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RESUMO: Falhas terapéuticas que ocorrem em tratamentos com clindamicina podem ser devido aos multiplos mecanismos que confe-
rem resisténcia aos antimicrobianos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina. Este estudo foi realizado para detectar a presenca de
resisténcia induzivel a clindamicina em isolados clinicos de Staphylococcus aureus, por meio do D-teste, usando o disco de eritromicina
e clindamicina segundo preconizado pelo CLSI, e sua relacdo com a resisténcia a oxacilina. A resisténcia MLS,c foi verificada em 79,06%
dos MRSA e a resisténcia MLS,i em 4,65%. Para os MSSA, o fendtipo MLS,c foi de 2,88% e o fendtipo MLS,i foi de 6,73%. A resisténcia
ao grupo MLS e a expressao constitutiva foi mais comum entre os isolados MRSA, e a frequéncia de MLS,i foi mais frequente em MSSA
do que em MRSA. O fenotipo induzivel pode comprometer a eficacia da clindamicina, portanto recomenda-se a realizagdo do teste de
inducdo e o monitoramento constante da susceptibilidade a droga dos isolados de S. aureus, considerando a necessidade de controle
epidemioldgico e terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia induzivel a clindamicina. Fenotipo MLS,i. Staphylococcus aureus.

ABSTRACTS: Clinical failure of clindamycin therapy has been reported due to multiple mechanisms that confer resistance to macrolide,
lincosamide and streptogramin antibiotics. This study was undertaken to detect the presence of inducible clindamycin resistance among
clinical isolates of Staphylococcus aureus, by D-test, using erythromycin and clindamycin disks as per CLSI, and its relationship to oxa-
cilin resistance. In this study, 79,06% of MRSA presented the phenotype MLS,c, and 4,65% the phenotype MLS,i, and 2,88% and 6,73%
of MSSA, respectively. The resistance to MLS group and constitutive expression were more common among the MRSA isolates, and the
MLS,i frequency was higher in MSSA than MRSA. The inducible phenotype can compromise the clindamycin efficacy, therefore both
the inducible test and the constant monitoring of susceptibility to this drug in the S. aureus isolates are recommended, considering the
necessity of epidemiology control and therapy.
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RESUMEN: Fallas terapéuticas ocurridas en tratamientos con clindamicina pueden ser causadas por los multiples mecanismos que confie-
ren resistencia a los antimicrobianos macrolidos, lincosamidas y estreptograminas. Este estudio fue ejecutado para detectar la presencia
de resistencia inducible a clindamicina en aislados clinicos de Staphylococcus aureus de promedio la prueba D, utilizando el disco de
eritromicina y clindamicina que recomienda el CLSI, y su relacion con la resistencia a oxacilina. La resistencia MLS,c fue verificada en el
79.06% de los MRSA v la resistencia MLS,i en el 4.65%. En cuanto a los MSSA, el fenotipo MLS,c alcanzo el 2.88% y el fenotipo MLS;i el
6.73%. La resistencia al grupo MLS y la expresion constitutiva fueran mas comunes entre el los aislados MRSA, y la frecuencia de MLS;i
fue mas grande en MSSA que en MRSA. El fenotipo inducible puede comprometer la eficacia de la clindamicina, se recomendando por
lo tanto la realizacion de pruebas de induccion y la monitoracidn constante de la susceptibilidad a drogas de los aislados de S. aureus,
en vista de la necesidad del control epidemiologo y terapéutico.

PALABRAS LLAVE: Resistencia inducible a clindamicina. Fenotipo MLSBi. Staphylococcus aureus.
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Introducao

Embora encontrado com rela-
tiva frequéncia como membro da
microbiota normal humana, o Sta-
phylococcus aureus atua como agente
de uma ampla gama de infeccoes,
variando desde algumas localiza-
das, geralmente superficiais, até
outras disseminadas, com elevada
gravidade. Sua importancia clinica
varia ao longo dos anos, tendo cres-
cido particularmente em fungao do
aumento na ocorréncia de infec-
¢Oes hospitalares graves causadas
por amostras resistentes'.

Macrolideos, lincosamidas e es-
treptogramina B (MLS,) sdao drogas
quimicamente distintas, entretan-
to, apresentam mecanismo de agcao
similar na inibicao da sintese pro-
téica, pela ligagdo ao receptor 23s
do rRNA, que faz parte da subuni-
dade 50s do ribossomo bacteriano.
Apresentam espectro de atividade
dirigida contra cocos Gram positi-
vos, cocos Gram negativos e bacté-
rias intracelulares como clamidias e
riquetsias. A resisténcia do S. aureus
ao grupo MLS, é conhecida desde
1956, logo ap6s a introdugao da
eritromicina na pratica terapéu-
tica. A resisténcia aos antibioticos
ocorre devido a trés mecanismos:
modificagoes no alvo de ligagdo no
ribossomo; efluxo ativo; ou inati-
vacado enzimatica da droga>.

A modificagao no alvo de liga-
¢do se deve a metilagao do residuo
A2058, localizado no dominio
conservado V de 23s do rRNA le-
vando a resisténcia cruzada, resul-
tando na formacao do fenétipo de
resisténcia conhecido como MLS,
Este fenotipo é codificado pelo
gene erm (erythromycin methionine
methylase) que tem sido reporta-
do em uma grande variedade de
microrganismos*’.

A Clindamicina é usada no tra-
tamento de infec¢oes de pele e te-
cidos moles, causadas por espécies
de estafilococos, além de ser uma
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alternativa para pacientes alérgicos
a penicilina®.

A expressao do fendtipo MLS,
pode ser constitutiva (MLS,c) ou
induzivel (MLS,i). A resisténcia
induzivel é observada quando o
mRNA inativo é transcrito e, na
presenca de um indutor, torna-se
ativo produzindo metilases. Por
outro lado, nas amostras com re-
sisténcia constitutiva o mRNA
relativo a metilase ¢ ativo, sendo
desnecessaria a presenga de um
agente indutor®. As amostras que
carregam o gene erm induzivel sdo
resistentes ao indutor e permane-
cem susceptiveis aos macrolideos
nao indutores e lincosamidas. A
eritromicina em baixos niveis é in-
dutora do fenétipo MLS,i, que é a
base do D-teste’®.

Tratamentos de infec¢oes utili-
zando clindamicina e macrolideos
nao indutores, causadas por amos-
tras que carregam o gene erm po-
dem levar a falha terapéutica®!*!!.
Mutantes constitutivos podem ser
selecionados in vitro na presenga
de clindamicina ou qualquer ou-
tro macrolideo ndo indutor entre as
amostras meticilino resistentes®.

A meticilina ou oxacilina é
um antibiético derivado semi-
sintético da penicilina, resistente
a B-lactamase. Foi introduzida na
Europa em 1959 e um ano de-
pois detectou-se a primeira cepa
de S. aureus meticilinoresistente
(MRSA). Mais tarde, em 1963, foi
reportado o primeiro surto noso-
comial causado por MRSA e, desde
entdo, tém sido notificadas cepas
de MRSA em todo o mundo, repre-
sentando um importante problema
de satide publica'.

A resisténcia a oxacilina (MR-
SA) é devida a presenca do gene
mecA, que faz parte de um ele-
mento genético moével encontra-
do em todos os isolados com este
tipo de resisténcia, denominado
cassete estafilococico do cromos-
somo mec - SCC mec (Staphylococ-

cal Cassette Chromossomal). O gene
mecA codifica proteinas ligadoras
de penicilina (PBP) modificadas e
nao tem relagao com a producao de
B-lactamases. MRSA caracteriza a
resisténcia a todos os antibidticos
B-lactamicos'>.

O objetivo deste estudo foi
detectar a presenca de resisténcia
induzivel a clindamicina entre iso-
lados clinicos de S.aureus, verificar
a resisténcia a oxacilina e a relacao
entre estas formas de resisténcia.

Material e métodos

Foram analisadas 147 cepas
de S. aureus isoladas de diferentes
materiais clinicos (pele, abscessos,
nasofaringe, secrecao nasal, urina,
sangue, entre outros) de pacientes
atendidos nos hospitais da Faculda-
de de Medicina de Marilia-SP nos
anos de 2007 e 2008. Os isolados
foram identificados por métodos
convencionais’’. Os discos de eri-
tromicina (30 pg), clindamicina (2
1g), oxacilina (1 pg), cefoxitina (30
Hg), entre outros, utilizados no an-
tibiograma foram da marca Oxoid.
Os isolados foram testados pelo
método de Kirby-Bauer'®. S.aureus
ATCC 25923 foi usado para o con-
trole de qualidade (CQ) dos discos
de clindamicina e eritromicina, de
acordo com os procedimentos de
CQ padronizados no teste de disco
difusao.

Os isolados resistentes a eritro-
micina e sensiveis a clindamicina
foram submetidos ao D-teste para
detectar resisténcia induzivel a
clindamicina®'’. Estes foram seme-
ados em agar Mueller Hinton e um
disco de eritromicina foi colocado
a uma distancia de 20 mm (borda a
borda) do disco de clindamicina, e
incubados a 35°C + 2 por 24 horas.
A eritromicina presente no disco
difunde-se pelo meio de cultura e
induz a resisténcia a clindamicina,
resultando em um achatamento do
halo de inibicao, adjacente ao dis-
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co de eritromicina, com a forma da
letra D (efeito D), como ilustrado
na Figura 1.

Os isolados positivos no D-teste
foram reportados como resistentes
a clindamicina, acrescidos de uma
nota informativa, conforme sugere
a NCCLS 2004 (atual CLSI): “este
isolado é presuntivamente resis-
tente a clindamicina baseado na
prova de deteccao de resisténcia
induzida”.

Os isolados resistentes a oxaci-
lina no teste de disco difusao foram
triados para resisténcia a oxacilina
em agar Muller Hinton, acrescido de
4% de NaCl e de 6 pg/mL de oxacili-
na (agar screening para oxacilina).

Resultados

A Tabela 1 resume os resulta-
dos obtidos neste trabalho. Todos
os 147 isolados estudados foram
sensiveis a vancomicina, 29,25 %
(43) foram confirmados como MR-
SAe70,75% (104) como MSSA. A
resisténcia MLS,c foi verificada em
79,06% (34) dos MRSA e a resis-
téncia MLS,i em 4,65% (2). Para
0s MSSA, o feno6tipo MLSB _ foi de
2,88% (3) e o fendtipo MLSB,foi de
6,73% (7). A resisténcia somente
a eritromicina entre os MRSA foi
de 9,30% (4), e entre os MSSA de
7,69% (8). A sensibilidade aos an-
timicrobianos do grupo MLS, foi de
6,97% (3) € 81,73% (85) entre os
MRSA e MSSA, respectivamente.
Uma cepa (0,96% ) MSSA foi resis-
tente somente a clindamicina.

Discussio e conclusoes

Este estudo teve como objetivo
verificar qual o tipo de resisténcia
- indutiva ou constitutiva - apre-
sentada pelo S. aureus aos antibid-
ticos do grupo MLS,, assim como a
relacdo desse com a resisténcia ou
sensibilidade a oxacilina.

A frequéncia de sensibilida-
de e resisténcia a oxacilina foi de

Figura 1. Apresentacao do D-teste. Observa-se o efeito da eritromicina
reduzindo o halo de sensibilidade a clindamicina, resultando em um halo
com forma de letra D

Tabela 1. Fenétipos de resisténcia MLS em 147 amostras de
S. aureus isoladas de diferentes materiais clinicos

e | woo | Tt | sy | oo
MRSA 43(29,25) 4(9,30) 2(4,65) 34(79,06)
MSSA 104 (70,75) 8(7,69) 7(6,73) 3(2,88)
TOTAL 147 (100) 12(8,16) 9(6,12) 37(25,17)

MRSA, S. aureus resistente a meticilina; MSSA, S. aureus sensivel a meticilina; ®MLS,i, fendtipo MLS,

induzivel; "MLS,c, fenétipo MLS, constitutivo.

70,75% € 29,25%, respectivamen-
te. Essa frequéncia de resisténcia a
oxacilina encontrada foi maior que
a reportada por Ciraj et al'® (17,33
%), mas muito semelhante a en-
contrada por Kim et al (70%)"’.

A frequéncia encontrada por
este estudo pode ser justificada no
enfoque das precaucdes de contato
e no controle do uso de antimicro-
bianos pela equipe de satide. Veri-
ficou-se que a resisténcia MLS,i foi
encontrada em 4,65% dos MRSA
€ 6,73% dos MSSA. Estas cepas fo-
ram isoladas de material de pele e
partes moles em MRSA e de cinco
cepas de MSSA. Ciraj et al'® rela-
tam frequéncias muito maiores de
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amostras com o fenétipo MLS i, ou
seja, de 12,9% em amostras MSSA
e de 38,46% em amostras MRSA.

A clindamicina é uma opgao
para tratamento de infec¢oes de
pele e partes moles causadas por
MRSA; entretanto, o fendtipo
MLS,i pode limitar a efetividade
dessa droga. Desde que este tipo
de resisténcia nao seja detectado
nos testes de sensibilidade por dis-
co difusao, a aplicacao do D-teste
na rotina laboratorial é 1til para
detectar a possibilidade de indugao
dessa resisténcia e, assim, auxiliar
no uso efetivo da clindamicina
nas infecgoes estafilococicas men-
cionadas.
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Outros estudos sugerem que
uma porcentagem verdadeira de
resisténcia a clindamicina pode ser
subestimada se o teste de inducao
de resisténcia nao for efetuado®?!.
As amostras MRSA exibiram taxas
de fenétipo MLS, ¢ significativa-
mente maiores quando comparadas
com as amostras MSSA. Resultados
semelhantes foram obtidos por ou-
tros autores que constataram que a
resisténcia constitutiva foi mais fre-
quente em isolados de MRSA20>%3,
Um estudo realizado na Grécia
mostrou que isolados MRSA que
expressam o fendtipo constitutivo
possuem o gene erm C**, enquan-
to outro estudo mostrou que este
gene foi mais frequente entre os

isolados MSSA resistentes a eritro-
micina®.

Neste estudo, o fendtipo MLS, i
foi comparavel entre os isolados
MRSA e MSSA, e a sensibilidade
aos antimicrobianos do grupo MLS,
foi maior em MSSA (81,73%) do
que em MRSA (6,97%). Um estudo
realizado na Coréia do Sul investi-
gou a presenca de resisténcia MLS,
em S. aureus e constatou que 97 %
dos MRSA foram resistentes a pelo
menos um dos antibidticos do gru-
po MLS,, mas todos foram sensiveis
a quinupristin/dalfopristin®.

A resisténcia ao grupo MLS, e a
expressao constitutiva foram mais
comuns entre os isolados MRSA,
e a frequéncia de MLS,i foi maior
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