScuja expressao pode ser constitutiva (Mt)Sou induzivel
(MLSgi) e é codificada pelos genesmA (erythromycin ribosome methylase)eemC que
sao os principais determinantes nos estafilocdelEsBELKORN et al, 2003; LECLERCQ),
2002; MAHESH; RAMAKANT; JAGADEESH, 2013).

Conhecer o tipo de resisténcia M8 importante para o estabelecimento da terapia,
uma vez que isolados &aphylococcuspp. com resisténcia constitutiva apreseritamitro
resisténcia a todos os macrolideos, lincosamidasreptograminas Bir vivo, a terapia com
clindamicina nos casos de infeccdo por isoladosStgphylococcuspp. com resisténcia
induzivel pode selecionar mutantesm constitutivos, resultando em falha terapéutica
(DRINKOVIC et al, 2001; FOKASet al, 2005; LECLERCQ, 2002; PRABHU, RAO; RAO,
2011). Vale ressaltar que a resisténcia ML facilmente detectada pelos testes de
susceptibilidade utilizados na rotina laboratoreiguanto que a resisténcia ML$4ao &,
porque por estes métodos, os isoladosSthphylococcuspp. com resisténcia induzivel
aparecemnin vitro resistentes a eritromicina e sensiveis a clindami(DRINKOVIC et al,
2001; KUMAREet al, 2012; MAHESH; RAMAKANT; JAGADEESH, 2013; SHOUMAet
al., 2011).

Para detectar a resisténcia induzivel a clindamidios isolados d8taphylococcus
spp., um dos testes indicados pelo CLSI (Clinical baboratory Standards Institute) é o teste
de difusdo de disco-duplo (teste D) e quando dadses apresentam este tipo de resisténcia, o
CLSI recomenda cita-los como resistentes a clindaai(CLSI, 2012). Entdo, os dados
relativos a susceptibilidade aos antimicrobianas isd@portantes para a conduta frente as

infecgbes, mas resultados de falsa sensibilidaderpaoser obtidos, se os isolados ndo séo
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submetidos a testes que detectam a resisténciaivedlia clindamicina (YILMAZet al,
2007).

Trabalhos realizados em dois estados brasileiron mlados hospitalares de
Staphylococcuspp. relataram o fenotipo Mg& como o mais frequente (AMORINL al.,
2009; COUTINHOEet al, 2010). Coutinhaet al (2010) avaliaram também a ocorréncia dos
geneserm entre os isolados analisados. No entanto a fretuéta resisténcia Mlg8 e
MLSgi varia entre os diferentes hospitais e existenmmosuimecanismos de resisténcia que
conferem resisténcia a apenas uma ou duas dasstissomplexo MLS(ROBERTSet al,
1999; SEIFlet al, 2012).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o pedildtipico (ocorréncia dos fenétipos
MLSgC e MLSsi) e molecular (ocorréncia dos gersgmAe ermQ da resisténcia MLgSdos
isolados clinicos destaphylococcus aureus SCN Staphylococcusoagulase negativos)
sensiveis e resistentes a meticilina provenientepatientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), aléree obter dados locais referentes a

resisténcia qupodem ser Uteis para orientar condutas terapéuticas



PEREIRA, J. N. P. Caracterizacéo fenotipica e mideaa resisténcia aos macrolideos, lincosamidas..

18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do géner&taphylococcus

O génerdstaphylococcué composto de diversas espécies, muitas dasmpaesn ser
encontradas em amostras clinicas humanas. Osl@siafis sdo geralmenemcontrados na
pele e em mucosas do homem e de outros anifveisIN et al, 2008). O nome
Staphylococcu® derivado da palavra gregéaphylé que significa “cacho de uvas”. Esse
nome se refere ao fato de que as células desses g@mn-positivos crescem em um padréo
semelhante a um cacho de uvas (MURRZ ML, 2004).

A maioria dos estafilococos apresenta diametro ceemglido entre 0,5 a dm, séo
micro-organismos iméveis (MURRAYet al, 2004) e ubiquos na natureza (STROHL;
ROUSE; FISHER, 2004). As espécies sdo, em sua imaioraerobios facultativos, exc&o
aureussubespanaerobiuse S. saccharolyticusEssas duas espécies crescem em condicdes
anaerdbicas e, ao contrario das espécies facakatsdo frequentemente catalase negativas
(WINN et al, 2008).0s estafilococos sao robustos, sendo relativanmestgtentes ao calor e
a dessecacdo, podendo, portanto, persistir poosopgriodos em fomites, que podem servir
como fonte de infeccdo (STROHL; ROUSE; FISHER, 3004

Este género é constituido por importantes patdgbnosanos, causando um amplo
espectro de doencas sistémicas potencialments;fatéeccdes cutaneas, de tecidos moles,
0ss0s e das vias urinarias; e infecgbes oportsnistl RRAY et al, 2004). As infec¢des por
estafilococos podem ser bastante dificies de tratgecialmente as contraidas em hospitais,
por causa da extraordinaria habilidade destes roigganismosadquirirem determinantes de
resisténcia aos antibiéticos (STROHL; ROUSE; FISHEB0D4).

As espécies mais comumente associadas a doencadsawbtaphylococcus aureus
(o membro mais virulento e mais bem conhecido dwegs, Staphylococcus epidermigis
Staphylococcus saprophyticusStaphylococcus capitie Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus aureus a Unica espécie encontrada no ser humano qdezpeo enzima
coagulase; assim, todas as outras espécies saalmmmte referidas comBtaphylococcus
coagulase negativos (MURRA&L al, 2004).
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2.2 Staphylococcus aureus

S. aureu® uma das bactérias patogénicas mais importantesyaz que atua como
agente de uma ampla gama de infeccdes, variandie dapielas localizadas, geralmente
superficiais, até algumas disseminadas, com elegaaldddade (TRABULSI; TEIXEIRA,;
BUERIS, 2005).

Esta bactéria pode determinar doencas clinicamerdrifestas ou o estado de
portador assintomatico, também denominado coloa@ag simplesmente portador, quando
presente no organismo do hospedeiro sem ocasiEst@ed aparentes.® aureudaz parte da
flora transitoria da pele em até um terco da pa@ddam geral, tendo como principais sitios
reservatorios o vestibulo nasal (35%) e a regidimged (20%), além das regides umbilical,
axilar e interpododactila (5% a 10%), de onde p@ddmcorrer disseminacéo, provocando
doenca e transmissdo a outros individuos. Taisossifpodem estar colonizados
persistentemente, intermitentemente ou ser regésterm colonizacdo pela bactéria
(CAVALCANTI et al, 2006). Os portadores servem como fonte de iéateqgara eles
proprios e para 0s outros, por contato direto,qootaminacao de fémites ou de alimentos,
podendo, neste caso, resultar em intoxicacao alan€dTROHL; ROUSE; FISHER, 2004).

S. aureuspossui diversos fatores de viruléncia que podentriboir para sua
capacidade de produzir doenca. Entretanto, essgsiquades, e genotipicidade ndo séo
constantes em todas as cepas desta bactéria. r@pais fatores de viruléncia sdo capsula,
peptidoglicano, acidos teicodicos, proteina A, at®Esi enzimas e toxinas extracelulares. As
toxinas estafilocdcicas também sdo responsaveis mdrose epidérmica toxica (sindrome
estafilococica da pele escaldada), sindrome do ughdgxico e intoxicagdo de origem
alimentar (RATTI; SOUSA, 2009; SANTQOS al, 2007).

Apesar de haver uma grande variedade de quadrososlicausados pel®. aureus
estes podem ser divididos em trés principais tipssinfeccées superficiais, tais como 0s
abscessos cutaneos e as infecgoes de feridasgesOls sistémicas, tais como osteomielite,
miosite tropical, endocardite, pneumonia e septigem os quadros toxicos, tais como
sindrome do choque toxico, sindrome da pele estalda a intoxicacdo alimentar
(TRABULSI; TEIXEIRA; BUERIS, 2005).

O S. aureugt distinguido dos SCN principalmente pela pogsitide para coagulase.
Além disso, as colbnias d8. aureustendem a ser amarelaaufeus significa ouro) e

hemoliticas, em vez de cinzas e ndo hemoliticasocasncoldénias dos SCN. Este micro-
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organismo € também distinguido da maioria dos SQNX ger positivo para manitol
(STROHL; ROUSE, FISHER, 2004).

Embora 0S. aureuspossa ser susceptivel a acdo de varios antimarobiativos
contra bactérias gram-positivas (tais como penaslj cefalosporinas, eritromicina,
aminoglicosideos, tetraciclina e cloranfenicol),taénbém reconhecido pela sua elevada
capacidade de desenvolver resisténcia a todasmAssiantibioticoterapia adequada das
infeccdes estafilococicas deve ser precedida dalles@o antimicrobiano com base nos
resultados de testes de susceptibilidade (TRABULEIXEIRA; BUERIS, 2005).

2.3 Staphylococcugoagulase negativos

Das espécies de SCN que tém sido recuperadas comensais normais da pele
humana e das narinas anteriores, a mais abundanfmgante é &.epidermidis O segundo
mais importante SCN é 8. saprophyticus que tem um nicho clinico espec(8TROHL;
ROUSE; FISHER, 2004).

O S. epidermidigaz parte da flora humana normal da pele e das marap mucosas
(LEVINSON; JAWETZ, 2005). As principais doengas satlas por este micro-organismo
estdo associadas ao uso de dispositivos médicdaritagos, tais como cateteres e proteses.
Além disso incluem bacteremias/septicemias, enddear meningites, peritonites,
endoftalmite, osteomielites, artrites, infec¢destrddo urinario e varias outras, dependendo
do tipo de cateter ou prétese bem como da locdlizdestes dispositivos (BUERE al.,
2005). Dentre as espécies de SQN,epidermidisé a mais prevalente em bacteremias,
situando-se entre 74% e 92% @®&iaphylococcuspp. isolados em hemoculturas (JUNIGR
al., 2009).

S. saprophyticu®, depois da&scherichia coli o agente mais comum de infeccéo
urindria em mulheres na faixa de 20 a 40 anosatieidPode também causar infecgcéo urinaria
no homem, principalmente depois dos 50 anos. Agpaioidade esta relacionada a sua
capacidade de aderir as células do epitélio uaon&ste micro-organismo € um habitante

normal da pele e da regiéo periuretral do homem mwuheres (BUERISt al, 2005).

2.4 Outros Staphylococcugoagulase negativos

Embora as espécies coagulase-negativas diferentesS.d epidermidis e S.

saprophyticussejam frequentemente encontradas como contamindatesnostras clinicas,
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0s avancos meédicos estabeleceram um importanté me@emuitos dos outros estafilococos
coagulase-negativos nas infec¢des e doencas hunvéass outras espécies foram descritas
como causadoras de infeccbes em humanos, prin@ptninfeccdes de feridas, urinarias,
bacteremia, osteomielite, sepse relacionada aodescateteres, infeccoes de derivacao
ventriculoperitoneal e endocardite de valvas nategréteses valvares. Esses agentes estéo
sendo cada vez mais reconhecidos como importante®ggnos em pacientes
imunocomprometidos, incluindo lactentes prematupasientes neutropénicos com cancer,
individuos idosos com doencas subjacentes gravepaaentes hospitalizados apoés
procedimentos invasivos e com dispositivos de igldste demora. As infec¢bes causadas por
muitas dessas outras espécies sao adquiridas nmrdenthospitalar. As espécies mais
comumente implicadas inclueBi haemolyticysS. lugdunensjsS. schleiferiS. warnerj S.
hominis S. simulang S. saccharolyticu/VINN et al, 2008).

2.5 Staphylococcus aureusesistentes a meticilina (MRSA): surgimento e digsninacao

hospitalar

S. aureusé um patégeno que se destaca por sua facilidadeproleagacao,
principalmente no ambiente intra-hospitalar, relaada a aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos. Sua importancia clinica decorrecdpacidade de causar varios tipos de
infeccbes como foliculites, furdnculos, impetigd¢ anfeccbes sistémicas potencialmente
fatais (SOUSAet al, 2011). A resisténcia bacteriana € importanteiddea sua elevada
prevaléncia hospitalar, a sua relacdo com falhas tretamentos com antimicrobianos,
aumento de morbimortalidade e aumento nos custadarados ao tratamento dos pacientes
envolvidos (LICHTENFELSet al, 2010).

A implantacédo da antibioticoterapia no inicio daaté de 1930, com o emprego da
sulfanilamida (descoberta por Gerard Domagk, enR) 9%parentemente ditava o fim das
doencas infecciosas. Contudo, ja no final daquétadk, surgiam as primeiras cepasSde
aureusresistentes aquele quimioterapico. Com a entradpeticilina em uso clinico, 8.
aureuspassou a desenvolver resisténcia a esse betalectaata producéo de betalactamase
(penicilinase), capaz de hidrolisar o anel betalaato da penicilina, tornando-a inativa
(SANTOSet al, 2007).

Na década de 1940, a grande maioria $loaureusera sensivel a penicilina. No fim
dos anos 50, a espéct aureustinha adquirido resisténcia a praticamente todss o

antibiéticos de uso parenteral, incluindo a eriticna e a tetraciclina. A introducédo das
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penicilinas resistentes as penicilinases, na déckdda 960, possibilitou um avangco na
terapéutica antiestafilococica. Com o uso das pewis semi-sintéticas, como a meticilina
empregada no tratamento de infeccOes estafilocstamgiram cepas resistente a meticilina
denominadas MRSA (methicillin-resistantaphylococcus aureus (SOUZA; REIS;
PIMENTA, 2005), também resistentes aos demaisdmfahicos (SANTOSt al, 2007).

A resisténcia a meticilina é conferida pelo gemeA que é transportado por um
elemento genético movel, conhecido como Casseten@@sdmico Estafilococico mec
(SCCmeg que codifica uma proteina de ligacao a penicitmalificada, chamada PBP2a ou
PBP2’, que possui uma baixa afinidade para be8afacos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos (CO%TAl, 2011).

As cepas MRSA rapidamente se disseminaram em atebibospitalares, limitando,
assim, a antibioticoterapia de combate as estafilbas porS. aureusaos glicopeptideos
vancomicina e teicoplanina. No entanto, em 1997 descrito, pelo professor Keich
Hiramatsu, da Universidade de Jutendo, Japado, wm da uma cepa MRSA resistente a
vancomicina isolada de uma ferida cirargica de @moip de quatro meses. Em 2000 foram
encontradas, no Brasil, as primeiras cepaS.dmureusom resisténcia a vancomicina em um
hospital de referéncia do municipio de Queimadostio de Janeiro (SANTO& al, 2007).

Mundialmente, o MRSA tem sido considerado como uos gatdgenos mais
importantes relacionados a saude humana (FERRE#RAal, 2009). As infeccdes
hospitalares ou doencas associadas ao cuidadoos@ung e problematicas devido a sua
frequéncia, morbidade e mortalidade. A frequéneianfeccbes ocasionadas por MRSA tem
apresentado crescimento continuo em instituicOespitatares a nivel mundial (RATTI;
SOUSA, 2009). No Brasil, 0o MRSA é uma das pringpausas de infecgfes relacionadas a
assisténcia a saude (COS€&#ral, 2011).

A prevaléncia de cepas MRSA associadas aos servilgossaude, também
denominadas HA-MRSAhgalthcare-associatetlRSA), é variavel, dependendo do pais,
instituicdo ou setor hospitalar em estudo. No Brasi indices encontrados sdo, em média,
bastante elevados (40% a 80%) especialmente, &ttepas isoladas em unidades de terapia
intensiva (UTIs). Os fatores de risco relacionadosnfeccdes por HA-MRSA incluem
geralmente, idade superior a 60 anos, uso de @i, uso prévio de antibibticos,
internacdo prolongada e presenca de dispositivoicoginvasivos (TIZOTTeét al, 2010).

Os glicopeptideos, como vancomicina e teicoplaranmaja constituem a terapéutica

de escolha nas infeccbes por MRSA. Contudo, reld¢osepas d&. aureusapresentando
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susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos enersids paises, incluindo o Brasil, tém
levado a dilemas terapéuticos na prética clinitAQTTI et al, 2010).

2.6 Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas

Os antimicrobianos macrolideos, lincosamidas eegtstgraminas sdo amplamente
usados no tratamento de infeccdes estafilocOCICB$A( et al, 1999; ZELAZNY et al;
2005).

Os macrolideos séo assim denominados por contemeranel de lactona de muitos
membros (anel de 14, 15 ou 16 membros) ao quaigaenlum ou mais desoxiacUucares
(CHAMBERS, 2010; LECLERCQ, 2002). Os macrolideometialmente disponiveis tém
um anel de lactona de 14 membros (claritromicin&jtramicina, eritromicina e
roxitromicina) ou de 15 membros (azitromicina). i@acrolideos com anel de lactona de 16
membros (josamicina, midecamicina, miocamicina,itankicina e espiramicina) estao
disponiveis em alguns paises ou na pratica vetexiftfiosina) (LECLERCQ, 2002). Estas
classes diferem em suas propriedades farmaco@sé&i@m suas respostas aos mecanismos
de resisténcia bacteriana (LECLERCQ; COURVALIN, 109

As lincosamidas (lincomicina e 0 mais ativo derivasemi-sintético, clindamicina)
sao derivados alquil de prolina e sdo desprovidosummh anel de lactona (LECLERCQ;
COURVALIN, 1991). A clindamicina é usada no tratamteede infeccOes de pele e tecidos
moles causadas por estafilococos. Boa absorcaofamraleste antimicrobiano uma opcao
importante na terapia ambulatorial ou como seguimnapdés terapia intravenosa (CIRAt
al., 2009; SADERI; EMADI; OWLIA, 2011).

As estreptograminas constituem um grupo de antobianos formados por uma
mistura de duas classes de componentes diferentgmicgmente, designados
estreptograminas A e B. Quinupristina-dalfopristinauma estreptogramina semi-sintética
injetavel, resultante da mistura de quinupristirdakopristina (na propor¢cao 30:70), que por
sua vez, sdo derivados semi-sintéticos de pristoiaan IA (PIA: estreptogramina B) e
pristinamicina IIA (PIIA: estreptogramina A), agesm sinergia e sao produzidas pelo mesmo
micro-organismo (LECLERCQ; COURVALIN, 1991; SOUZAREIS; PIMENTA, 2005).
Uma vez que as estreptograminas A e B sdo quimidasdistintas e tém diferentes sitios de
ligacdo, os mecanismos de resisténcia dessas sinagtegraminas sao diferentes. Tem sido
relatada a existéncia, em estafilococos de resist@ncada componente das estreptograminas
(SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005).
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2.7 Resisténcia aos macrolideos, lincosamidas eregtograminas B emStaphylococcus
spp.

Os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas a@® sntimicrobianos
quimicamente distintos, mas tém efeito inibitérimikar na sintese protéica bacteriana
(ADALET]I et al, 2009; JUYALet al, 2013).

Os macrolideos sé@o agentes bacteriostaticos duenina sintese protéica pela ligagéao
reversivel a subunidade ribossomal 50S dos migarismos  sensiveis
(SCHERECKENBERGER; ILENDO; RISTOW, 2004). A eritraxima foi introduzida em
1952 como o primeiro antimicrobiano macroliddafelizmente, dentro de um ano,
estafilococos resistentes a eritromicina foram kescnos Estados Unidos, Europa e Japéo
(ROBERTSet al, 1999).

Dois mecanismos primarios resultam em resistérasaaatimicrobianos macrolideos.
O primeiro envolve o efluxo de macrolideos e étrgdmente comum en$. aureusem
algumas areas geograficas. Uma bomba de efluxciéispe2 codificada pelo gemasrAnos
estafilococos. Esta bomba dependente de energeleegfetivamente macrolideos da célula
bacteriana antes que eles possam se ligar ao wewalribossomo. Este mecanismo cria
resisténcia aos macrolideos e as estreptograminasm& ndo as lincosamidas
(FIEBELKORN et al, 2003; LEWIS; JORGENSEN, 2005; MAHESH; RAMAKANT;
JAGADEESH, 2013; ZELAZNYet al., 2005). O secundo mecanismo de resisténcia aos
macrolideos em estafilococos consiste na modifcagélocal de ligacdo do antimicrobiano
no ribossomo (LEWIS; JORGENSEN, 2005). Esse meoanié mediado pelos genesm
(erythromycin ribosome methylase) que codificamireaz chamadas metilases RNAr 23S,
gue sao responsaveis pela metilacdo do RNAr 238/(BEJORGENSEN, 2005; SCHMITZ,
et al. 2000). A modificacao pelas metilases reduz acigados macrolideos, lincosamidas e
estreptograminas B no ribossomo bacteriano, umaquez ha sobreposicdo dos sitios de
ligagdo destas classes de antimicrobianos no RN8S, 2esultando em resisténcia aos
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas Bégoemumente denominada “resisténcia
MLSg” (LECLERCQ, 2002; LEWIS; JORGENSEN, 2005; ROBERESAl, 1999; TEKIN
et al, 2013).

A expressdo da resisténcia Mi$ode ser constitutiva (ML8) ou induzivel
(MLSgi). Na resisténcia induzivel, a bactéria produz RiNiAativo que € incapaz de codificar
metilase. O RNAmM torna-se ativo apenas na presafgaum macrolideo indutor.

Contrariamente, na expressao constitutiva, RNAmnilaset ativo é produzido na auséncia de
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um indutor. Na expressao induzivel, a presencandéndutor leva a rearranjos do RNAm, o
gue permite que os ribossomos traduzam a sequérdizcadora da metilase (LECLERCQ,
2002).

Os determinantesrmA e ermC sdo predominantes nos estafilococos. Os germea
sdo mais difundidos nos isolados resistentes gilimet e sdo transportados por transposons
relacionados com Tn554, enquanto que os germa€ sdo principalmente responsaveis pela
resisténcia a eritromicina em isolados sensiveimdicilina e sdo transportados por
plasmideos (LECLERCQ, 2002).

A resisténcia ML§ constitutiva pode ser detectada pelo teste deo difcsdo na
rotina laboratorial. Os isolados com esse tipoedtsténcia apresentam alto niirelitro de
resisténcia cruzada aos antimicrobianos macroljdiéososamidas e estreptograminas B
(COUTINHO et al, 2010). Curiosamente a combinacdo de estreptagaamB e A,
quinupristina-dalfopristina parece manter sua d#ige contra os isolados com fendtipo
MLSgc, embora a presenca deste fendtipo altere a adi@idiestes antimicrobianos de
bactericida para bacteriostéatica (LEWIS; JORGENSHENS).

Os fenodtipos de resisténcia conferidos pela ex@oesmduzivel de ambos
determinantegermA e erm sdo similares e sdo caracterizados pela resigtémssociada
aos antimicrobianos macrolideos, lincosamidasregsigraminas B por causa de diferencas
na capacidade de indugdo dos antimicrobianos (LE@Q®, 2002). Os isolados com
resisténcia ML$ induzivel sdo resistentes aos macrolideos de Ibnes e 15 membros,
que séo indutores e apresentam sensibilidadeitro aos macrolideos de 16 membros,
lincosamidas e estreptograminas B (LECLERCQ, 2082YIS; JORGENSEN, 2005).

Em testes de disco difusdo, uma zona em forma dmau3ada pela inducdo da
producdo de metilase pela eritromicina pode seerghda, quando um disco de eritromicina
€ colocado proximo de um disco de clindamicina ewjdalquer ndo indutor macrolideo de
16 membros. Portanto, os isolados podem apresentdro resisténcia a eritromicina e falsa
sensibilidade a clindamicina, uma vez que o testdisco difusdo pode falhar na deteccdo da
resisténcia ML§ induzivel, quando os discos de eritromicina edamicina sdo colocados
em posi¢coes ndo adjacentes (COUTINEIGL, 2010; FIEBELKORNet al, 2003; KUMAR
et al, 2012). O problema criado pela resisténcia MixRluzivel em estafilococos consiste
em ndo saber se os resultados de sensibilidadétro gerados para a clindamicina séao
confiaveis (LEWIS; JORGENSEN, 2005).

Em 2004 o NCCLS (National Committe for Clinical loabtory Standards), atual

CLSI, abordou a questéo da deteccéo e notificagaesisténcia MLS em Staphylococcus
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spp. e descreveu métodos que podem rotineirandetertar a resisténcia induzivel a
clindamicina (LEWIS; JORGENSEN, 2005).

De acordo com o CLSI (2012), a resisténcia induzéveclindamicina pode ser
detectada usando um teste de aproximacao de deste D), colocando um disco deg2de
clindamicina a uma distancia de 15mm a 26mm da&bde um disco de eritromicina de
15ug, como parte de um teste de rotina de disco difudfds a incubacdo, os organismos
que ndo apresentarem achatamento do halo de cicidandevem ser relatados como
sensiveis a clindamicina. Os organismos que apwserachatamento do halo de
clindamicina adjacente ao disco de eritromicinafeado de Halo “D”) indicam resisténcia
induzivel a clindamicina. Esses isolados devem mdatados como “resistentes a
clindamicina”, podendo-se incluir um comentario sentido de que “Presume-se que este
isolado é resistente com base na deteccdo deéresastinduzivel a clindamicina. Ainda
assim, a clindamicina podera ser eficaz em algangeptes” (CLSI, 2012).

O uso da clindamicina (ou de um macrolideo nao toniyara o tratamento de
infeccdo causada por estafilococos com resisténdiazivel ndo esta desprovido de risco
(CIRAJ et al, 2009; LECLERCQ, 2002). Embora a clindamicinaaseém nao indutor, a
exposicdo a este antimicrobiano de estafilococan cesisténcia MLS induzivel pode
resultar em resisténcia cruzada aos macrolideandamidas e estreptograminasrByitro
ouin vivo. Isto ocorre devido a selecdo de mutaptesconstitutivos preexistentes, levando a
falha terapéutica (DAURElet al, 2007; PRABHU, RAO; RAO, 2011; YILMAZt al,
2007). E possivel também que mutacbes ocorram esmamente e transformem o fenotipo
MLSgi dos estafilococos em M8 na auséncia de um macrolideo indutor. A preo@gac
consiste no fato de que esta mudanca na express@ospr selecionada no meio da terapia
com uma lincosamida (LEWIS; JORGENSEN, 2005).

Portanto, se a resisténcia induzivel pode ser @etede forma confiavel, na rotina em
isolados significantes clinicamente, a clindamicpade ser seguramente e efetivamente
usada nos pacientes infectados por isolados conadeira sensibilidade a clindamicina
(FIEBELKORN et al, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil fenotipico (ocorréncia dosdiipos MLSC e MLS:i) e
molecular (ocorréncia dos gerasnAe ermQ da resisténcia MLgdos isolados clinicos de
S. aureuse SCN sensiveis e resistentes a meticilina (M98RSA, MSCNS e MRCNS)
provenientes de pacientes do HC-UFPE, durante a0 i2.

3.2 Objetivos especificos

» Classificar como MSSA, MRSA, MSCNS e MRCNS os idok deS. aureuse SCN
provenientes de pacientes do HC-UFPE, durante dea2912.

» Determinar o perfil de susceptibilidade aos antiob@nos eritromicina e clindamicina
dos isolados clinicos d& aureuse SCN sensiveis gesistentes a meticilina provenientes
de pacientes do HC-UFPE, durante o ano de 2012.

» Determinar a frequéncia dos fenétipos ME® MLSsi nos isolados clinicos d&. aureus
e SCN sensiveis eesistentes a meticilina provenientes de paciataddC-UFPE, durante
0 ano de 2012.

» Determinara frequéncia dos genesmA e ermC nos isolados clinicos d&. aureuse
SCN sensiveis gesistentes a meticilina, que apresentarem osipEsoMLSc € MLSs

provenientes de pacientes do HC-UFPE, durante da2912.



PEREIRA, J. N. P. Caracterizacéo fenotipica e mideaa resisténcia aos macrolideos, lincosamidas..

28

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo de base labosatdkiravés deste estudo foram
obtidos dados concernentes a resisténcia de isofiicos deS. aureuse SCN sensiveis e
resistentes a meticilina provenientes de paciadeslC-UFPE, durante o ano de 2012, que
poderdo servir de auxilio nas condutas terapéutieage das infeccdes estafilococicas neste

hospital.

4.2 Local do Estudo

Os isolados clinicos utilizados neste estudo fopaovenientes de pacientes do HC-
UFPE durante o ano de 2012. Este hospital ofeetadahento a populagdo nas mais variadas
areas e apresenta disponiveis para a mesma 4t8. 16t isolados foram cedidos pela
orientadora e fazem parte da colecéo de isoladasnderojeto preexistente.

Os testes fenotipicos e a etapa molecular destdce&iram realizados no Laboratorio

de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departatoede Medicina Tropical/UFPE.

4.3 Populacéo do Estudo

A populacdo deste estudo foi constituida pelosepées infectados p@. aureusou
SCN do HC-UFPE, sendo os isolados clinicos oriurdsamostras diversas e fornecidos
pela Unidade Laboratorio (ULAB)/HC/UFPE duranteno ae 2012.

4.4 Definicdo e Categorizagcdo das Variaveis do Estol

As variaveis deste estudo estédo descritas na tabgiante:
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Tabela 1 - Variaveis relacionadas a caracterizagdo fenotipicaolecular da resisténcia
MLSg.

Variavel Definicdo Categorizacao

Fendtipo  Corresponde ao fendtipo dos isoladosSleaureuse SCN que no 1. Presente
sensivel antibiograma, pela técnica de disco difusdo em Eussiler-Hinton, 2. Ausente
apresentaram sensibilidade a eritromicina e aa&timcina.

MLSgC Fendtipo de resisténcia Mp.8onstitutiva. Corresponde ao fenoétipth. Presente
dos isolados d8. aureug SCN gue no antibiograma, pela técnica @ Ausente
disco difusdo em &gar Mueller-Hinton, apresentarasisténcia a
eritromicina e a clindamicina.

MLSgi Fendtipo de resisténcia Mg$duzivel. Corresponde ao fendtipo dak Presente
isolados deS. aureuse SCN que no antibiograma, pela técnica @ Ausente
disco difusdo em &gar Mueller-Hinton, apresentarasisténcia a
eritromicina e sensibilidade ou resisténcia intefidiga a
clindamicina e foram teste D positivos.

MSg Fendtipo de resisténcia aos macrolideos e as tmjraminas B. 1. Presente
Corresponde ao fendtipo dos isoladosSleaureuse SCN que no 2. Ausente
antibiograma, pela técnica de disco difusdo em Efysailer-Hinton,
apresentaram resisténcia a eritromicina e sergsabiéi ou resisténcia
intermediaria a clindamicina e foram teste D negati

ermA Gene relacionado a resisténcia MLBentificado pela técnica da 1. Presente
PCR. 2. Ausente
ermC Gene relacionado a resisténcia ML&lentificado pela técnica dal. Presente
PCR. 2. Ausente

4.5 Operacionalizagéo da Pesquisa

4.5.1 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobiars

Os isolados clinicos da referida colecéo estavaot@&dos em glicerol (25%) a -20°C,
inicialmente foram inoculados em caldo Brain Héaftision (BHI) e apos incubacéo, foram
semeados em agar sangue, para verificacdo da pdaszaolonias. Com os mesmos, foi
realizado o antibiograma através da técnica dedigusdo em agar Mueller-Hinton também
conhecida como método de Kirby-Bauer (1966), canéoros padrdes estabelecidos pelo
CLSI (2012) paraStaphylococcuysutilizando os seguintes antimicrobianos: clindana 2
ug, eritromicina 15ug, cefoxitina 30ug e oxacilina 1lug. A leitura dos halos de inibicdo
formados foi efetuada por meio do paquimetro. @Gsltados foram expressos em milimetros
e interpretados de acordo com os padrdes deterosnmeo CLSI (2012) (BAUER; KIRBY,
1966; CLSI, 2012).
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4.5.2Screeningde oxacilina

ApoOs a execucdo do antibiograma, foram selecionaddsolados que apresentaram
resisténcia a oxacilina e/ou cefoxitina. Posteremta a selecdo dos isolados, foi realizada a
suspensao direta das colbnias, a partir do aggusaae carneiro 5%, para que fosse obtida
uma turbidez equivalente a uma solucéo padrao ®,8sdala de McFarland. Uma alca de
platina de 1uL foi mergulhada nessa suspenséao seguida foi feito o in6culo em uma area
com diametro de 10 a 15mm em placas contendo agalevtHinton com NaCl (4% vl/v;
0,68 mol/L) acrescido de g/mL de oxacilina. Em seguida, estas placas forarubadas a
35°C durante 24 horas e apos a leitura dos ressltémtam consideradas como: > 1 colénia =
resistente (CLSI, 2012). Como controle de qualiddol@am utilizadas as cepas padrdo para
MRSA e MSSA:S. aureusATCC 29213- Sensivel 8. aureusATCC 33591- Resistente
(PEREZ; D’AZEVEDO, 2008).

45.3 Teste D

De acordo com o CLSI (2012), foram selecionadossolados deS. aureuse SCN
gue no antibiograma, pela técnica de disco difusdo agar Mueller-Hinton, realizado
anteriormente apresentaram resisténcia a eritromice@ sensibilidade ou resisténcia
intermediaria a clindamicina. Para a execucao deste um disco de 2g de clindamicina
foi colocado a uma disténcia de 15mm a 26 mm ddabde um disco de eritromicina de 15
ug numa placa contendo &gar Mueller-Hinton semeamlandsmo modo como foi no
antibiograma. Apos a incubacédo a 35°C por 16-1&shas isolados que ndo apresentaram
achatamento do halo de clindamicina foram relat@doso sensiveis a clindamicina (teste D
negativo) e os isolados que apresentaram achatarderttalo de clindamicina adjacente ao
disco de eritromicina (Halo “D”) indicaram resistém induzivel a clindamicina (teste D
positivo) (CLSI, 2012).

4.5.4 Extracdo do DNA total

Para a pesquisa dos geresiAe ermC foi realizada a extragcdo rapida do DNA total
de um grupo de isolados selecionado aleatorianemite os isolados que apresentaram 0s
fendtipos MLSc e MLSsi, através da técnica modificada de lise térmicgatdimente da
colénia (HU; ZHANG; MEITZLER, 1999). Uma colbnia admda isolado semeado em agar
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nutriente foi inoculada em 5mL de BHI e incubad@87C durante 24 horas. Apés a
incubacdo, 1 mL da cultura bacteriana foi centafigga 15000 rpm durante 5 minutos. Em
seguida o sobrenadante foi desprezado, o pellee$ssuspenso em 200 pL de agua milli Q
estéril e a suspenséo bacteriana foi aquecida @1@@rante 10 minutos no termociclador.
Apbs o aquecimento, esta suspensao foi centrifugatia000 rpm durante 5 minutos. Em
seguida foram retirados 100 uL do sobrenadantesfeados para eppendorf e congelados a -
20°C até o momento do uso. Trés amostras do DNAidgrtforam quantificadas, através de
espectrofotometria. A partir dos valores encontsaftm calculada uma média correspondente
a quantidade de DNA extraido, que foi utilizadaaptimdas as amostras. Posteriormente o
DNA extraido de cada amostra foi diluido, paralseruma concentragéo final de 40 ng/pL.

4.5.5 Deteccdo dos genesmA e ermC pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Para a realizacdo da PCR, foram utilizados os psimescritos por Linat al. (1999)
para o gene ermA F (5-GTTCAAGAACAATCAATACAGAG-3) e R (5-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3) e para o0 gene ermC F (5-
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC-3) e R (5'-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3') (Tabela 2). Para a deigio do genermA cada
reacao de amplificacéo foi preparada em um voluna fle 25 pL para cada tubo e incluiu:
1pL (40 ng) de DNA total, 1uL (20 pmol) de cadanet,0,6 uL de desoxirribonucleotideo
trifosfato (dNTP) (8 mM)5,0 uL de tampéo (5x},5uL de MgCi (25 mM), 0,4 uL deTaqg
DNA polimerase (5U) e 14,5 uL de agua milli Q ekt®ara a deteccdo do gemenC cada
reacdo de amplificacédo foi preparada da mesma foomeo a anterior, exceto em relacdo a
quantidade d&aqDNA polimerase (5U) e de agua milli Q estéril, aquasta reacdo foi 0,3uL
e 14,6 pL, respectivamente. As reacdes de amg#cdoram realizadas no termociclador
nas seguintes condic¢des: 30 ciclos de 1 minutd@ 84 etapa de desnaturagcao, 30 segundos
a 49°C na etapa de anelamento e 30 segundos ad@2%@pa de extensao, de acordo com as
condicbes descritas por Frangha al (2012) acrescidas de modificacdo realizada no
laboratério onde esta pesquisa foi realizada. Deranrealizacdo da PCR, foi incluso um
controle negativo, correspondente a um tubo contéodos os componentes da mistura ao
qual nédo foi adicionado DNA molde. Quanto aos ades positivos, durante a execucao das
primeiras reacfes, os mesmos ndo foram inclusos, wem que nao foram obtidos. No

entanto, quando houve a identificacaoist@ado positivo para o gerermA e de isolado
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positivo para 0 genermC estes passaram a ser utilizados como controleivios dos

respectivos genes.

Tabela 2- Primers utilizados para a pesquisa dos genessiénciaermAeermC

Genes Primers Fragmen(job)
ermA F (5-GTTCAAGAACAATCAATACAGAG-3) 421

R (5- GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3)
ermC F (5-GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC-3) 572

R (5-GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3)

F: forward, R: reverse, pb: pares de base.
Fonte: LINAet al, 1999.

4.5.6 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletrofaesgel de agarose 1,5% em
tampéo TBE 0,5x. Foi utilizado um marcador de pastecular de 100 pb. Esses produtos
foram corados com Blue, visualizados em transilachom de luz ultravioleta e

fotodocumentados.

4.6 Consideracdes Eticas

Os isolados clinicos fornecidos pela ULAB/HC/UFREahte o ano de 2012, fazem
parte de um projeto previamente aprovado pelo Gomhit Etica em Pesquisa da UFPE
(CEP/CCS/ UFPE) com registro n°® 009/11 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa serdo apresentaddsrma de artigo cientifico

(Apéndice A) que sera submetido ao The Braziliamdal of Infectious Diseases (Anexo B).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A maioria dosS. aureudoi classificada como MSSA, enquanto que a maidos SCN foi
classificada como MRCNS.

Foi observado um maior percentual de isolados ematipo sensivel (ERY-S, CLI-S).
Verificou-se o fenétipo ML§c nos MSSA, MRSA, MSCNS e MRCNS.

O fendtipo MLSc apresentou maior frequéncia que os fenotiposgvie M Ss.
Detectou-se o fendtipo Mlgbapenas noS. aureustanto nos MSSA quanto nos MRSA.

O teste D distinguiu cinco (4,9%) isolados com fguw MLSgi de 12 (11,6%) com
fendtipo MS. Apesar da frequéncia do fendétipo MiL$er sido baixa, é importante fazer

esta distingdo para auxiliar condutas terapéuticas.
Os genegrmAeermCforam encontrados com a mesma frequéncia.

A obtencéo de dados locais fenotipicos e molecaisbre um determinado mecanismo de
resisténcia é util, visto que pode servir de aoxpiara salientar a importancia do

estabelecimento de medidas que visem ao controlgrazagacao deste mecanismo no
hospital onde o estudo foi realizado.

Seré realizada PCR, para deteccdo dos geme& e ermC com os 31 isolados restantes

que apresentaram os fenotipos Mt® MLS;

Serdo submetidos ao sequenciamento um produto BepB§itivo para o genrermAe um

positivo para o genermC
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Resumo

Introducéo: Existe um mecanismo de resisténcia aos macraljdsaStaphylococcuspp.
que atinge também as lincosamidas e as estreptogi®rB caracterizando a denominada
resisténcia ML§, cuja expressao pode ser constitutiva (Mt)Sou induzivel (MLSI) e é

codificada principalmente pelos genesnA e ermC A resisténcia MLgc é facilmente
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detectada pelos testes de susceptibilidade utiizaa rotina laboratorial, mas a resisténcia
MLSgi ndo é. A terapia com clindamicina nos casos tke@dio por isolados com resisténcia
MLSgi pode falhar.Objetivo: caracterizar o perfil fenotipico (ocorréncia desnotipos
MLSgCc e MLSsi) e molecular (ocorréncia dos gereamAe ermQ da resisténcia ML§dos
isolados clinicos d8taphylococcus aurewsStaphylococcusoagulase negativos sensiveis e
resistentes a meticilina provenientes de paciethbeblospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), durante o ano0d&. ®1étodos A susceptibilidade
antimicrobiana de 103 isolados foi determinada pétmica de disco difusdo em agar
Mueller-Hinton. Posteriormente, foi realizadeaeeningde oxacilina. O fendtipo MLgs foi
detectado através do teste D. Foram submetideacé@io em cadeia da polimerase (PCR), 13
isolados com fendtipos MIg8 e MLSsi para a deteccédo dos gemesAeermC Resultados

Os fendtipos ML&c e MLSsi foram identificados respectivamente em 39 (37,8%@inco
(4,9%) isolados. O fenodtipo MigBfoi encontrado apenas em quatro (10,8%) Soaureus
sensiveis a meticilina e em um (4,5%) &sureugesistentes a meticilina. Dos 13 isolados
submetidos a PCR, seis (46,2%) apresentaram um eeneFoi verificada a mesma
frequéncia trés (23,1%) dos gemesAe ermCentre o0s isoladof£onclusdaa os genegrmA

e ermC se fizeram presentes entre alguns dos isoladd&tagghylococcuspp. do hospital
estudado e apesar do fenétipo ML&r sido menos frequente que o MIcSé importante a

realizacdo do teste D para detecta-lo e assimmtarieondutas terapéuticas.

Palavras-chave Staphylococcysneticilina; clindamicina; eritromicina; genes.

Introducao

O aumento da prevaléncia da resisténcia a me#céim Staphylococcuspp. € um

problema crescente. Isto tem levado a novos irgeseselativos ao uso dos antimicrobianos
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macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B pardratamento das infeccbes
estafilococicas, com a clindamicina, uma lincosanigpresentando uma escolha frequente
para algumas dessas infeccdes, particularmenteinfacgdes da pele e de tecidos moles, e
uma alternativa em casos de intolerancia a pemcitiu de resisténcia & meticiliha.Em
Staphylococcusspp, um dos mecanismos de resisténcia aos mamslidonsiste na
modificacdo do alvo ribossomal, atingindo macralgjdincosamidas e estreptograminas B,
caracterizando a denominada resisténcia Mk8ja expresséo pode ser constitutiva (Mt)S
ou induzivel (MLSI) e é codificada pelos genesmA (erythromycin ribosome methylase) e
ermG que s&o os principais determinantes nos estaiosé*°

Conhecer o tipo de resisténcia M8 importante para o estabelecimento da terapia,
uma vez que isolados &aphylococcuspp. com resisténcia constitutiva apreseritaxitro
resisténcia a todos os macrolideos, lincosamidasreptograminas Bir vivo, a terapia com
clindamicina nos casos de infeccdo por isoladosSgphylococcuspp. com resisténcia
induzivel pode selecionar mutantesn constitutivos, resultando em falha terapéutit&’
Vale ressaltar que a resisténcia Mt® facilmente detectada pelos testes de susdigjatitz
utilizados na rotina laboratorial, enquanto quesisténcia ML& néo €, porque por estes
métodos, os isolados d&taphylococcuspp. com resisténcia induzivel aparecenvitro
resistentes a eritromicina e sensiveis a clindarardi®°

Para detectar a resisténcia induzivel a clindamidos isolados d8taphylococcus
spp., um dos testes indicados pelo CLSI (Clinical baboratory Standards Institute) é o teste
de difusdo de disco-duplo (teste D) e quando dadses apresentam este tipo de resisténcia, o
CLSI recomenda cita-los como resistentes & clindaal® Entdo, os dados relativos a
susceptibilidade aos antimicrobianos sdo imporsapgga a conduta frente as infecgbes, mas
resultados de falsa sensibilidade podem ser obtsdoss isolados ndo sao submetidos a testes

que detectam a resisténcia induzivel & clindamitina
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Trabalhos realizados em dois estados brasileiron @mlados hospitalares de
Staphylococcuspp. relataram o fenétipo M8 como o mais frequenté!® Coutinho et af?
avaliaram também a ocorréncia dos geees entre os isolados analisados. No entanto a
frequéncia da resisténcia MgSe MLSsi varia entre os diferentes hospitais e existermosut
mecanismos de resisténcia que conferem resist@naj@enas uma ou duas das classes do
complexo MLG.*4*°

O objetivo deste estudo foi caracterizar o pedildtipico (ocorréncia dos fendétipos
MLSgC e MLSsi) e molecular (ocorréncia dos gersgmAe ermQ da resisténcia MLgSdos
isolados clinicos des. aureuse SCN Gtaphylococcusoagulase negativos) sensiveis e
resistentes a meticilina provenientes de paciethbeblospital das Clinicas da Universidade

Federal de Pernambuco (HC-UFPE), a fim de se alatdos locais referentes a resisténcia

gue podem ser Uteis para orientar condutas teiapgut

Materiais e métodos

Isolados clinicos

Os isolados clinicos foram provenientes de amoslinarsas oriundas de pacientes
infectados pofS. aureuou SCN do HC-UFPE, durante o ano de 2012 e estasémecados
em glicerol (25%) -20°C. Para a verificacdo da pureza das col6foesn inoculados em

caldo Brain Heart Infusion (BHI) e apos incubadaoam semeados em &gar sangue

Susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi realizado através da técnicalideo difusdo em agar Mueller-
Hinton, conforme os padrdes estabelecidos pelo ¥lira Staphylococcysutilizando os

seguintes antimicrobianos: clindamicinad, eritromicina 1519, cefoxitina 3Qug e oxacilina
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1 pg. A leitura dos halos de inibicdo formados foiteféela por meio do paquimetro. Os
resultados foram expressos em milimetros e intexgpos de acordo com os padrdes

determinados pelo CLS¥.

Screeningde oxacilina

Os isolados que apresentaram resisténcia a oxaceifou cefoxitina foram
submetidos agcreeningde oxacilina. Foi realizada a suspenséao diretacdiésias, a partir
do agar sangue de carneiro 5%, para que fosseaabtid turbidez equivalente a uma solucao
padrdo 0,5 da escala de McFarland. Uma alca denglae LL foi mergulhada nessa
suspensao e em seguida foi feito o indculo em uma éom diametro de 10 a 15mm em
placas contendo agar Mueller-Hinton com NaCl (4%; ©,68 mol/L) acrescido de j&/mL
de oxacilina. Em seguida, estas placas foram imtaga 35°C durante 24 horas e apos a
leitura dos resultados, foram consideradas coniocalonia = resistent€.Como controle de
gualidade, foram utilizadas as cepas padrao par@8AIR MSSA:S. aureusATCC 29213-

Sensivel 6. aureuATCC 33591- Resistenté.

Teste D

Foram selecionados os isoladosdeureuse SCN que no antibiograma apresentaram
resisténcia a eritromicina e sensibilidade ou tés@$a intermediaria a clindamicina. Para a
execucao deste teste um disco dey2le clindamicina foi colocado a uma distancia Sierh
a 26 mm da borda de um disco de eritromicina dgglBuma placa contendo agar Mueller-
Hinton semeada do mesmo modo como foi no antibiogra&\pos a incubagéo a 35°C por 16-
18 horas, os isolados que né&o apresentaram achtamie halo de clindamicina foram

relatados como sensiveis a clindamicina (teste datha) e os isolados que apresentaram
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achatamento do halo de clindamicina adjacentesam die eritromicina (Halo “D”) indicaram

resisténcia induzivel & clindamicina (teste D pes)t'°

Extracdo do DNA total

Para a pesquisa dos gereesiAe ermC foi realizada a extracéo rapida do DNA total
de um grupo de isolados selecionado aleatorianemite os isolados que apresentaram 0s
fendtipos MLS$c e MLSsi, através da técnica modificada de lise térmigatdimente da
colénia’’ Uma coldnia de cada isolado semeado em &gar migtriei inoculada em 5mL de
BHI e incubada a 37°C durante 24 horas. Apds aangdo, 1 mL da cultura bacteriana foi
centrifugada a 15000 rpm durante 5 minutos. Emidago sobrenadante foi desprezado, o
pellet foi ressuspenso em 200 pL de agua milli@ré® a suspensdo bacteriana foi aquecida
a 100°C durante 10 minutos no termociclador. Apdéagaecimento, esta suspenséao foi
centrifugada a 15000 rpm durante 5 minutos. Em idagtoram retirados 100 pL do
sobrenadante, transferidos para eppendorf e calugek -20°C até o momento do uso. Trés
amostras do DNA extraido foram quantificadas, @sade espectrofotometria. A partir dos
valores encontrados, foi calculada uma média qooretente a quantidade de DNA extraido,
que foi utilizada para todas as amostras. Postegiate 0 DNA extraido de cada amostra foi

diluido, para se obter uma concentragéo final degdQL.

Deteccdo dos genesmAe ermCpela técnica da reacdo em cadeia da polimerase) (PCR

Para a realizacdo da PCR, foram utilizagoprimers descritos por Lina et'alpara o
gene ermA F  (5-GTTCAAGAACAATCAATACAGAG-3) e R  (5-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3) e para o0 gene ermC F (5-
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC-3) e R (5'-

GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3'). Para a deteccao do gearmA cada reagcao de
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amplificacéo foi preparada em um volume final deu25para cada tubo e incluiu: 1pL (40
ng) de DNA total, 1pL (20 pmol) de cada prim@6 pL de desoxirribonucleotideo trifosfato
(dNTP) (8 mM),5,0 puL de tampéo (5x),5uL de MgCi (25 mM), 0,4 uL de Tag DNA
polimerase (5U) e 14,5 pL de agua milli Q esté?dra a deteccdo do geeenC cada
reacado de amplificacédo foi preparada da mesma foome a anterior, exceto em relacdo a
quantidade d&aqDNA polimerase (5U) e de agua milli Q estéril, aquesta reacdo foi 0,3uL

e 14,6 L, respectivamente. As reacdes de ammglEcdoram realizadas no termociclador
nas seguintes condic¢des: 30 ciclos de 1 minutd@ 84 etapa de desnaturacédo, 30 segundos
a 49°C na etapa de anelamento e 30 segundos ad@2%@pa de extensao, de acordo com as
condicbes descritas por Franca et®ahcrescidas de modificacdo realizada no laboratério
onde esta pesquisa foi realizada. Durante a realzala PCR, foi incluso um controle
negativo, correspondente a um tubo contendo todamponentes da mistura ao qual nao
foi adicionado DNA molde. Quanto aos controles {pass, quando houve a identificacéo de
isolado positivo para o gememA e de isolado positivo para o gesrenC estes passaram a
ser utilizados como controles positivos dos respestgenes. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%mpao TBE 0,5x. Foi utilizado um
marcador de peso molecular de 100 pb. Esses psofthuton corados com Blue, visualizados

em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumdos.

Resultados

Foram analisados 59 (57,3%) isolados clinicosSdaureuse 44 (42,7%) de SCN,
totalizando 103 isolados. Destes 103 isoladds,(35,9%), 22 (21,4%), 14 (13,6%) e 30
(29,1%) foram classificados respectivamente coBtaphylococcus aureusensivel a

meticilina (MSSA), Staphylococcus aureugsistente a meticilina (MRSAgtaphylococcus
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coagulasenegativo sensivel a meticilina (MSCNS)Staphylococcusoagulasenegativo

resistente a meticilina (MRCNS) (Tabela 1).

Tabela 1 -Perfil de susceptibilidade a eritromicina e a ciimicina dos isolados d& aureus

e SCN sensiveis e resistentes a meticilina.

MSSA MRSA MSCNS MRCNS Total

Fenctipos nN)  n@®%)  n(%)  n©)  n(%)
ERY-S, CLI-S (sensivel) 25 (67,6) 5(227) 4(28,6)7(233) 41(39,8)
ERY-S, CLI-| 127  0(0) 1(71) 00  2(19)
ERY-S, CLI-R 0(0) 0(0) 0(0) 00)  0(0)
ERY-I, CLI-S 127  0(0) 2(143) 0(0)  3(29)
ERY-I, CLI-| 0(0) 0(0) 0(0) 00)  0(0)
ERY-I, CLI-R 0(0) 0(0) 0(0) 133 1(Q)
ERY-R, CLI-R (MLS:C) 4(108) 15(68,2) 3(214) 17 (56,739 (37,9)
ERY-R, CLI-S/I, Teste D + (ML§) 4 (10,8) 1(45  0(0) 00) 549

ERY-R, CLI-S/I, Teste D - (M§ 2 (5,4) 1(45)  4(286) 5(16,7) 12(11,6)
Total 37(35,9) 22(21,4) 14(13,6) 30 (29,103 (100)

Nota: ERY: eritromicina; CLI: clindamicina; S: séval; |: intermediario; R: resistente; MSS&taphylococcus

aureussensivel a meticilina; MRSAStaphylococcus aureugsistente a meticilina; MSCNS&taphylococcus
coagulasenegativo sensivel a meticilina; MRCNStaphylococcusoagulase negativo resistente a meticilina;
MLSg: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas BSdt fendtipo de resisténcia MgSconstitutiva,;
MLSgi: fenodtipo de resisténcia MlgSinduzivel, MS: fendtipo de resisténcia aos macrolideos e as

estreptograminas B.

O fendtipo sensivel (ERY-S, CLI-S) foi detectado &b (67,6%), cinco (22,7%),
guatro (28,6%) e sete (23,3%) dos MSSA, MRSA, MSGNSIRCNS, respectivamente
(Tabela 1). Detectou-se o fendtipo MIcS (ERY-R, CLI-R) respectivamente em quatro
(10,8%), 15 (68,2%), trés (21,4%) e 17 (56,7%) M&SA, MRSA, MSCNS e MRCNS. O
fenétipo MLSsi (ERY-R, CLI-S, teste D positivo) (Figura 1) faheontrado apenas em quatro

(10,8%) dos MSSA e em um (4,5%) dos MRSA. Detesmw-fenétipo Mg (ERY-R, CLI-
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S, teste D negativo) em dois (5,4%), um (4,5%)irqu@8,6%) e cinco (16,7%) dos MSSA,

MRSA, MSCNS e MRCNS, respectivamente (Tabela Qui@s 2, 3, 4 e 5).

Figura 1 - Teste D positivo, demonstrando o achatamento dw delklindamicina adjacente

ao disco de eritromicina (denominado halo “D”).

Fonte: PEREIRA, 2014.

= MLSBc
= MLSBI
= MSB

m Qutros

Figura 2 - Caracterizacao fenotipica da resisténcia Md& MSSA.
Nota: MLSg: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas BSM Staphylococcus aureusensivel a
meticilina; MLSsc: fendtipo de resisténcia MkSonstitutiva; MLSi: fenétipo de resisténcia MlgSnduzivel;
MSg: fendtipo de resisténcia aos macrolideos e asptegiraminas B.
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mMLSBc
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Figura 3 - Caracterizacao fenotipica da resisténcia Md& MRSA.

Nota: MLS:: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas BSAt Staphylococcus aureusesistente a
meticilina; MLSsc: fenotipo de resisténcia Mg onstitutiva; MLSi: fenétipo de resisténcia MlgSnduzivel;

MSg: fendtipo de resisténcia aos macrolideos e asptegiraminas B.

u MLSBc
= MSB
® Qutros

Figura 4 - Caracterizacao fenotipica da resisténcia Mi& MSCNS.

Nota: MLS:: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas BCNIS: Staphylococcugoagulasenegativo
sensivel a meticilina; ML§&: fendtipo de resisténcia MkSonstitutiva; M$@: fenotipo de resisténcia aos

macrolideos e as estreptograminas B.
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uMLSBc
MSB
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Figura 5 - Caracterizacao fenotipica da resisténcia Mi& MRCNS.

Nota: MLS;: macrolideos, lincosamidas e estreptograminas RCMS: Staphylococcugoagulase negativo
resistente a meticilina; MIg8: fenétipo de resisténcia MkSonstitutiva; M$: fenotipo de resisténcia aos

macrolideos e as estreptograminas B.

Para a identificacdo dos genesmA e ermC entre os 44 isolados com fenotipos
MLSgc e MLSsi, 13 foram escolhidos aleatoriamente e submet@oBCR. Destes 13
isolados, seis (46,2%) apresentaram um gene Foi verificada a mesma frequéncia trés
(23,1%) dos genesrmAe ermCentre os isolados. Em nenhum dos isolados fofivadia a

associacao destes genes e sete (53,8%) n&o aprasens referidos genes (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuicdo dos genesmAe ermCentre isolados d8taphylococcuspp. com
resisténcia ML§.

Genes Isolados (%)
ermA 3(23,1)
ermC 3(23,1)
ermA+ermC 0 (0)
Nenhum 7 (53,8)

Total 13 (100)
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Discusséo

Neste estudo verificou-se que a frequéncia de M3SA467,6%) foi maior que a de
MRSA cinco (22,7%) e, que a de MSCNS quatro (28,&%0nenor que a de MRCNS sete
(23,3%). Em um trabalho executado na india, ergr818 isolados d8taphylococcuspp.
analisados, foram encontrados 83 (64,84%) MSSA @335%) MRSA, de forma similar ao
presente estudo e, contrariamente ao mesmo, fanaomados 124 (67,02%) MSCNS e 61
(32,97%) MRCNS. Um total de 1687 isolados dtaphylococcusspp. investigados na
Turquia, consistiu de 419 (24,8%) MSSA e 464 (27,MRSA, diferentemente deste estudo
e, o restante dos isolados, de modo semelhante,acessistiu de 196 (11,6%) MSCNS e 608
(36,1%) MRCNS"

O fendtipo sensivel (ERY-S, CLI-S) 41 (39,8%) nesstudo, predominou entre os
isolados avaliados. Este fenotipo também foi predante em trabalhos desenvolvidos na
india, na Libia e na Turquia os quais detectarareferido fenétipo em 192 (51,5%), 87
(54,7%) e 688 (40,8%) isolados, respectivaméhte?

No presente estudo, o fenotipo MIcS39 (37,9%) foi predominante em relacdo ao
fen6tipo MLSsi cinco (4,9%) e ao fendtipo de resisténcia aos roligeos e as
estreptograminas B (M 12 (11,6%), em concordancia com outras pesquéesdzadas no
Brasil}**® Uma destas pesquisas foi efetuada em Sdo Pambwelu respectivamente 37
(25,17%) e nove (6,12%) isolados com fenotipos M8 MLSsi, enquanto que o MSnao
foi detectadd? A outra foi realizada no Rio Grande do Sul, e fifieou 71 (46,7%), cinco
(3,3%) e cinco (3,3%) isolados com fenétipos Mt.IMLSsi e MSs, respectivament¥.

Observou-se, neste estudo que o fendtipo dLPrevaleceu entre os isolados
resistentes a meticilina, o que estd em concord&min estudos desenvolvidos em outros

%5,11,15,2

paise !e no Brasil*?
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O fendtipo M apresentou maior frequéncia 12 (11,6%) que o gMcBico (4,9%),
no presente estudo. Divergindo deste, o trabalaboehdo por Kumar et dl.na india
detectou a mesma frequéncia 33 (16,9%) dos fereoi e MLSsi entre os isolados de.
aureusanalisados. Merino-Diaz et &f.na Espanha identificaram o gemsrAem todos 0s
isolados deStaphylococcuspp. com fenotipo M&S Em Staphylococcuspp. esse gene é
responsavel por um mecanismo de efluxo que comfesisténcia aos macrolideos e as
estreptograminas B, mas n&o & clindamiéifta.

Apenas 0sS. aureusapresentaram o fendtipo MiSe a frequéncia do mesmo foi
maior entre os MSSA quatro (10,8%) que entre os MR8 (4,5%), neste estudo. Uma
pesquisa executada em dois hospitais de Chicagotdetem um deles, o fenétipo Mii®m
59 (20%) isolados entre os MSSA e em 14 (7%) imdahtre os MRSA, no outro hospital o
fendtipo MLSsi foi identificado em 94 (19%) e em 30 (12%) isaadentre os MSSA e
MRSA, respectivament&.Em um trabalho efetuado na Turquia, oito (5,8%lgis0s entre 0s
MSSA e dois (1,7%) isolados entre M&SA apresentaram o fenétipo MgiS® No trabalho
desenvolvido em Séo Paulo, observou-se o fenétipSsMem sete (6,73%) isolados entre os
MSSA e em dois (4,65%) entre os MR&AEstes dados gerados pelos trabalhos
anteriormente citados sédo similares aos do presstbelo. No entanto, h4 outras pesquisas
realizadas a nivel internacional nas quais o fpnotMLSsi foi prevalente entre os
M RSA.3’8'15'26

Portanto dados relevantes de susceptibilidade @imierobianos séo significativos
para o estabelecimento de uma terapia adequaddsgmwmue a realizacdo do teste D é
importante?®?* Reportar um isolado d8taphylococcuspp. como sensivel & clindamicina
sem verificar se 0 mesmo apresenta resisténciaivelupode resultar na instituicdo de uma

terapia inadequada com clindamicina. Em contragmrtium resultado negativo para
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resisténcia induzivel a clindamicina, confirma anssigilidade a este antimicrobiano,
proporcionando uma opcao terapéutica muito®oa.

No presente estudo, cada um dos garetAe ermC foi detectado em trés (23,1%)
isolados com fendtipos de resisténcia MlaBalisados. Em alguns estudos, contrarios a este,
o geneermAfoi identificado com maior frequéncia que o geneC como em um realizado
no Ird4, no qual os genesmA e ermC foram encontrados em 76 (60,3%) e 69 (54,8%)
isolados deS. aureusrespectivament®.Schmitz et al’® ao analisarem isolados 8e aureus
provenientes de 24 hospitais universitarios eursgaiectaram o gere@mAem 571 (67%)
isolados e @rmCem 192 (23%). Jung et &f.na Coréia identificaram entre 280 isolados de
S. aureuso geneermAem 250 isolados eermCem 14.

Em outros estudos, também discordantes deste, eegerC predominou em relacéo
ao geneermA como no trabalho desenvolvido na Espanha, no gugneermC foi mais
frequentemente detectado, tanto nos isoladds. @eireugquanto nos de SCN com fendtipos
constitutivo e induzive® Spiliopoulou et al*® na Grécia identificaram os gerersnAe ermC
em 22% e 70% dos isolados Sleaureusrespectivamente.

Hé relatos da associacdo dos referidos genes slasids deStaphylococcuspp.?’2°
porém no presente estudo, esta nao foi observada.

Neste estudo, os sete (53,8%) isolados do grupsana@ que ndo apresentaram 0s
genesermA ou ermC podem conter o gerermB Os isolados que apresentaram 0S genes
ermAou ermCtambém podem conté-lo, uma vez que a associaciesdgenes é possivel. O
geneermBnao foi pesquisado porgue é geralmente detectadsaados dé&taphylococcus
spp. de procedéncia anif>?® e encontra-se disseminado principalmente entre
estreptococos e enterocofo€outinho et al'? no Rio Grande do Sul, relataram a baixa

frequéncia do genermB Eles verificaram que entre os 152 isoladoStghylococcuspp.

analisados, 77 apresentaram um ou mais @ene 0s geneermA ermC e ermB foram



PEREIRA, J. N. P. Caracterizacéo fenotipica e mideaa resisténcia aos macrolideos, lincosamidas..

55

encontrados respectivamente em 49, 29 e trés @olada combinacdo destes genes foi
encontrada em quatro isoladdsiados discordantes deste estudo. No entanto, etrabaiho
desenvolvido no Texas, com isolados Qleaureusde origem pediatrica, entre 67 isolados
avaliados, o genermB foi identificado em 31 destes e, os gememA e ermC foram
detectados em 12 e 24 isolados, respectivaniénte.

Entdo foi possivel verificar a variagdo das fre@igsn dos fendtipos da resisténcia
MLSg e dos genegrm entre os hospitais e regides geograficas, ja tag@rpor outros
autores->>??"Djante disso, salienta-se a importancia da deterrdio dessas frequéncias
em um local especifict:**

A boa correlacdo entre os meétodos fenotipicos eotf@oos permite inferir o
mecanismo de resisténcia a eritromicina e a clincdlam estabelecer o tratamento
antimicrobiano mais adequado, assim como apresialifarencas epidemioldgicas em sua

distribuicao®?

Concluséo
Portanto os geneymAe ermCforam detectados e apresentaram a mesma frequéncia

entre os isolados d&taphylococcuspp. com fen6tipos MLgg e MLSsi selecionados. Apesar

do fendtipo MLSI ter sido menos frequente que o MkSe que o M§, é importante a
realizacdo do teste D para identifica-lo e dessadmrientar condutas terapéuticas. Como os
dados fenotipicos e moleculares acerca de um desmtion mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos variam entre os hospitais e regg@gyraficas, a obtencdo de dados locais
referentes ao mesmo € Util, uma vez que pode sinauxilio para ressaltar a importancia da
implementagédo de procedimentos que visem ao centi@ldisseminacao deste mecanismo,

no hospital onde o estudo foi realizado.
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Abstract

Introduction : There is a mechanism of resistance to macroiid&saphylococcuspp. which
also affects lincosamides and type B streptogramivasacterizing called MLSB resistance,
whose expression can be constitutive (cMLSB) oudillle (iMLSB) and is encoded mainly

by ermAandermC genes. The cMLSresistance is easily detected by susceptibilisyirig
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used in laboratorial routine, but the iMg $esistance is not. Therapy with clindamycin in
cases of infection by isolates with resistance iMUliBay fail. Objective: characterize the
phenotypic profile (occurrence of cMg%&nd IMLSs phenotypes) and molecular (occurrence
of ermA and ermC genes) of ML§ resistance of clinical isolates of susceptible and
methicillin-resistanStaphylococcus aurewand CNS (coagulase-negati8eéaphylococcs) of
patients from the Clinical Hospital of Federal Uamsity of Pernambuco (HC-UFPE), during
the year 2012Methodology. the antimicrobial susceptibility of 103 isolateas determined
by disk diffusion technique on Mueller-Hinton ag#&osteriorly, oxacillinscreeningwas
performed. The IML§ phenotype was detected by D test. Were subjecteublymerase
chain reaction (PCR), 13 isolates with cML&nd IMLSs phenotypes to deteermA and
ermC genes.Results cMLSg and IMLSs phenotypes were identified respectively in 39
(37,9%) and five (4,9%) isolates. The iMl_Bhenotype was only observed in four (10,8%)
of methicillin-susceptiblé&. aureusand one (4,5%) of methicillin-resistait aureusOf the

13 isolates subjected to PCR, six (46,2%) showexleom gene. The same frequency three
(23,1%) ofermA andermC genes among the isolates was obser@hclusion the ermA
and ermC genes were present among some of the isolat&stagfhylococcuspp. of the
hospital studied and despite the phenotype iMh8ve been less frequent than cMLE is
important to perform the D test to detect it angstguide treatment management.

Keywords: Staphylococcysmethicillin; clindamycin; erythromycin; genes.

Introduction

The increasing of prevalence of resistance to rodthiin Staphylococcuspp. is a
growing problem. This has led to new intereststigeto the use of macrolides, lincosamides
and type B streptogramins antibiotics for the treait of staphylococcal infections, with the

clindamycin, a lincosamide, representing a commabpoice for some these infections,
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particularly infections of skin and soft tissue aad alternative in case of intolerance to
penicillin or resistance to methicillfff In Staphylococcuspp., one of the mechanisms of
resistance to macrolides consists in modifying tibesomal target, reaching macrolides,
lincosamides and type B streptogramins, charaotgrihe so-called MLSresistance, whose
expression can be constitutive (cM§)Sr inducible (iMLS) and is encoded by genesnA
(erythromycin ribosome methylase) areimC which are the main determinants in
staphylococcf:*®

Know the type of ML§ resistance is important to establish the theregiyce
Staphylococcuspp. with constitutive resistance presenvitro resistance to all macrolides,
lincosamides and type B streptogramins andivo, the therapy with clindamycin in cases of
infection by Staphylococcusspp. with inducible resistance can select coristguerm
mutants, resulting in therapeutic faildre>’It is worth mentioning that the cMIgSesistance
is easily detected by susceptibility testing usethboratory routine, while iMLSresistance
is not, because by these methods, the isolat8saphylococcuspp. with inducible resistance
appeaiin vitro resistant to erythromycin and sensitive to clindeimy°**

To detect inducible resistance to clindamycirStaphylococcuspp., one of the tests
set by the CLSI (Clinical and Laboratory Standdragitute) is the double-disk diffusion (D
test) and when the isolates exhibit this type sfstance, the CLSI recommends cite them as
resistant to clindamycilf. Then, the data on antimicrobial susceptibility argportant to
conduct front to infections, but results of falssaeptibility can be obtained if the isolates are
not subjected to tests that detect inducible r@sst to clindamycin®

Studies carried out in two Brazilian states witimichl isolates ofStaphylococcuspp.
reported the cMLS phenotype as the most frequént® Coutinho et af? also evaluated the

occurrence oérm genes among the isolates analyzed. However thedrey of cMLS and
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IMLSg resistance varies between different hospitalsti@ are other resistance mechanisms
that confer resistance to only one or two clas§®L&s complex***°

The aim of this study was to characterize the ptygmo profile (occurrence of cMLsS
and iIMLSs phenotypes) and molecular (occurrenceeahA and ermC genes) of ML§
resistance of clinical isolates of susceptible amgthicillin-resistantStaphylococcus aureus
and CNS (coagulase-negati®taphylococcysof patients from the Clinical Hospitadf

Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), in orideobtain local data relating to the

resistance that may be helpful in guiding therapeuainagement.

Materials and methods

Clinical isolates

Clinical isolates were derived from different saewlof patients infected wits.
aureusor SCN from HC-UFPE during the year 2012 and vatoeed in glycerol (25%) at -
20°C. To check the purity of the colonies, werecuiated in Brain Heart Infusion broth

(BHI) and after incubation, were plated blood agar.

Antimicrobial susceptibility

The antibiogram was performed by disk diffusionhtaque on Mueller-Hinton agar,
according to the standards established by CLSISt@aphylococcysusing the following
antimicrobials: clindamycin gg, erythromycin 1qug, cefoxitin 30ug and oxacillin Jug. The
reading of inhibition zone formed was effected bg pachymeter. Results were expressed in

millimeters and interpreted in accordance withgtandards established by CL8l.
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Oxacillin screening

The isolates that presented resistance to the lbmaend/or cefoxitin, were
submitted to oxacillin screening. Direct suspensibrcolonies was performed, from sheep
blood agar 5%, in order to obtain a turbidity e@l@ént to a standard solution 0,5 of
McFarland scale. A loop of platinumull was dipped in this suspension and then the
inoculum was done in an area with a diameter ofolD5mm on plates containing Mueller-
Hinton agar with NaCl (4% v/v; 0,68 mol/L) addetl ® ug/mL of oxacillin. Then these
plates were incubated at 35°C for 24 hours and edtaling the results, were considered as: >
1 colony = resistart For quality control, were used the standard ssrdor MRSA and

MSSA: S. aureusATCC 29213-Susceptible ar®l aureusATCC 33591-Resistarif.

D test

Isolates of S. aureusand SCN that in the antibiogram showed resistaice
erythromycin and susceptibility or intermediateistmce to clindamycin were selected. For
the execution of this test a disk ofig of clindamycin was placed at a distance of 15 tom
26 mm from the edge of a disc of 1§ of erythromycin in a plate containing Mueller-ktn
agar sown in the same way as it was in the antirag After incubation at 35°C for 16-18
hours, isolates that showed no flattening of theezaf inhibition around thelindamycin disk
were reported as susceptible to clindamycin (negabl test) and isolates that showed
flattening of the zone of inhibition around thendamycin disk adjacent to erythromycin disk

(“D” zone) indicated inducible clindamycin resistan(positive D test)”

Extraction of total DNA

For researchermA and ermC genes, rapid extraction of total DNA of a group of

isolates was carried out randomly selected amoolgtess exhibiting the cML$Sand iIMLSs
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phenotypes, by modified technique of thermal lydifectly from the colony’ A colony of
each isolate sown on nutrient agar was inoculated5ml| of BHI and incubated at 37°C for
24 hours. After incubation, 1 mL of bacterial coétuvas centrifuged at 15000 rpm for 5
minutes. Then the supernatant was discarded, thet peas resuspended in 200 pL sterile
milli Q water and the bacterial suspension was dteatt 100°C for 10 minutes in the
thermocycler. After heating, this suspension wastrdaged at 15000 rpm for 5 minutes.
Then 100 mL of the supernatant were removed, tearesf to eppendorf and frozen at -20° C
until the moment of use. Three samples of extraci2dA were quantified, by
spectrophotometry. From the values found, a aveveag calculatedorresponding to the
quantity of extracted DNA, which was used for a@hwgles. Posteriorly the extracted DNA

from each sample was diluted, in order to obtdina concentration of 40 ng/uL.

Detection oermAandermCagenes by the technigue of polymerase chain rea(fER)

For realization of PCR, primers describgdLina et al*® for the ermA gene: F (5'-
GTTCAAGAACAATCAATACAGAG-3) and R (5-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3) and for the ermC gene: F (5-
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC-3) and R (5-
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC-3’) were used. For the deteon of ermAgene, each
amplification reaction was prepared in a final vokiof 25 pL for each tube and includes:
1pL (40 ng) of total DNA, 1pL (20 pmol) of eachmper, 0,6 pL of deoxyribonucleotide
triphosphate (ANTP) (8 mM},0 pL of buffer (5x),1,5uL of MgC}h (25 mM), 0,4 uL of Taq
DNA polymerase (5U) and 14,5 pL of sterile milliv@ater. For the detection eimCgene,
each amplification reaction was prepared in theesamanner as the previous, except in
relation to the quantity ofag DNA polymerase (5U) and sterile milli Q water, tha this

reaction was 0,3 uL and 14,6 uL, respectively. Afngaltion reactions were performed in the
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thermocycler at the following conditions: 30 cyclels1 minute at 94°C in the denaturing
step, 30 seconds at 49°C in the annealing ste@@rseiconds at 72°C in the extension step,
according to the conditions described by Francal. Etadded of modification performed in
the laboratory where this research was conductadin® the realization of PCR, was
included a negative control, corresponding to & tedntaining all components of the mixture
to which template DNA was not added. As regardsitipescontrols, when there was
identification of a isolated positive for the geeenA and a isolated positive for the gene
ermC these came to be used as positive controls ofetbgective genes. The PCR products
were subjected to electrophoresis on 1,5% agarebkeng0,5x TBE buffer. A marker of
molecular weight of 100 bp was used. These produete stained with Blue, visualized on

an ultraviolet transilluminator and photodocumented

Results

59 (57.3%) clinical isolates ob. aureusand 44 (42.7%) of SCN were analyzed,
totaling 103 isolates. Of these 103 isolates, 3F.9%) 22 (21.4%) 14 (13.6%) and 30
(29.1%) were classified respectively as methicillirsceptible Staphylococcus aureus
(MSSA), methicillin-resistant. aureugMRSA), methicillin-susceptible coagulase-negative
Staphylococcus(MSCNS) and methicillin-resistant coagulase-negatiStaphylococcus

(MRCNS) (Table 1).
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Table 1 - Profile of susceptibility to erythromycin and clenthycin of susceptible and

methicillin-resistanss. aureusand CNS.

Phenotypes MSSA MRSA MSCNS MRCNS Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

ERY-S, CLI-S gusceptiblg 25 (67.6) 5(22.7) 4(28.6) 7(23.3) 41(39.8)
ERY-S, CLI-I 1(27)  0(0) 1(7.1)  0(0) 2 (1.9)
ERY-S, CLI-R 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ERY-I, CLI-S 1(27)  0(0) 2(14.3) 0(0) 3(2.9)
ERY-I, CLI-I 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ERY-I, CLI-R 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1333 1(1)
ERY-R, CLI-R (cMLS,) 4(10.8) 15(68.2) 3(21.4) 17 (56.7) 39 (37.9)
ERY-R, CLI-S/I, + D Test (iML§) 4(10.8) 1(45)  0(0) 0 (0) 5 (4.9)

ERY-R, CLI-S/I, - TestD (M§)  2(5.4) 1(45) 4(286) 5(16.7) 12(11.6)

Total 37 (35.9) 22(21.4) 14(13.6) 30(29.1) 103 (100)
Note: ERY: erythromycin; CLI: clindamycin; S: sugtible; I: intermediary; R: resistant; MSSA: meihio-

susceptibleStaphylococcus aureudMRSA: methicillin-resistantS. aureus MSCNS: methicillin-susceptible
coagulase-negativ8taphylococcysMRCNS: methicillin-resistant coagulase-negat®aphylococcysMLSg:

macrolides, lincosamides angpe B streptogramins; cMLS phenotype of constitutive MlgSresistance;
iIMLSg: phenotype of inducible MLgSresistance; M$ phenotype of resistance to macrolides dyge B

streptogramins.

Thesusceptible phenotype (ERY-S, CLI-S) was deteatezbi (67.6%), five (22.7%),
four (28.6%) and seven (23.3%) of MSSA, MRSA, MSCH& MRCNS, respectively
(Table 1). The cML& phenotype (ERY-R, CLI-R) was detected respectivelpur (10.8%),
15 (68.2%), three (21.4%) and 17 (56.7%) of MSSARIA, MSCNS and MRCNS. The
IMLSg phenotype (ERY-R, CLI-S, positive D test) (Figdyewas found only in four (10.8%)
of MSSA in one (4.5%) of MRSA. The M$henotype (ERY-R, CLI-S, negative D test) was
detected in two (5.4%), one (4.5%), four (28.6%} dive (16.7%) of MSSA, MRSA,

MSCNS and MRCNS, respectively (Table 1) (Figure3,2l and 5).
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Figure 1 - Positive D test, showing the flattening of the zarfeinhibition around the

clindamycin disk adjacent to erythromycin disk (edl“D” zone).

Source: PEREIRA, 2014.

mMLSBc
m MLSBI
mMSB

m Qutros

Figure 2 - Phenotypic characterization of Mg$esistance of MSSA.
Note: MLS: macrolides, lincosamides and type B streptogramitMSSA: methicillin-susceptible
Staphylococcus aureusMLSg: phenotype of constitutive MlgSresistance; iIMLS phenotype of inducible
MLSg resistance; M phenotype of resistance to macrolides gpe: B streptogramins.
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mMLSBc
= MLSBI
= MSB

m Qutros

Figure 3 - Phenotypic characterization of Mg$esistance of MRSA.

Note: MLS;: macrolides, lincosamides and type B streptogramMRSA: methicillin-resistansS. aureus
cMLSg: phenotype of constitutive MlgSresistance; iIMLS phenotype of inducible MLgSresistance; M$

phenotype of resistance to macrolides and typedptsigramins.

u MLSBc
= MSB
® Qutros

Figure 4 - Phenotypic characterization of Mg $esistance of MSCNS.

Note: MLS;: macrolides, lincosamides argpe B streptogramins; MSCN#ethicillin-susceptible coagulase-
negativeStaphylococcyscMLSg: phenotype of constitutive MlsSresistance; M$ phenotype of resistance to

macrolides andype B streptogramins.
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u MLSBc
MSB

m Qutros

Figure 5 - Phenotypic characterization of Mg $esistance of MRCNS.

Note: MLS;: macrolides, lincosamides argpe B streptogramins; MRCNS: methicillin-resistaietagulase-
negativeStaphylococcuscMLSg: phenotype of constitutive MlsSresistance; M$ phenotype of resistance to

macrolides andype B streptogramins.

For the identification oermAandermCgenes, among the 44 isolates with cMls®d
IMLSg phenotypes, 13 were randomly chosen and subjéete@R. Of these 13 isolates, six
(46.2%) presented ormgmgene. The same frequency was verified three (23df%)mAand
ermCgenes among isolates. The association of theses gese not observed in isolates and
seven (53.8%) isolates don't present referred g@radde 2).

Table 2- Distribution ofermAandermCgenes among isolates $faphylococcuspp.with
MLSg resistance.

Genes Isolates (%)
ermA 3(23.1)
ermC 3(23.1)
ermA+ermC 0 (0)
None 7 (53.8)

Total 13 (100)
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Discussion

In this study it has been found that the frequenic}ISSA 25 (67.6%) was higher
than that of MRSA five (22.7%) and, that of MSCIRir (28.6%) was less than that of
MRCNS seven (23.3%). In a study executed in Inaimpng 313 isolates &taphylococcus
spp. analyzed, were found 83 (64.84%) MSSA and 3%16%) MRSA, similarly to the
present study and, contrary to the same, were fa2dd(67.02%) MSCNS and 61 (32.97%)
MRCNS? A total of 1687 isolates @taphylococcuspp. investigated in Turkey, consisted of
419 (24.8%) MSSA and 464 (27.59%RSA, differently this study and, the remaindertlod
isolates, similarly to this, consisted of 196 (24)BVSCNS and 608 (36.1%) MRCNS.

The susceptible phenotype (ERY-S, CLI-S) 41 (39.83%6)his study, predominated
among evaluated isolates. This phenotype was ats@lent in work carried in India, Libya
and Turkey which detected the referred phenotypd98 (51.5%), 87 (54.7%) and 688
(40.8%) isolates, respectivelyt#

In the present study, the cMg$henotype 39 (37.9%) was predominant in relation t
IMLSg phenotype five (4.9%) and to phenotype of rest#ato macrolides and type B
streptogramins (M§) 12 (11.6%), in concordance with other studiesdcmted in Brazif***
One of these researches was conducted in S&o Radagevealed respectively 37 (25.17%)
and seven (6.12%) isolates with cML@nd IMLS phenotypes, whereas MSvas not
detected? The other was accomplished in Rio Grande do 3wl i@entified 71 (46.7%), five
(3.3%) and five (3.3%) isolates with cMESMLSg and MS phenotypes, respectively.

It was observed, in this study that the cMLghenotype prevailed among isolates
resistant to methicillin, which is in accordance thwistudies conducted in other
countried®***>#and in Brazil**

The MS phenotype showed higher frequency 12 (11.6%) thanMLS; five (4.9%),

in the present study. Diverging from this, the wddne by Kumar et af.jn India detected
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the same frequency 33 (16.9%) of M&d IMLSs phenotypes among isolates&faureus
analyzed. Merino-Diaz et &, in Spain identified themsrA gene in all isolates of
Staphylococcuspp. with M phenotype. IrStaphylococcuspp. this gene is responsible for
efflux mechanism which confers resistance to matesland type B streptogramins but not to
clindamycin®>?

Only S. aureusshowed the iIML%& phenotype and the frequency of the same was
higher among MSSA four (10.8%) than among MRSA @hB%), in this study. A research
carried out in two hospitalgf Chicago detected in one of them, the iMUShenotype in 59
(20%) isolates among MSSA and in 14 (7%) isolatesrey MRSA, in another hospital the
IMLSg phenotype was identifiesth 94 (19%) and in 30 (12%) isolates among MSSA and
MRSA, respectively? In a study performed in Turkey, eight (5.8%) isesaamong MSSA
and two (1.7%) isolates among MRSA presented theSiMphenotypé® At the work
developed in S&o Paulo, the iMd_Bhenotype was observed in seven (6.73%) isolatesg
MSSA and in two (4.65%) among MRSA.These data generated by the aforementioned
studies are similar to the present study. Howetlegre are other researches conducted
internationally in which the iMLSphenotype was prevalent among MREA>2°

Therefore relevant antimicrobial susceptibilityalate significant to the establishment
of appropriate therapyhence the realization of D test is importdift: Report an isolate of
Staphylococcuspp. as susceptible to clindamycin without chegkivhether the same has
inducible resistance, may result in the establisiiné inadequate therapy with clindamycin.
On the other hand, a negative result for inducielgstance to clindamycin, confirms the
susceptibility to this antimicrobial, providing ary good therapeutic optidtf.

In the present study, each efmA and ermC genes was detected in three (23.1%)
isolates with phenotypes of MgSesistance analyzed. In some studies, contratjiso the

ermA gene was identified with higher frequency than ¢h@C gene, as in a performed in
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Iran, in whichermAandermCgenes were found in 76 (60.3%) and 69 (54.8%aiseslofS.
aureus respectively” Schmitz et al*® when analyzings. aureussolates from 24 european
university hospitals detected the gammAin 571 (67%) isolates and teemCin 192 (23%).
Jung et al?’ in Korea identified among 280 isolates ®f aureusthe ermA gene in 250
isolates and thermCin 14.

In other studies, also discordant of this, @renC gene predominated at relation to
ermA gene, as in work developed in Spaim,which theermC gene was more frequently
detected, in isolates 8. aureusand SCN with constitutive and inducible phenotyffes.
Spiliopoulou et al*? in Greece identifie@rmAandermC genes in 22%nd 70% of isolates
of S. aureusrespectively.

There are reports of the association of referretegean isolates oStaphylococcus
spp.2”#°but in the present study, this was not observed.

In this study, seven (53.8%) isolates of the aredygroup, which did not present the
ermAor ermCgenes, may contain teemBgene. Isolates that presentthAor ermCgenes
may also contain it, since the association of tlggsees is possible. TleemB gene was not
investigated because it is generally detected atates of Staphylococcuspp. of animal

1322.283nd is spread mainly among streptococci and erdecdt Coutinho et al*? in

origin
Rio Grande do Sul, reported a low frequencyeofB gene. Thewerified that among 152
isolates ofStaphylococcsi spp. analyzed, 77 had one or mere gene,ermA ermB and
ermCgenes were found respectively at 49, 29 and tbdates and, the combination of these
genes was observed in four isoldtésjscordant data from this study. However, in akvor
developed in Texas with isolates®faureusof pediatric origin, among 67 isolates evaluated,

the ermB gene was identified in 31 of these ardnAandermC genes were detected 12

and 24 isolates, respectivély.
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So it was possible to verify the variation of freguies ofphenotypes of MLS
resistance and ofrm genes among hospitals and geographic regionsadgireeported by
other authord®*>?12"Thus, the importance of determination of thesgquemcies at a specific
location is stressed:*

Thegood correlation between phenotypic and genotymthods allows to infer o the
mechanism of resistance to erythromycin and clingzm establish the most appropriate
antimicrobial treatment, as well as appreciate #pdemiological differences in the

distribution??

Conclusion

ThereforeermA and ermC genes were detected and presented the same fogquen
among isolates dbtaphylococcuspp. with cML$ and IMLSs phenotypes selected. Despite
the IMLSs phenotype to have been less frequent than the gMb8 MS, is important the
performance of D test to identify it and therafyde therapeutic conducts. Since phenotypic
and molecular data about a determined mechanisantrhicrobial resistance vary among
hospitals and geographic regions, obtaining loesh @oncerning the same is useful, since it
can be a help to highlight the importance of impatmg procedures aimed at controlling the

spread of this mechanism, in hospital where thdysivas conducted.
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Pesquisador Responsével: Marcelle Aquino Rabelo
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® Original basic ar clinical investigation [original papers);
® Brief reports of new methods ar cheervations (brief com-
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® State-of-the-art presentatons or reviews (review or mind
review papers);
® Cape presantation and dizcussion [case r=ports);
® Clinical infactious diseasas images;
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REwrEw ARTICLE
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Thiz section should costein critical enalysis end & new point
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readers about controversisl issues and the development of con-
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new point of view of the focus of the subjact. & mdnireview is fo-
cused on & restricted part of 8 subject. A miniteview and review
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& Ap abstract of no more than 300 words;
® Mo mare than 7 keywords;
# Mo mara than B0 refarences;
® The text may be divided inta sections with sppropriats tit-
les and subtitles;
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CasE REPORTS
Reports of clinical cazes must contain @ boef introduction
ghout the nature of the case disgnosis, whose focus is the
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# An shetract of no more than 150 words;
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CLINICAL INFECTIOUS DISEASES IMAGES
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& & minirem of refersnces (B0 myore than 4);

® o abstract;
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words:

& Nurmber of authors should not excesd 5.

LETTERS To THE EDITOR
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MAMUSCRIPT FORMATS

CovER LETTER
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# Title of article.

® Marneds] of all author(s);

® sddrzss, telephone nueber fax, and e-mail of the cormespan-
ding author;

& 3 gtatament signed by the comespording auther corfirming
that the manuscript content represents the views of the
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mautkors have submitted duplicate or averlapping rmans-
cTipts elsewhere, and that the items indicated as personal
ComMTRUnirations in the taxt are supported by the refersniced
pETsan;
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miitbes of Medical [ournal Editors:
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staterment indicating that written informed comnsent was ob-
tainad from all particpants;

® Al origing] articles should indicate the number of the Ethics
Caommnittes approval. If the article does ot require an appro-
val from the Ethics Committee, the suthor should write it
separataly in the article;

& apimal experimentation should be carmed cut according m
instimationsl guidelines for experimental use af animals;

& The suthors should obtain wrtten permuission to reproduce
figures and tablas from cther sources;

# |f the study was supported by any instirution, it has to be in-
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or forusing on & specific pathogenic preoass or antimicrohial
=gent. These will be added to the regular bimaomthly publication
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of 300 dpi

Use of digital resocurces
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[Excell standard), photos and fgures, with minimuem r=solu-
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Titles and subtitles
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% Suhtitles shaould be in underscore:
# Titles should not havs abbreviations of acronyms;
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& N2 naot excesd BJ characters (inc. spaces).

Anthar affilistions
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Keywords
& Consider the manuscript formats to venfy the number of
keywords;
® 1)za capital letter for the first word, the other should be in
regllar forem.

Abstract

& The sbsiract should briefly contain the ohjective, data, ma-
thads, resultz and discussion of the study ar presentation o
en=ure the reader’s understending of the manuscript;

# [0 nat use abhreviations in ahstact;

® Do nat use references in shetract;

& Consider the manusoript formats to verfy the number of
words.

Introduction
& [n the text of ntroduction the authors have to revez) the
gim of the study, the purpase of the research, and the baszic
litersture about the subject.
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Material and methods

# This section should be subdivided by short underscore hea-
dings refarnng to matheds uzed;

® This 5ecticn canmok contain figures or tablas;

® The material and methods used must be carefully desco-
bed to allow the study repetiion 2rd to determine if the
1a5ults were pessible and cormect;

® papers with statistical testing should stzts the name of
the test, the name for each analysis, the comparizons of
interest, 8 justification of that test, the alpha level for all
tests, whether the tests were over two-tailes, and the actual
p-value for esch test;

® Nate sets chould be summarized with descriptive statistics,
which should include then for each data =et, & cleardy labe-
led rragsure of centre (2uch &= the mean or medizn), and 2
clearly lebeled mveasure of varisbilicy (such as the standard
deviation oT tAngE).

Results

® The data of tha results should ke descriked concizaly;

® Tahles, graphics and figures have to be inserted in thiz section;

# The dats presented im this section have to be onented by
universal units;

® Takhlas shiould be claar enough to the readers do not nesd
the text to understand them;

® Tzhlas should be presented o separate papes, porirait
anienkation, end upright on the pags;

® Tables should presant & short one-line title in bold;

® Tables have to be numbered consecutively with Arshic nu-
mermls in the text:

& cymbolz 3nd sbbravistions are defined irmmadistaly balow
the tahle;

® Lipre mformation about the tabla should be below the sym-
bale and sbhreviations:

# [f the takhle i= from anather source, the suthors enst indi-
cate the source end send the parmission to the joumal.

Figures/Graphics

# Figure lepend should be lsted one after the other, a5 & part
of the text document, separate from the Gpurs files, with 2
short one-line title in kald.

® Figures should be submitted in COR, TIF, PG file (3200 dpd);

® pigures should be clear encuph that the readsts do neot
need the text to understand them:

® Fipures should be presented on separate pages, poriTait
oTientation, and upright on the pege;

® Figures have ta be nurebered consacutively with Arahic no-
merals in the taxt;

& cymbols 3nd sbbravistions are defined irmmedistaly balow
the figure, a5 well &z any other informations sbout the &-
BuTES

® [f tha figure is from amother soutce, the authors st indi-
cate the soutce and send the parmission to the foumal.

Discussion
® The dizoussion prezents the results comparing end avalusting
them to litetetue and the exsting knewledpe. Rafamnces to
ather studies should appesr in the Disoussion ta compare the
dats chiginad in the methods and results of the paper.
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Abbreviations and symbaols

& Al abbraviations have to ke explained in the text, Ggure
and teble legands when they first appear;

® nrlude the abbrevizdon in parenthesiz after they first
BDQEETEETICE.

& Ahbraviats umits [{5 L, not 5 milliliters (ml));

# [io nat sbbreviate institatioms;

& Ahbrevistions must follow the format of the Matonal Li-
brary of Medicine (U5A) a2 in Index Medicus.

Units
® pollaw the use of the The Intemational System of Units [30)
[ttp: A physics. mist govscunUnits).

References

& They should go in the finsl part of the articls, aomording to
the quataticn arder in the text, in which should appear the
Arsbic numerals supersaipted. Please quate all the suthors
in works with unt] six authars; after six authors, quote the
firzt thres fellowsad by the sxpression ot al Reference Mans-
g=r or Endnate programs are strengly recormmended for uss
adopting the “vancouver” style

Examples for reference dtation are presented below. Authors
should consult WlM's Citing Medicine for edditional informa-
tion an the reference formats.

Article

Tumer SW, Young & Goldblatt J, Lendew L, Le Sousf PM Child
haod asthma and increased sitway resporeivensess a mlatiomship
thiat begins in mfancy. Are ) Respir Crit Cate Med. 2008,179-48-104.

Chang ML.yang OW, Chen JC, et 8], Disproportionsl exaggera-
ted arpartate transaminsss s & useful prognostic pararseter
ins late leptospirasis. Warld | Gastroenterc]. 2005;11:5553-6.

Book chapter

Taylor DM, Petsoanet | Epidemiology and natural history of Habi-
cobacter pylon infection. In: Blaser M, Smith FO, Rawdin ] eds. In-
fections of the gastraintestins] tract. Mew york: Reven Press, 1334

Book

Polak M, van Macrdan 5 An introduction to irmemmechermis-
try: current technigues end problems. Owford, UK: Oxford
University Prass, 1887,

Abatract

Blatt 5F, Butzin CA, Lucey DR, Malcher GE, Hendrix CR. Aner-
gy status end CO4 CD2% memary T-cells predict progression
to AIDS [abstract FoB 3480). n: Program &nd shetracts: VIO
Inbemztionz] Conference on AIDS [Amsterdam). Aresterdam:
CONGRES Haolland, 1532,

SCOPE AND POLICY
The girm of BJID is to be relevant in the broadest sense bo =l
aspacts of Infectious Dizeases and its Gelds. The manuscHpts
submittad to BAD should develop new concepts or axperimental
approaches, they have to describe new prndples or improve-
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ment of an exdsting methed and thar results, they have ta bring
new data about 8 subject which will be Important to physichians;
50 they could not be & single presentation of known data.

PUBLICATION ETHICS

® All the listed authors have to egree on all contents (authors
reust approve the ardcle galley prood) and they ars responsi-
ble for all informations inchided in the text.

® The mmesponding auther is responsible for all communica-
tions between the Journal and 81l coauthors, before and after
puklication.

# The comesponding zuthor has to make 8 staterent confiming
that the content of the manuscript reprezents the views of the
coauthors, that neither the momesponding authar nar the ceaw-
thars have submitted duplicate or overlapping manusaipks
elzawherz, and that the items indicated &= perscnal cormemm-
cations in the text are supparted by the mierencad parson

& Ary changes to the author list after subesizzion, such &= &
change in the ordar of the authors, or the deletion or addition
of authors, need to be approved by evary authorn

® The aditors of BI0 may s2ek advice sbout submittad papers
not anly from technical reviewsrs but alsc on any aspect of 2
paper that raizes concsms These may include, for axample,
ethical isswes or issues of data or matenials aocess.

# The suthors warrant that the eanusoript is original and con-
tzins no matter which is defamstery or is ctherwise unlawiul
or which vades mdividual privacy or infringes amy proprie-
tary right or =my stabutory copyright

DUFLICATE PUBLICATION
All manuscripts submitted to BJI0 must be crigingl and not pu-
blished or submitted for publication elsewhera.

PLAGIARIEM AMD FABRTCATION

If & ca=ze of plegiarism oocurs in BI0, & determination of eds-
conduct will Jead the BAOD to exclude the article from the sub-
rrizsion process ot if the article was already published, ta ex-
clude froem the publication, and the authars will be acrmmtabls
for the plagiarism.

CoOMFIDERTIALITY

The Journal editors treat the submitted manuscript and all
communicetion with the suthors &= confidential between them-
selves and the pesr-reviewers. Similarly, authors must treat
communication with the foumal as confidential.

PacE CHARGES
Thare iz no charge to publish in The Brazilisn [oumal of mfac-
ticus Dizeazes (B]IO).

PERMISSIONS

Capyright 2012 by the Errdlian Sodety of Infecious Dis=zses and
Elsevier Editora Lide All rights ressrved. Except 25 authorized in
the scroemparning statersent, mo part of the BJID may be r=pro-

duced in any foom or by zny eledronic or mechanical means,
inchading information storage and retrieval systems, withaut the
publisher's written permission. Autharization to phatocopy jtemns
for intamal ar personzl uss, or the mtemal or personal use by
specific clisnts is granted by the Brazlism Socisty of Infectious
Dizeazes and Elsevier Editora Ltda. for librares and ather users,
Thiz authorization does not extend to other kinds of copying such

as oopying for general dismbution, for advertising or promotional
purpases, for aeating new coll ective works, or for resale.

‘COFYRICHT

Tha autkors grant and aszign the enfite copyright to the Erazilian
Sooety of Infectious Cizeazes And Elsevier Editora Lids. for it ax-
clusive use. The copyTight comsists of ary and 811 rights of whataver
kind or nature protected by the copymght laws of Brazl and of all
foreign countriss, in a1l lampuags: and forres of comemnmication,
and the Brazilisn Socety of Infectous Cizeazes and Elsevier Editora
Ltda zhall be the sole proprietors thereof The authons) sgres(s) o
indarnnify zmvd bald the Brazilian Sodety of Infactious Dizesses and
Elsevier Editara Lirla harrless againet any claim to the contrary

PEER REVIEW

BMD i= & peer-review Joumsal, so sl pepsrs (except Letters ta the
Editor) are evaluatad by this system. If the paper follows the
scope of the joumnal, it will ba sant to twa ar thres independeant
reviewers, selacted by the editors [two from the editorz] board
and ons any other expartiss).

Authors may sugpest appropriate consultants for review of
the maruscTipt, but theze supgestions may not be followed

Tiona
The review prooess will ordinarily require two manths.

FEER REVIEW FOLICY

General information

The reviewsrs will be invitad by the aditor of BAD to do the cam-
mants abouk an arbicle, in accordance wikh the specialty af each
refares. Questions sbout a sperific manuscrpt should be direc-
ted to the editor wha iz handling the maruscoript.

Online manuscript Tewioa
“We ask pesr-reviswers to submit their reports via our secure
cnline systam. The reviewer will receive 3 uzemame and & login
that provide hire/her to dewnloed the article and in 8 spedific
formn write their commenits.

The rewiew process

All submithed manuscTipts are read by the editorisl steff. To
save time for authors and pesr-reviewers, cnly theoss papers
that seem encst likely to mest our editorial critenia are sent
for formal review. Those papers judged by the editors to be
of insufficient ganeral mterest ar ctherwise inapproprate ars
rejected promptly without external review (glthough thess
decisions may be bazed an informal advics from specialists in
tha field).

Manuscripts judged te be of potential intersst to our rea-
dership are zent for formal review, typically o twa or thres
TeVIEWETS, but somatimes more if special advice & needed {for
example om statistics or & particular technigue). The editors
then make & decizion baszed on the reviewers" advice, from
amang saveral possibilities:

& Arrept, with minor comections;

& Mnvite the authors to reviss their mamnuscript to address

spediic concems bafors & firal dedsion is reachad;

& pajact, but indicate to the authars that further work might

justify & resulmission;

& pajact gutright, typically om grounds of specizlist intersst,

lack of novelty, insufficient conceptual advance or major
technical andsor interpretational problams.
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[nstroctians to authars

LEGAL AND ETHICAL CONSIDERATIONS
Arrording ta the Uniform Bequirements for Manuscripts Sub-
mittad to Biomedical Joumals [mtematicnal Committse of Ma-
dical Journzl Editars - February Z004).

CoMFLICT OF INTEREST

Public trust in the pesr raview process and the credibilicy of
puablished artcles depend n part cn hew well conflict of inter
ezt is handled during writing, paer review, and editorizl deci-
sion rmaking. Conflict of interest exists when an suthor jor the
suther’s institation), reviewer, ar editor has financizsl or personal
relationships that insppropristely influence (hias) his or her ac-
tions (such relstionships are slse known &5 dusl commitments,
competing interests, or competing Joyalties). These relstionships
vary from thise with negligible potential to those with great pa-
tential to influsnce judgment, end wot a1l relstionzhips represant
true conflict of interest. The potential for oomilict of interest can
exist whether or not an individuzl belisves that the relationship
affects hiz or her scentific judgment. Financial relationships
izuch as employmment, consultancies, stock owsership, homcrans,
paid expert testimony] are the mest sasly identifizble contlicts
of inter=st and the meast likely o undermine the aedibdlity of the
journal, the authors, and of scence itsell. However, conflicts can
oocur for other reasons, such & parsonal relztionships, acadeamic
competition, and intellactual passion

InFoRMED CORNSENT

Patients have a right to privacy that should nat be infringsd
without informed consent. [entifying information, inchuding
patients” names, initials, or hespital mumbers, should not be
publisked in writken descriptions, phoboprephs, end pedigrees
unless the information is exsentia] for scentific purpeses and the
patient (or parent or pusrdisn) gives written informed comsant
for publication. Informed consent for this purpase requires that
& patient who is idenfifisble be shown the manuscrpt to be pa-
blizhad Authors should identify mdividusls wha provids writing
E=sistance and disclose the funding source for this assistance.
Mentifiing details should be ceritted if they are not eszential.

Complate anonymity is difficult to achieve, however, and
informed comsent should be cbtained if thers is any doubk For
exampls, masking the aye ragion in photographs of patients
i inadequate protection of ancnymity. [f identifying charac-
teriztics are altered to protect anonyenity, such 85 in penetic
pedigress, authars should pravide essurence that alterations da
not distart scientific meaning and aditors should so mote. When
informed consent has been chisined it should be indicated in
the published articls.

ETHICAL TREATMENT

When reporting experiments an human subjects, authors
should indicate whather the procedures followed ware in
accordance with the ethical standards of the responsibla
comimitbes on human experimentation {nstitutional and na-
ticnal] and with the Helsinki Declaration of 1975, a: ravized I
2000. If doubt exists whether the mesearch was conducted in
acrordance with the Helsinld Declaration, the suthors must
explain the raticnale for their spproach, and demonstrate that
tha inztitutiona] review body explicitly spproved the douktful
aspects of the study. When reporting experniments on animals,
guthors should be asked to indicate whether the institutional
and natiomal guide for the care and use of labaratory animals
weas followed.

CLINICAL TRIALS REGISTRY
Climical trizls must be registered zccording to WHO recom-
mendation at wwwwhointfictrpden/. The definition of clinical
trial mcuds preliminary trieks (phase §: zmy study with pras-
pective racTuiting of subjects to undergo any kealth-related
intervention [drugs, surgical procedures, equipmeant, behavicral
therapisz, fond regimen, chenges in health care) to evaluate the
effectz on climical cutcomes [any bicenedical or healih-related
pararreter, including phamnacakdnetics measurements and ad-
VErES2 T2actons).

The Journal has the right not to publish trials not complying
with these and cther legal end ethical standsrds determined by
international guidelines.



