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RESUMO

ZENATTI, L. Evolugao dirigida com linezolida e tedizolida da Staphylococcus
aureus SA43, representante da linhagem ST5-SCCmecll, e comparacao
fenotipica de isolados derivados. 2022. 65 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2022.

by

As infeccbes por S. aureus ST5-SCCmecll resistentes a meticilina surgiram em
hospitais brasileiros e sdo um desafio para o tratamento devido a multirresisténcia. A
tedizolida (TZD) é a ultima oxazolidinona aprovada no pais para tratar infeccdes
cutdneas por cocos Gram-positivos. Nosso objetivo foi expor a TZD ou linezolida
(LNZ) in vitro e a longo prazo o isolado clinico brasileiro S. aureus SA43,
representativo da linhagem ST5-SCCmecll encontrada no pais, e observar os efeitos
na susceptibilidade a antimicrobianos. Foi realizada uma evolucdo dirigida (ED)
executada expondo SA43 a niveis crescentes de TZD ou LNZ in vitro, em paralelo e
em triplicata a partir de diferentes colbnias (experiéncias A, B e C). Usamos caldo
Mueller-Hinton cations ajustados mais LNZ ou TZD em trés concentracdes: CIM,
%CIM e 2xCIM. ApOs incubacéo a 37°C overnight, o tubo com a maior concentracao
de farmaco apresentando crescimento foi usado como inéculo para a proxima
cultura. Apés repetir isso por 34 dias, trés passagens sem farmacos foram realizadas
para estabilizacdo de cada cultura antes de realizar os outros experimentos. Nos
isolados derivados, avaliamos as alteracdes do fithess bacteriano determinando o
tempo de duplicacdo (TD) e resisténcia cruzada a varios antimicrobianos.
Populacdes resistentes emergiram durante a ED com LNZ, mas ndo se
perpetuaram, resultando apenas em alteracdes leves nas CIMs de TZD ou LNZ.
Embora o perfil de suscetibilidade a todos os antibiéticos ap6s ED tenha se mantido
inalterado, observamos alteracdes significativas com as populagdes resistentes,
ambas tornando-se resistentes a quinupristina/dalfopristina, e uma delas tornando-
se suscetivel a amicacina. Comparamos o TD dos isolados antes e apos a
exposicdo as duas oxazolidinonas e observamos aumento do TD em todos os
isolados expostos a TZD e nos experimentos A e C expostos a LNZ (o TD no
experimento B ndo teve alteracdes). Como a maioria dos isolados derivados
apresentou alteracdo no TD, é razoavel sugerir possiveis mudancas no fitness. Por
fim, foi realizada a andlise de variantes nas sequéncias completas do genoma das
amostras Al (LNZ-S/TZD-S), A28 (LNZ-R/TZD-R) e A34 (LNZ-S/TZD-S), da ED com



LNZ, e foi observado um SNP G455A no gene rplC, codificando a proteina
ribossémica L3, que ja foi relacionada a resisténcia a LNZ em varias espécies e
pode explicar o fenétipo dessas cepas. Em conclusao, este estudo sugere que o
TZD é tao seguro quanto o LNZ, pelo menos nesta linhagem, uma vez que a ED de
pelo menos 34 dias resultou em isolados suscetiveis a LNZ/TZD, sem alterar a

suscetibilidade a todas as drogas testadas.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana. Staphylococcus aureus. Linezolida.

Tedizolida.



ABSTRACT

ZENATTI, L. Directed evolution with linezolid and tedizolid of Staphylococcus
aureus SA43, representative of the ST5-SCCmecll strain, and phenotypic
comparison of isolated results. 2022. 65 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2022.

Methicillin-resistant S. aureus ST5-SCCmecll infections have emerged in Brazilian
hospitals and are a challenge to treat due to multidrug-resistance. Tedizolid (TZD) is
the last oxazolidinone approved in the country to treat Gram-positive cocci skin
infections. We aimed to expose the Brazilian clinical isolate S. aureus SA43,
representative of the ST5-SCCmecll lineage found in the country, to TZD or linezolid
(LNZ) in vitro and in a long term to observe the effects on antimicrobial susceptibility.
A directed evolution (DE) was achieved by exposing SA43 to TZD or LNZ escalating
levels in vitro, in parallel, and in triplicates starting from different colonies
(experiments A, B, and C). We used cation-adjusted Mueller-Hinton broth plus the
LNZ or TZD in three concentrations: MIC, %2 MIC, and 2x MIC. After incubation at 37
°C overnight, the tube with the highest drug concentration showing growth was used
as inoculum for the next culture. After repeating this for 34 days, three drug-free
passages were performed for stabilization of each strain before performing the other
experiments. In the derived isolates, we assessed fithess alterations by determining
the doubling time (DT) and cross-resistance to several antimicrobials. Resistant
populations were selected during the DE with LNZ, but did not remain, resulting only
in mild changes in TZD or LNZ MICs. Although the susceptibility profile to all
antibiotics after DE was unchanged, we observed significant alterations with the
resistant populations, both becoming resistant to quinupristin/dalfopristin, and one of
them becoming susceptible to amikacin. We compared the isolates” DT before and
after exposure to both oxazolidinones and observed increased DT in all isolates
exposed to TZD and in the experiments A and C exposed to LNZ (the DT in
experiment B had no changes). As most of the derived isolates had altered DT, it is
reasonable to suggest possible changes in fitness. Finally, variant analysis was
performed in the whole genome sequences of samples Al (LNZ-S/ TZD-S), A28
(LNZ-R/TZD-R) and A34 (LNZ-S/TZD-S), from the DE with LNZ, and it was observed
a G455A SNP in the rplC gene, coding ribosomal protein L3, which have already
been related to LNZ resistance in several species and might explain the phenotype of



these strains. In conclusion, this study suggests that TZD is as safe as LNZ, at least
for this strain, since the 34-days DE resulted in LNZ/TZD susceptible isolates despite
of the observed SNPs plus without altering the susceptibility to any of the drugs
tested.

Keywords: Antimicrobial resistance. Staphylococcus aureus. Linezolid. Tedizolid.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um problema global devido
aos grandes impactos na sociedade, socialmente e financeiramente. Infeccdes
causadas por linhagens resistentes estdo relacionadas aos maiores efeitos
colaterais, tempos de internacdbes e mortalidade dos pacientes e,
consequentemente, ao maior gasto financeiro envolvido em seus tratamentos. (1) O
namero de pesquisas em novos antimicrobianos tem caido drasticamente, em
contrapartida, o nimero de isolados com algum tipo de resisténcia vem aumentando.
Nesse contexto, novas classes de antibioticos, como as oxazolidinonas linezolida e
tedizolida, que agem na subunidade 23S ribossomal e impedem a tradugéo proteica
bacteriana, surgem como alternativas para o tratamento de infec¢cdes causadas por
microrganismos resistentes. (2)

Staphylococcus aureus € um patégeno nosocomial de grande relevancia, uma
vez que apresenta altas taxas de viruléncia, capacidade de sobreviver e colonizar
por longos periodos e resisténcia a antibidticos. Ocorréncia de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina, ou MRSA (do inglés, “Methicilin resistent
Staphylococcus aureus”), ja representa mais de 50% dos isolados no Brasil. (3)

Neste estudo, realizamos a evolucéo dirigida, através da exposi¢ao in vitro e a
longo prazo, as oxazolidinonas linezolida e tedizolida da linhagem S. aureus SA43,
representante da linhagem ST5-SCCmecll brasileira de MRSA. (3) Ao final,

avaliamos alteracfes fenotipicas e genotipicas entre os isolados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia bacteriana

Varios produtos naturais com propriedades antimicrobianas surgiram durante
a era de ouro da descoberta dos antibidticos, entre 1940-1970. Essas moléculas tém
como alvo funcbes bacterianas essenciais ou processos de crescimento,
principalmente com o objetivo de interferir ou destruir a parede celular bacteriana, a
membrana celular ou enzimas bacterianas cruciais envolvidas na sintese de acidos
nucleicos e proteinas. Estes “antibidticos de primeira geragdo” visam estruturas
exclusivas de bactérias, portanto ndo presentes em mamiferos, para assim
minimizar possiveis efeitos colaterais. Porém, 0s microrganismos evoluiram
rapidamente e se tornaram resistentes, tornando alguns desses antibioticos
obsoletos e a resisténcia bacteriana um problema global. (1)

A descoberta da penicilina ocorreu em 1928, seu uso na clinica e na
comunidade foi ampliado em 1945. Logo em seguida, isolados bacterianos
resistentes a penicilina apareceram em 1947. Em 1959, a industria farmacéutica
desenvolveu a meticilina, capaz de evitar a penicilinase, a enzima responsavel por
quebrar os anéis da penicilina. A meticilina chegou ao mercado em 1960, entretanto,
isolados de Staphylococcus aureus resistentes a esse antibiético apareceram
apenas um ano depois, evidenciando a rapidez com que as bactérias podem ser
selecionadas e prevalecerem. (1,4)

A palavra “resisténcia” refere-se a capacidade das bactérias de sobreviver a
um tratamento antibidtico especifico. Algumas espécies bacterianas séo
naturalmente resistentes a um determinado grupo de antibiéticos ou podem adquirir
resisténcia, o que significa que apenas alguns isolados de uma espécie especifica
sao resistentes a um antibiotico; esse tipo de resisténcia pode ocorrer devido a uma
mutacdo espontanea no DNA cromossdmico ou extra cromossomicamente, através
de aquisicdo de plasmideos ou transposons. Alguns dos mecanismos de resisténcia
mais comuns incluem modificagéo ou inativacdo do proprio antibiético, alteragdes na
permeabilidade da membrana externa, aparecimento de bombas de efluxo e
alteracbes no local alvo bacteriano. Uma possivel desvantagem da resisténcia

bacteriana é a ocorréncia de maior gasto energético no fithess bacteriano. (5-7)
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A resisténcia bacteriana ocorre naturalmente, porém € acelerada com o uso
inadequado de antibidticos, como erros na indicacdo, dosagem e tempo de
tratamento. E importante destacar que os antibiéticos fazem parte do cotidiano
humano, para tratamento e prevencdes, e também no agronegoécio, o que contribui
para a selecdo de isolados resistentes ao redor do mundo. No cenério atual, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a resisténcia bacteriana chegara
a causar 10 milhdes de mortes por ano até 2050 e o decaimento de 24 milhdes de
pessoas para a condicdo de pobreza extrema até 2030. Em 2014, estimou-se que
entre as grandes empresas farmacéuticas, apenas quatro tinham programas ativos
de descoberta de antibioticos, nUmero bem abaixo dos 18 programas existentes em
1990. Isso ocorre devido a grande dificuldade e custo envolvidos na busca por novos
antibidticos. (1,5-6)

Vérias abordagens foram desenvolvidas para combater os problemas com a
resisténcia bacteriana atual e emergente. Entre elas destacam-se a prevencao e
diminuicdo da disseminacdo. Para o desenvolvimento de novos antimicrobianos, é
realizada triagem de novos compostos haturais, concentrando principalmente em
fungos e bactérias do solo, porém é um processo lento e dispendioso, pouco atrativo
para a industria privada. (1-2)

Também é possivel realizar combinac¢des de antimicrobianos de alvo Unico ou
mesmo a modificacdo dos antibibticos classicos usando ferramentas de biologia
molecular e quimica para encontrar novas maneiras de superar a resisténcia. Alguns
antibidticos de 22, 32 ou 42 geracdo sao compostos modificados com propriedades
farmacolégicas melhoradas, mas com o mesmo mecanismo de acdo. A principal
desvantagem dessa abordagem é que os locais-alvo antigos geralmente estéo
diretamente relacionados a processos bacterianos essenciais. Isso cria uma forte
pressdo de selecédo,: individuos com maior capacidade de produzir variabilidade
genética terdo maior chance de superar o efeito do antibiético, levando ao
aparecimento de resisténcia. Nos casos em gue a resisténcia aparece devido a
mutacdes no local-alvo ou através do desenvolvimento de bombas de efluxo que
removem o antibiético da bactéria, o problema se torna extremamente desafiador,
pois 0s novos analogos também podem ser afetados. (1,8-9)

Outra abordagem sdo as novas classes de antibioticos. As novas classes
devem encontrar novos mecanismos ou novos locais-alvo em bactérias. Ao

selecionar um novo alvo, diferentes critérios devem ser atendidos: ele deve estar
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presente em um espectro especifico de bactérias, deve ser acessivel a ligagdo de
moléculas e ndo deve estar presente em humanos em nenhuma forma homdéloga.
Uma vez que o alvo terapéutico é identificado e validado, demonstrando que afetar o
alvo tera um efeito bactericida ou bacteriostatico direto, o prOximo passo é encontrar
uma molécula que seja eficaz contra esse alvo e segura o suficiente para uso. Por
exemplo, um inibidor de enzima ou uma molécula que interfere na ligacdo ao alvo.
(2,9)

2.2 Oxazolidinonas

Nesse contexto, surgiram as oxazolidinonas em 1978. A primeira nova classe
de antibioticos lancados desde a fosfomicina em 1972, totalmente sintética, ou seja,
nao ocorre na natureza e ndo foi desenvolvida com base na estrutura de uma
molécula natural. A estrutura basica inclui um atomo de nitrogénio, um atomo de

oxigénio e um grupo carbonila (Figura 1). (9-10)
N

HO/«

Figura 1 — Estrutura basica das oxazolidinonas.
Fonte: ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY. (11)

@)

As oxazolidinonas foram sintetizadas primeiramente pela DuPont
Pharmaceuticals no final da década de 1980, porém os primeiros analogos de
chumbo mostraram-se inadequados para o desenvolvimento farmacéutico. Na
década de 1990, a entdo Upjohn Corporation, voltou os estudos de oxazolidinonas
para as relacbes estrutura-atividade e a sintese de analogos ndo téxicos com boa
atividade antibacteriana, gerando o0s primeiros antimicrobianos da classe, a
linezolida (LNZ) e eperezolida. (10,12-13)

Oxazolidinonas tém atividade inibitéria contra uma ampla gama de bactérias
Gram-positivas, incluindo S. aureus resistente a meticilina, enterococos resistentes a

vancomicina (VRE) e Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina. Também
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apresenta atividade contra alguns microrganismos anaerobios, incluindo Clostridium
perfringens, C. difficile, Peptostreptococcus spp. e Bacteroides fragilis. (14)

Antibioticos desta classe interagem com a subunidade 23S do ribossomo e
interferem na sintese proteica, porém, enquanto a maioria dos outros inibidores
(cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas e tetraciclinas) que permitem que a
traducdo do mMRNA comece, mas depois inibem o alongamento do peptideo, as
oxazolidinonas ligam-se a subunidade 50S do ribossomo procariotico, impedindo-o
de complexar com a subunidade 30S, mRNA, fatores de iniciacdo e formil metionil-
tRNA, bloqueando a montagem de um complexo de inicia¢do funcional para sintese
proteica, impedindo assim a traducdo do mRNA. Além disso, ter um alvo que néo se
sobrepBe aos inibidores de sintese proteica permite que a atividade dessa classe
nao seja afetada pelas rRNA metilases que modificam o rRNA 23S de modo a
bloquear a ligagdo de macrolideos, clindamicina e estreptograminas do grupo B. (10,
13)

Os estudos de relacéo estrutura-atividade das oxazolidinonas revelaram que
o grupo N-aril e a configuracdo 5-S sao essenciais para a atividade. O grupo 5-
acilaminometil é responsavel pela atividade. Substituintes extras no anel aromatico
proximal n&o afetam a atividade antibacteriana, mas podem alterar a solubilidade e a
farmacocinética. (13)

2.2.1 Linezolida

A linezolida foi o primeiro farmaco da classe das oxazolidinonas. Seu uso foi
aprovado no Brasil em junho de 2000 pela ANVISA. Ela interage no dominio V do
componente 23S do ribossomo. Esta inibicdo produz principalmente atividade
antimicrobiana bacteriostatica em concentracdes clinicamente relevantes. (1-2)

Estudos demonstram que linezolida é tdo eficaz quanto a vancomicina no
tratamento de pacientes com infec¢cdes causadas por estafilococos resistentes a
meticilina e também demonstrou eficacia contra infec¢bes causadas por VRE. Este
farmaco € indicado para tratamento de pneumonia nosocomial, para pacientes
hospitalizados com pneumonia adquirida na comunidade e para pacientes com

infeccbes complicadas de pele ou tecidos moles. (14)
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Figura 2 — Mecanismo de ac¢éo da linezolida. LNZ combina-se com a subunidade ribossomal 50S,
impedindo-a de complexar com a subunidade 30S, mRNA, fatores de iniciacdo e formil
metionil-tRNA. Consequentemente, nenhum complexo de iniciagdo funcional é formado e
a sintese de proteinas é interrompida.

Fonte: Adaptada de MONSERRAT-MARTINEZ et al. (1)

2.2.2 Tedizolida

A dosagem duas vezes ao dia, seus efeitos colaterais hematoldgicos
(trombocitopenia e mielossupressao) e mitocondrial, o surgimento de resisténcia,
particularmente pelos genes cfr transferiveis horizontalmente, limitaram a utilidade
clinica da LNZ. Para sanar estas dificuldades, surge entdo a tedizolida. Considerado
farmaco de segunda geracdo das oxazolidinonas, aprovada no Brasil pela ANVISA
em dezembro de 2017, é comercializado com o nome de SIVEXTRO (Merck Sharp &
Dohme, New Jersey, USA), na forma de pr6 farmaco. (15)

Embora semelhante a linezolida, a tedizolida contém uma cadeia hidroximetil
C-5, que explica sua melhor biodisponibilidade oral e interagbes reduzidas da
monoamina oxidase. (16) Além disso, as diferengas estruturais entre os anéis C e 0
D criam um sitio alvo adicional para interacdo com residuos de rRNA 23S, para
formar o sitio de ligacdo PTC, aumentando a eficacia da tedizolida. (17)

Comparada a LNZ, a TDZ possui melhores propriedades farmacoldgicas
comparado a linezolida, como melhor biodisponibilidade, absor¢cdo, meia-vida e
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permeabilidade, chegando a ser 8 vezes mais potente que a linezolida, o que diminui
a quantidade de doses necessarias, 0 tempo de tratamento e de internacdo e os
efeitos colaterais. (9,16-18)

E eficiente aos mesmos microrganismos de atuacéo da LNZ, porém também
€ eficaz em cepas resistentes a linezolida cfr-positivas (ha auséncia de certas

mutacdes ribossomais que conferem suscetibilidade reduzida a oxazolidinona). (16)

0
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Figura 3 - Estrutura quimica da tedizolida, pro-farmaco da tedizolida (fosfato de tedizolida) e
linezolida.
Fonte: Adaptada de RYBAC et al. (9)

2.3 Staphylococcus aureus

A OMS listou e incentiva fortemente o estudo de novos antimicrobianos para
algumas espécies que representam grandes problemas na saude global. (19)
Destacamos nessa lista a espécie MRSA, que sdo causa de grande preocupacgao
em ambientes hospitalares e na comunidade, principalmente devido a sua habilidade
de adquirir resisténcia a diversos antimicrobianos, colonizar individuos por longos
periodos de modo assintomatico e serem um dos maiores causadores de infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude, como aumento da mortalidade e do tempo de
internacao. (7)

Staphylococcus aureus sao microrganismos tanto comensais quanto

patogénicos, transmitidos por contato, seja por particulas no ar, em superficies ou
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por contato direto com individuo contaminado. Podem ser encontrados no ser
humano no trato respiratorio superior e na pele. (20) Aproximadamente 30% dos
adultos séo colonizados de modo crénico no trato respiratorio por longos periodos.
(8)

Membros da familia Staphylococcaceae, sdo cocos gram-positivos, aerébias
facultativas, ndo esporulantes, capazes de sobreviver a condicdes adversas de
temperatura (de 7 a 48,5 °C), pH (de 4,2 a 9,3) e altas taxas de cloreto de sddio (até
15%). (21) S. Aureus causam desde infeccbes simples, como espinhas e
intoxicacGes alimentares, até infec¢cdes mais graves, como choque téxico e sepse.
Em 2017, dados do Centro de Controle e Prevencédo de Doencgas (CDC — do inglés
“Centers for Disease Control and Prevention”) norte americano estimou que apenas
nos Estados Unidos 323.700 pessoas foram hospitalizadas por infec¢cbes causadas

por MRSA e 10.600 vieram a 6bito em decorréncia destas infec¢des. (5)

2.3.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Antibioticos B-lactamicos se ligam a Proteina Ligadora de Penicilina, ou PBP
(do inglés, “Penicilin Binding Protein”), responsavel por reacdes envolvidas na
sintese de peptideoglicano na parede celular bacteriana, impedindo assim a correta
formacdo da parede celular e, portanto, ocasionando fragilidade da célula
bacteriana. (22) A presenca de B-lactamases, que hidrolisam o anel B-lactamico,
inviabiliza o mecanismo de acdo desse tipo de farmaco, tornando o microrganismo
resistente a essa classe de antibiéticos. S. aureus resistente a penicilina é capaz de
produzir B-lactamases, codificadas pelo gene blaZz. O fenoétipo de resisténcia a
meticilina, que também gera resisténcia a penicilina, ocorre devido a presenca do
elemento genético movel cassete cromossdmico estafilococico mec- SCCmec (do
inglés “Staphylococcal cassette chromosome mec”) no DNA cromossdmico do
microrganismo, que carrega 0 gene mecA ou mecC, responsaveis pela codificacdo
de uma proteina ligante de penicilina alterada, como a PBP-2a. (7) PBP2a tem baixa
afinidade aos [-lactdmicos, a bactéria consegue construir a parede celular
bacteriana de forma integra, ou seja, torna-se resistente. (23) Atualmente, mais de

50 % dos isolados clinicos de S. aureus sao resistentes a meticilina em varios

paises, incluindo Brasil, Peru, Japdo, Roménia, entre outros (24)
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Os isolados MRSA, em sua evolucdo e pressédo seletiva, adquiriram e
integraram ao seu genoma um elemento moével que pode variar entre 21 e 67 kb,
denominado SCCmec. Este elemento se integra na extremidade 3'do gene rimH,
conhecido como orfX, que codifica para uma metiltransferase ribossomal. (22-23)

Existem pelo menos 13 elementos SCCmec descritos, que além do gene que
confere resisténcia a meticilina (mecA), pode conter outros genes que conferem
resisténcias a outros antibidticos; contém também genes regulatérios (mecl —
repressor do gene mecA e mecR1, indutor do gene mecA), sequéncia de insergcao e
genes ccr que codificam as recombinases responsaveis pela excisdo e mobilidade
do elemento. Dois isolados de MRSA carregando diferentes elementos SCCmec séo
consideradas linhagens diferentes, mesmo que pertencam ao mesmo tipo de
sequéncia por MLST ou pulsotipo. (4,7)

Os clones nédo séo especificos de cada regido no globo, porém apresentam
prevaléncia em algumas regides em relacdo aos demais isolados por um periodo de
tempo e sdo nomeados correspondentemente as essas regides. (7) A analise de
uma grande colecdo de isolados de MRSA do sul da Europa, Estados Unidos e
América do Sul revelou que quase 70% dos isolados que dominaram
internacionalmente até o inicio dos anos 2000 pertenciam a cinco grandes clones
pandémicos: ibérico (ST247-SCCmeclA), clone epidémico brasileiro (BEC) (ST239-
SCCmeclllA), hingaro (ST239-SCCmeclll), Nova York/Japao (ST5-SCCmecll) e o
clone pediatrico (ST5-SCCmeclV). (25)

Nos hospitais brasileiros, o clone ST239-SCCmeclll foi o mais prevalente em
meados da década de 1980, mas posteriormente foi substituido pelo clone ibérico
(ST247-SCCmeclA) em 1992 a 1993 e, posteriormente, pelo BEC (ST239-
SCCmeclll/lIA) (7). Estudos recentes relatam aumento expressivo de isolados do
clone Pediatrico (ST5/SCCmeclV) e Nova lorque/Japédo (ST5-SCCmecll). (26)
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Figura 4 - Clones MRSA mais frequentes. Os tipos de sequéncia (STs) de S. aureus sensivel a
meticilina (MSSA) sdo agrupados em complexos clonais (CCs) por sua semelhanca com
um perfil alélico fundador. Os STs possuem diferentes propriedades moleculares que
permitem monitorar a distribuicdo geogréfica de diferentes clones. Os STs de MSSA
podem evoluir para MRSA adquirindo o cassete cromossomico estafilocécico mec
(SCCmec), dos quais existem diferentes tipos (representados por algarismos romanos).
Os nomes de clones comumente usados estao entre parénteses.

Fonte: LEE et al. (24)

2.3.2 Resisténcia as oxazolidinonas

A resisténcia a linezolida é incomum, no entanto, o niumero de isolados
resistentes a linezolida vem gradualmente ao longo dos anos. A resisténcia as
oxazolidinonas geralmente € contribuida pelas mutacdes pontuais no gene
cromossodmico 23S rRNA, embora a alteracdo da base nitrogenada G2576T seja a
predominante, outras alteracdes (G2505A, U2500A, G2447U, C2534U e G2603U)
também foram relatadas; MutacBes nas proteinas ribossomais L3, L4 e L22
codificadas pelos genes rplC, rpID e rplV também contribuem para a resisténcia a
linezolida. (27-28)
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(A)

Linezolida interfere com o posicionamento de aminoacil-tRNA por interacdes com o centro
peptidil-transferase (PTC). As proteinas ribossomais L3 e L4 associadas a resisténcia sédo
destacadas. (B) Representacdo do dominio V do rRNA 23S mostrando mutacdes
associadas a resisténcia a linezolida. A posi¢cdo A2503, que é o alvo da metilacéo do cfr, é

destacada.
Fonte: Adaptada de MUNITA et al. (29)

Por outro lado, a aquisicdo dos genes chloramphenicol—florfenicol resistance

(gene cfr) ((cfr, cfr(B), cfr(D)), optrA e gene de resisténcia phenicol-oxazolidinone-

tetracycline (gene poxtA) mediados por plasmideos, também podem causar

resisténcia as oxazolidinonas. O gene e suas variantes cfr(B) e cfr(D) também foram

relatados na resisténcia a oxazolidinonas por codificarem a rRNA metiltransferase,

gue modifica o residuo de adenina na posi¢cao 2503 do dominio V no

gene optrA codifica a proteina ATP-binding cassette F (ABC-F)

rRNA 23S. O

e medeia a

resisténcia a oxazolidinonas protegendo o ribossomo bacteriano. (30-31)

Estudos demonstram que a TDZ possui maior poténcia in vitro do que a LNZ.

A mutacdo G2576T € conhecida por gerar resisténcia contra a linezolida, e a

presenca de optrA é conhecida por gerar resisténcia contra a tedizolida. (15,29)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho € estudar as alteracbes fenotipicas da
linhagem Staphylococcus aureus SA43 apds exposicao in vitro e a longo prazo as

oxazolidinonas linezolida e tedizolida.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

1. Realizar uma evolucédo dirigida com oxazolidinonas expondo a bactéria aos
antimicrobianos a longo prazo;

2. Verificar alteraces na susceptibilidade as oxazolidinonas ao ap0s evolugdes
dirigidas;

3. Verificar alteracdes na susceptibilidade a outros antibiéticos disponiveis apés
evolucdes dirigidas;

4. Comparacao do fitness da linhagem antes e ap6s evolucao.

5. Sequenciamento de linhagens resistentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica

O presente projeto foi submetido para avaliagdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), por intermédio da Plataforma Brasil, localizado na Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP). O CEP analisou e dispensou a
necessidade de liberacdo sob a justificativa de ndo envolver pesquisa em humanos.
O numero do parecer gerado foi 3.534.903 e CAAE 18878619.8.0000.0065 (ANEXO

A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa).

4.2 Linhagem S. aureus SA43

S. aureus SA43 é um isolado clinico de MRSA obtido de infec¢do de corrente
sanguinea em agosto de 2009 no Hospital Risoleta Tolentino Neves (Belo Horizonte,
Brasil). Previamente analisado pelo grupo, SA43 foi caracterizado molecularmente

como ST5-SCCmecll, também conhecido como clone Nova lorque-/Japao. (3,32)

4.3 Evolucao dirigida

O experimento de evolucao dirigida (ED) consiste em expor as bactérias a
concentracdes crescentes do antibidtico in vitro por um determinado nimero de dias
consecutivos, e assim gerar pressao seletiva nas colénias.

A ED foi executada conforme Figura 6, expondo SA43 a concentragcdes
crescentes de TZD ou LNZ in vitro, em paralelo e em triplicata a partir de diferentes
colonias (experimentos A, B e C). Usamos 3 mL de caldo Mueller-Hinton cétion
ajustado (MHCA) em tubo cdnico de 15 mL, acrescido do farmaco (LNZ ou TZD) em
trés concentracdes: CIM, ¥2CIM e 2xCIM. Apds incubacdo a 37°C por 24 horas, 0
tubo com a maior concentracdo de farmaco apresentando crescimento foi usado
como inoculo para a proxima cultura. Apos repetir o mesmo processo por 34 dias,
trés passagens em MHCA sem farmacos foram realizadas incubando cada uma a 37
°C por 24 horas para estabilizagdo de cada cultura antes de retirar uma aliquota para

estoque em -80 °C com 80% de glicerol.
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Figura 6 — Esquema experimental da evolucéo dirigida.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Eletroforese em gel de campos pulsados (PFGE)

A macrorrestricdo do DNA gendmico seguido de eletroforese em campos
pulsados (do inglés, Pulsed Field Eletroctrophoresis (PFGE)), tem como objetivo
analisar visualmente os tamanho e quantidade de bandas e, consequentemente, a
similaridade das amostras.

Este procedimento foi baseado no estudo de Tenover e colaboradores (1995)
com algumas modificacBes. (33) A partir do estoque celular armazenado em -80°C,
crescemos o caldo em 5 mL de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por
24 horas. Transferimos 1,2 mL de cada cultura para microtubos de centrifugacéo de
1,5 mL e separamos o precipitado por centrifugacédo (13200 rpm por 1 minuto a 4
°C). Realizamos duas etapas de lavagem com 1 mL de tampdo T10E50; ap6s a
tltima lavagem, suspendemos as células em 0,5mL de tampédo T10E50 e 15 pL de
solucao de lisostafina a 1 mg/mL.

Para elaboracéo dos plugs, adiciou-se 0,6 mL de agarose Low Melting 2%
(SeaPlague Agarose, Lonza cat 501000), na proporcdo de 20 mg por 1 mL de agua
DEPC). O conteudo foi entéo transferido para molde refrigerado em gelo, envolto em
plastico filme e mantido em gelo por 30 minutos. Apds a solidificacdo dos plugs,

transferiu-se 0s mesmos para microtubos de centrifugacado de 2 mL, adicionou-se 1
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mL de solucdo de sarcosil 1% e incubamos a 37 °C por 1 hora. Adicionou-se entao
100 pL de solugédo de Proteinase K a 10 mg/mL e os tubos foram incubados a 50 °C
por aproximadamente 18 horas. Em seguida, descarta-se o tampao de lise e
condicio-se os plugs em 1 mL de T10E1. Nesta etapa os tubos podem ser mantidos
refrigerados por tempo indeterminado sem ocorrer degradagéo. (34)

Para confeccdo do gel de agarose usado na corrida de eletroforese,
condiciona-se pedagos de 5x5 mm do plug contendo o DNA bacteriano lisado em
198 pL de T10E1l e 2 yL de PMSF (Sigma, P7626-1 g) a 100 mM por 30 minutos a
50°C. Foram realizadas 3 lavagens dos plugs com 0,5 mL de tampao T10E1l sob
agitacao por 20 minutos e 0 °C. Apdés a Ultima lavagem, transferiu-se os plugs para
microtubos de centrifugacdo novos e acrescentou-se 160 pL do mix da reacao
enzimatica contendo 2 pL de Smal (Jena Biosciences, Jena, Alemanha), 20 pL
tampéo Universal (10X Universal Buffer (Jena Biosciences, Jena, Alemanha) e 138
pL de dgua DEPC seguido de incubacéo a 30 °C por 18 horas.

Adiciou-se mais 0,8 pL de Smal seguido de banho-Maria a 30°C por mais
duas horas. Apds este periodo, acrescentou-se mais 4 puL de proteinase K a 10
mg/mL em cada tubo e que foram incubados em estufa a 37°C por uma hora.
Descartou-se o tampéo dos tubos e os substituiu por 0,5mL de tampéo T10E1 limpo.
Os tubos foram condicionados em isopor contendo gelo e agitacdo por 30 minutos.
Repetiu-se essa lavagem por mais duas vezes.

Em tubos com 1mL de tampé&o TBE 0,5x aquecido a 45°C, cortou-se pedacgos
de 5x5 mm do marcador de peso molecular que foram incubados a 45°C por 5
minutos. Retirou-se os plugs do tampéao, foram delicadamente secos com papel
absorvente e, entédo, alocados na parte frontal do pente do molde dos pocos do gel,
com um marcador de peso molecular em cada ponta e um ao centro.

O gel foi preparado com 1,8 g de agarose Pulsed Field Certified (BioRad,
Califérnia, EUA) em 150 mL de TBE 0,5x. A agarose foi dissolvida em erlenmeyer no
microondas até completa dissolu¢do e mantido em banho Maria a 50°C até o
momento de uso. Verteu-se o gel no suporte com o pente contendo os plugs alocado
na horizontal. A solidificacdo ocorreu em temperatura ambiente por 30 minutos.
Retirou-se vagarosamente o pente e 0 suporte para o gel e o posiciona no local
adequado da cuba, com o sistema previamente lavado com agua destilada e
estabilizado em TBE 0,5x a 14°C.
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Para a corrida no equipamento CHEF Mapper XA Pulsed Field Electrophoresis
System (BioRad, Califérnia, EUA) usou-se as seguintes condi¢cfes: gradiente de 6
V/cm, tempo de corrida de 22 horas, angulo de 120°, tempo inicial de 5 segundos,
tempo final de 40 segundos e rampeamento linear.

Apéds a corrida, o gel foi corado em solucdo SYBR Safe (Thermo Fischer
Scientific Co., Massachusetts, EUA) 0,01% em tamp&o TBE 0,5x, em temperatura
ambiente sem agitacdo. A visualizacdo das bandas ocorreu apdés leitura em
fotodocumentador Gel Doc™ XR + System (BioRad, Califérnia, EUA) com luz
ultravioleta, no programa ImagelLab (BioRad, California, EUA). Para estudo de

similaridade dos padrdes de bandas obtidas, a analise ocorreu visualmente.

4.5 Curva de crescimento e tempo de duplicacéo

Para elaboragéo da curva de crescimento e tempo de duplicacdo, baseamos a
metodologia segundo Hall et al., 2014 no equipamento Spectramax M5 Microplate
Reader (Molecular Devices, Califérnia, EUA). (35)

Para serem utilizados como in6culos no experimento, os caldos de cultura
bacteriano foram cultivados em 5 mL de MHCA a partir do estoque -80°C e
incubados em estufa a 35 + 1 °C por aproximadamente 18 horas. Ajustou-se a
densidade 6tica em 600 nm para valores entre 0,05 e 0,1 e entdo inoculou-se em 6
pocos diferentes (sextuplicata), para cada linhagem, de microplaca incubada em
temperatura constante e leitura de D.O.s0o0nm €m periodos regulares. As leituras
foram padronizadas para serem feitas a cada 20 minutos, apés 5 segundos de
agitacdo, durante 400 minutos nos quais a temperatura foi mantida a 35 + 1 °C.

Os resultados obtidos foram exportados e tabelados em planilha de Excel,
onde construiu-se um grafico de dispersdo com a densidade otica no eixo x e 0
tempo no eixo y, para cada uma das replicatas. Calculou-se uma linha de tendéncia
logaritmica com valores de R? acima de 0,99 e ent&o utilizou-se da equacéo da reta
para calcular o tempo de duplicagdo médio. Os dados de tempo de duplicagédo foram

comparados por ANOVA de fator unico.
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4.6 Caraterizacao fenotipica

Apoés o processo de ED, para verificar possiveis resisténcias cruzadas, foram
feitas andlises do perfil de sensibilidade de outros antimicrobianos que também
agem na sintese proteica, bem como membrana citoplasmatica e parede celular,
para verificar possiveis alteracdes que a ED possa ter causado em outras regioes e
verificar se ocorreu resisténcias cruzadas previamente descritas na literatura em
estudos com LNZ e TDZ, como é no caso da quinupristina/dalfopristina (QD) e
sulfametoxazol/trimetoprim (SXT).

O padréo de sensibilidade foi verificado de forma quantitativa através de CIM
em duplicata para para LNZ, TDZ (a fim de verificacdo de resisténcia cruzada),
daptomicina e vancomicina.

Para andlise qualitativa, realizamos estudos de disco difusdo em triplicata
experimental. Utilizamos os antibidticos para ensaios de disco difusdo da OXOID
(Thermo Fischer Scientific Co., Massachusetts, EUA) dos antibioticos &cido fusidico
(FD), amicacina (AK), canamicina (K) ciprofloxacino (CIP), cloranfenicol (C),
gentamicina (CN), QD e SXT.

Tabela 1 — Antibidticos utilizados nos experimentos de CIM e Disco Difusdo e seus locais de acao

Antibiotico Metodologia Local de acdo
Acido fusidico Disco Difusao Sintese proteica
Amicacina Disco Difusdo Sintese proteica
Canamicina Disco Difusao Sintese proteica
Cloranfenicol Disco Difusdo Sintese proteica
Daptomicina Microdiluigdo em caldo Ligagdo il:ﬁ;g’:i\;"igii:;embrana
Gentamicina Disco Difusao Sintese proteica
Linezolida Microdiluigdo em caldo Sintese proteica (iniciagdo)
Quinupristina/Dalfopristina Disco Difusao Sintese proteica

Inibi os sistemas enzimaticos envolvidos
Sulfametoxazol/Trimetropim Disco Difusdo na sintese bacteriana do acido
tetrahidrofdlico

Tedizolida Microdiluigdo em caldo Sintese proteica (iniciagdo)

Interrompe a sintese da parede celular
bacteriana por ligagdo com alta
Vancomicina Microdiluigdo em caldo afinidade a precursores de
peptidoglicanos terminando com duas
copias de D-alanina (D-Ala)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Todos os parametros para ensaios de CIM e disco difusdo, bem como
concentragdes utilizadas e roteiro para leituras dos resultados, estdo de acordo com
os dados padronizados pelo BrCAST/EUCAST versédo 11.0 de 2021, que podem ser

encontrados no site http://brcast.org.br/.

4.7 Analise genbmica

O'sequenciamento completo das cepas pertinentes foi executado pelo grupo
colaborador Professor Paulo Bispo (Harvard Medical School, Boston, Estados
Unidos). O DNA gendmico foi extraido de acordo com as instru¢des do fabricante
usando o kit de sangue e tecido DNeasy (Qiagen GmbH, Alemanha). A qualidade do
DNA foi verificada usando o Espectrofotdmetro Nanodrop OneC (Thermo Scientific)
antes da quantificacdo usando o fluorébmetro Qubit e o kit de ensaio de alta
sensibilidade dsDNA (Invitrogen). A preparacao da biblioteca para o sequenciamento
da Illumina foi realizada com o kit Nextera XT DNA Library Preparation (lllumina), de
acordo com as especificacbes do fabricante. A qualidade e a quantidade de cada
biblioteca de amostra foram medidas em um instrumento TapeStation (Agilent
Technologies). Os genomas foram sequenciados como reads de 2x250bp em um
sequenciador lllumina MiSeq (lllumina, Estados Unidos), de acordo com as
especificacdes do fabricante com uma profundidade minima de cobertura de 126x
(variando de 126x a 242x). As reads de sequéncia foram montadas de novo usando
CLC Genomics Workbench (CLC Bio, Cambridge, MA). Amostras com leituras de
sequéncia abaixo de um indice de qualidade de 25 em qualquer posicdo e
montagens que nao estavam entre 2,2 a 2,9 Mb foram re-sequenciadas. Os contigs
foram anotados usando o NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline, e os
genomas foram depositados no DDBJ/EMBL/GenBank. A analise de single
nucleotide polymorphisms (SNPs) foi feita no CLC Genomics Workbench v.10.1.1
(QIAGEN).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os experimentos com LNZ e TDZ foram conduzidos em paralelo e seus
resultados estdo destacados nas proximas sessoes.

As linhagens provenientes da ED sdo denominadas SA43 seguida da sigla do
antibiético utilizado na ED, a nomenclatura da triplicata experimental e o dia
transcorrido apoés o inicio do experimento. Exemplo: SA43-LNZ-Al, que corresponde

a ED com LNZ do experimento A e dia 1 da passagem em meio com antibiotico.

5.1 Linezolida

5.1.1 Evolucgao dirigida com linezolida

Apos realizacdo da ED com LNZ verificamos a CIM de LNZ para as linhagens
do primeiro e ultimo dia (apdés passagens de estabilizacdo) por microdiluicdo em
caldo e os valores podem ser encontrados na Tabela 2. Por iniciarmos o
experimento a partir de trés colbnias distintas — e a técnica apresentar variacao de
uma diluicdo para cima ou para baixo — 0s experimentos A, B e C apresentam
valores diferentes entre si da CIM no primeiro dia. Os experimentos A e C
apresentam valores de CIM maiores apés a finalizacdo do processo de ED,

enquanto o experimento B manteve o mesmo valor.

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de LNZ para linhagens antes e ap0s a LNZ.

Linhagem CIM de LNZ (mg/L)
SA43-LNZ-Al 1
SA43-LNZ-A34 4
SA43-LNZ-B1 2
SA43-LNZ-B34 2
SA43-LNZ-C1 2
SA43-LNZ-C34 4

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 7, apresentamos a CIM de LNZ para cada uma das linhagens
resultantes da ED com LNZ. No eixo x encontram-se os dias dos experimentos A, B
e C enquanto no eixo y temos a CIM em mg/L de LNZ. A CIM do dia 34 foi medida
apOs as passagens de estabilizacdo, porém seus valores nao diferem dos dados

encontrados no ultimo dia de cultivo em meio com antibiético.

(mg/L)

O Bk N W A U @ N ® WO

Concentragdo inibitéria minima de linezolida

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 29 30 31 32 33 34
Dias

Experimento A Experimento B Experimento C

Figura 7 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para as linhagens obtidas nos experimentos A, Be C
na evolucéo dirigida com LNZ
Fonte: Elaborada pela autora.

Seguindo os parametros definidos pelo EUCAST/BrCAST versao 11.0 de
2021, a linhagem é considerada sensivel para LNZ se o valor da CIM for igual ou
inferior a 4 mg/L e resistente para CIM igual ou superior a 8 mg/L. Portanto, através
da Figura 7, podemos constatar que linhagens resistentes foram selecionados nos
experimentos A e C ao longo da ED com LNZ, porém, elas ndo se perpetuaram até
o final da ED e isto pode ter acontecido devido ou a recombinacdo génica ou pelo
fato de se ter culturas com diferentes populacdes e as células resistentes podem
nao ter sido transferidas para o préximo cultivo.

Como a cada dia uma aliquota da cultura € armazenada, para verificar a
estabilidade das linhagens resistentes obtidas, realizamos as etapas de
estabilizacdo — 3 dias consecutivos de cultivo em meio sem antibidtico — em todas as
7 linhagens com CIM igual a 8 mg/L. Apenas duas linhagens apresentaram
conservacao da CIM e, portanto, resisténcia a LNZ: SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-
A30.
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5.1.2 Eletroforese em Gel de Campos Pulsados

O gel de PFGE resultante da ED com LNZ (Figura 8) evidenciou a auséncia
de microrganismos contaminantes, uma vez que o padrdo de bandas gerado
utilizando a enzima de macrorrestricdo Smal (Jena Bioscience, Jena, Alemanha)

preservou-se em todos os experimentos.
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Figura 8 — Gel de PFGE de linhagens da ED com LNZ.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.3 Curva de crescimento e tempo de duplicacéo

Apos elaboracdo da curva de crescimento das bactérias do dia 1 e do dia 34
da ED com LNZ (Figura 9), selecionamos o intervalo de tempo em que ocorre o
crescimento bacteriano na fase exponencial para determinar o tempo de duplicacao

para cada uma.
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Figura 9 - Curva de crescimento da ED com LNZ nos (a) experimento A, (b) experimento B e (c)
experimento C.
Fonte: Elaborada pela autora.

AplOs a estabilizacdo das linhagens resistentes, a curva de crescimento
também foi elaborada para SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-A30 (Figura 10), utilizando o

mesmo intervalo de tempo (entre 20 e 180 minutos).
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Figura 10 - Curva de crescimento das linhagens resistentes a LNZ.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 3 encontra-se o TD para cada uma das linhagens iniciais e finais
resultantes da ED com LNZ, e também as linhagens SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-
A30 apos estabilizagdo. A analise estatistica do valor de p foi calculado pelo método
One-way ANOVA com pos teste de Turkey, intervalo de confianca de 95%, através
do software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego-CA, EUA).
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Tabela 2 — Tempo de duplicacéo das linhagens antes e ap6s ED com LNZ.

Linhagem Tempo de duplicagéo (min) Valor de p
SA43-LNZ-Al 86,58 + 2,56 Entre 0,001 e 0,01
SA43-LNZ-A34 110,57 £ 6,33
SA43-LNZ-B1 92,04 £ 2,42 >0,05
SA43-LNZ-B34 89,27 +£1,58
SA43-LNZ-C1 84,13 + 3,17 Entre 0,001 e 0,01
SA43-LNZ-C34 107,94 + 5,86
SA43-LNZ-Al 86,58 + 2,56 < 0,001
SA43-LNZ-A28 122,35 + 11,53
SA43-LNZ-Al 86,58 + 2,56 < 0,001
SA43-LNZ-A30 142,23 + 21,96

Valores de referéncia do Software GraphPad Prism: Valor de p: < 0,001 — extremamente significante,
entre 0,001 e 0,01 — muito significante, entre 0,02 e 0,05 significante e >0,05 sem significancia.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os experimentos A e C apresentaram aumento significante no TD ap0s a ED.
O experimento B nao sofreu alteragcées no TD. As linhagens resistentes resultantes
do experimento A apresentaram o0 maior incremento no TD. O aumento no TD

sugere possiveis alteracdes no fitness bacteriano.

5.1.4 Caracterizacao fenotipica

O perfil de susceptibilidade a varios antimicrobianos foi determinado para
comparar a resposta da linhagem antes e depois da ED, sendo por microdiluicdo em

caldo ou disco difusdo dependendo do antimicrobiano (Tabela 4 e 5).
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Tabela 3 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicdo em caldo de linhagens da ED com

Linhaglg\rlrzl. Concentracao inibitéria minima (mg/L) e definicdo de
sensibilidade
Daptomicina Linezolida Tedizolida Vancomicina

SA43-LNZ-Al 0,250 S 1,0 S 0,250 S 1 S
SA43-LNZ-A34 0,125 S 4,0 S 0,500 S 1
SA43-LNZ-B1 0,250 S 2,0 S 0,250 S 1 S
SA43-LNZ-B34 0,250 S 2,0 S 0,500 S 2 S
SA43-LNZ-C1 0,250 S 2,0 S 0,250 S 2 S
SA43-LNZ-C34 0,250 S 4,0 S 0,500 S 2 S
SA43-LNZ-A28 0,125 S 8,0 R 1,000 R 1 S
SA43-LNZ-A30 0,125 S 8,0 R 1,000 R 2 S

S. aureus 0,125 S 0,5 S 0,125 S 1 S
ATCC 29213

R (Resistente) e S (Susceptivel) segundo valores de ponto de corte segundo EUCAST/BrCAST
versdo 11.0 de 2021
Fonte: Elaborada pela autora.

Ndo foram observadas alteracBes fenotipicas para linezolida, tedizolida,
daptomicina e vancomicina para nenhuma linhagem ap06s os 34 dias de ED com
LNZ. As linhagens resistentes, SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-A30 tiveram incremento
na CIM de LNZ e TDZ, sendo entdo classificadas como resistentes para estes

antibioticos.
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Tabela 4 — Perfil de sensibilidade por disco difuséo de linhagens da ED com LNZ.

Disco Difusao

Linhagem FD AK K CIP C CN QD SXT

SA43-LNZ-Al S R R R S S S S
SA43-LNZ-A34 S R R R S S S S

SA43-LNZ-B1 S R R R S S S S
SA43-LNZ-B34 S R R R S S S S
SA43-LNZ-C1 S R R R S S S S
SA43-LNZ-C34 S R R R S S S S
SA43-LNZ-A28 S R R R S S R S
SA43-LNZ-A30 S R R S S R

ATCC 29213 S S S S S S S S

R (Resistente) e S (Sensivel) segundo valores de ponto de corte sequndo EUCAST/BrCAST versao
11.0 de 2021. FD, Acido fusidico; AK, amicacina; K, canamicina; CIP, ciprofloxacino, C, cloranfenicol;
CN, gentamicina; QD, quinupristina/dalfopristina e; SXT, sulfametoxazol/Trimetoprim.

Fonte: Elaborada pela autora.

N&o houve alteracbes no padrdo fenotipico das linhagens resultantes na
evolucdo dirigida. As linhagens SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-A30 passaram de
sensiveis para resistentes aos antibitticos tedizolida, com CIM igual a 1 mg/L, e
qguinupristina/dalfopristina. A linhagem SA43-LNZ-A30 passou de resistente para

sensivel ao antibi6tico amicacina.

5.1.5 Caracterizacdo genotipica

Devido as alteracdes no padrao de sensibilidade obtido para as linhagens que
apresentaram resisténcia ao longo da ED com LNZ, as cepas SA43-LNZ-Al, SA43-
LNZ-A28 e SA43-LNZ-A34 foram submetidas ao sequenciamento do genoma.

Apoés sequenciamento, buscamos SNPs que resultaram em mutagdo né&o
sinbnima ou que pudessem alterar regides promotoras revelando assim a causa da
mudanca no fendtipo. Os genomas foram inseridos no NCBI com os seguintes
nimeros de acesso: Staphylococcus aureus SA43 (JALAAOO00000000),
Staphylococcus aureus SA43 LNZ A28 (JALAAP0O0O0000000) e Staphylococcus
aureus SA43 LNZ A34 (JALAAQO00000000). O genoma da linhagem ap6s a ED, ou
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no dia da obtencgéo das resistentes, foi comparado com o genoma do dia 1 de cada
experimento e os SNPs encontrados estéo na Tabela 6.

Quando comparamos as cepas SA43-LNZ-Al e SA43-LNZ-A28 obtemos uma
variagdo de nucleotideo de base unica (SNV, do inglés, “single nucleotide variant”)
gue altera uma guanina para adenina na posi¢cao 455 na regido codificante do gene
rplC, que leva a substituicdo de aminoacido glicina para um &acido aspartico na
posicdo 152. Entre SA43-LNZ-Al e SA43-LNZ-A34 ocorre a mesma variacdo de
base nitrogenada e consequente substituicdo de amino&cido. rplC codifica a proteina
L3 do ribossomo e mutacBes neste gene estdo relacionadas a resisténcia a
linezolida em estudos prévios, nosso resultado corrobora com esta informacao. (27 —
28)

Tabela 5 - Resultado da comparacéo dos genomas obtidos apds sequenciamento.

Localizagdo Tipo Base nitrogenada  Aminoacido Gene, produto
Al- A28 SA43 INZ Al contig_71 mapping SNV 455G>A Glyl52Asp  rplC, proteina L3
A28 - Al
A28 - Al SA43 LNZ_A28 contig 279 SNV 999T>C - yfcC, antiporter
mapping
Al-A34 SA43 LNZ_A1l_contig_71 mapping SNV 455G>A Glyl52Asp  rplC, proteina L3
A34 - A1
A34-A1 SA43_LNZ_A34_contig_81 SNV - - 23S rRNA
mapping

Fonte: Elaborada pela autora.

Quando afrouxamos os parametros de comparacdo verificamos algumas
alteracdes: 0 gene yfcC de SA43_LNZ_A34 esta no final do contig 466 faltando os Ultimos
193 nucleotideos. Quando comparamos SA43 LNZ _A34 com SA43_LNZ Al, as 54
mutacdes no gene yfcC que ocorrem entre os nucleotideos 1005 e 1071 em SA43-LNZ-
A28 nao estdo presentes. A proteina YfcC codificada em SA43-LNZ-A28 apresenta
substituicdo de 5 aminoacidos quando comparada a proteina completa de SA43 LNZ_Al:
1344V, K353Q, S354Y, E391K, L405l. O gene yfcC que codifica uma proteina

antiportadora e seu envolvimento com resisténcia a oxazolidinonas nunca foi
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descrito. Nosso grupo ainda precisa verificar o papel de mutagbes nesse gene na
resisténcia a tedizolida e a quinupristina/dalfopristina. Comparando o gene que
codifica 23S rRNA de SA43-LNZ-A28 com o de SA43-LNZ-A34, observa-se a
mutacdo A2637C somente em SA43-LNZ-A34. Estas mutacOes serdo verificadas
por sequenciamento Sanger.

Estas divergéncias no genoma de SA43-LNZ-A28 indica que ela foi uma
linhagem selecionada, porém como a ED foi realizada em cultura liquida, ha sempre
uma mistura de células e talvez, células SA43-LNZ-A28 resistentes a tedizolida ndo
tenham se perpetuado ou incluidas no préoximo cultivo da ED.

Quando comparamos SA43-LNZ-Al e SA43-LNZ-A28 obtemos uma variacao
de nucleotideo de base unica (SNV, do inglés, “single nucleotide variant”) que altera
uma guanina para adenina na posi¢cao 455 na regido codificante do gene rpIC, que
leva a troca de aminoécido glicina para um &cido aspartico na posi¢do 152. Entre as
SA43-LNZ-Al e SA43-LNZ-A34 ocorre a mesma variacdo de base nitrogenada e
consequente troca de aminoacido. A mutacdo no gene rplC esta relacionada a
resisténcia a linezolida em estudos prévios, nosso resultado corrobora com esta
informacgéo. Nao houve variagdes entre os genomas de SA43-LNZ-A28 e SA43-LNZ-
A34.

5.2 Tedizolida

5.2.1 Evolucao dirigida com tedizolida

Apos realizagdo da ED com TDZ verificamos a CIM de TDZ para as linhagens
do primeiro e ultimo dia (apds passagens de estabilizacdo) por microdiluicdo em
caldo e os valores podem ser encontrados na Tabela 7. Novamente, o experimento
apresenta variagcdes na CIM para as linhagens iniciais dos experimentos A, B e C,
por partir de trés colbnias distintas e a técnica apresentar variagcdo de uma diluicao
para cima ou para baixo. Todos o0s experimentos apresentaram valores de CIM
similares antes e apos a finalizagdo do processo de ED, demonstrando que para

exposicao in vitro, a TDZ possui uma estabilidade maior do que a LNZ.
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Tabela 6 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de TDZ para linhagens antes e apés a ED.

Linhagem CIM TDZ (mg/L)
SA43-TDZ-Al 0,50
SA43-TDZ-A34 0,50
SA43-TDZ-B1 0,50
SA43-TDZ-B34 0,50
SA43-TDZ-C1 0,25
SA43-TDZ-C34 0,50

Fonte: Elaborada pela autora.

Determinamos também a CIM para cada dia dos experimentos A, B e C ao

longo do processo de ED (Figura 11).
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Figura 11 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para as linhagens obtidas nos experimentos A, B e
C na evolucéo dirigida com TDZ.
Fonte: Elaborada pela autora.

Observamos mais uma vez a presenca de linhagem resistente, no
experimento C, segundo os valores de referéncia do EUCAST/BrCAST, que define
resisténcia para CIM igual ou superior a 1 mg/L. Realizamos o0 processo de
estabilizacdo em meio MHCA sem antibiético por trés dias e medimos a CIM de
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todas as passagens (Figura 12). Ao longo das passagens de estabilizagdo, a
linhagem SA43-TDZ-C28 nao preservou a resisténcia a tedizolida, podendo ter
ocorrido recombinacdo génica, e sua CIM regrediu para 0,5 mg/L, ou seja,

novamente sensivel.
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Figura 12 - Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) de TDZ para SA43-TDZ-C28
Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.2 Eletroforese em Gel de Campos Pulsados

Apoés corrida em gel de eletroforese (Figura 13) com enzima Smal (Jena
Bioscience, Jena, Alemanha) verificamos que ha preservacdo do padrdo de bandas,
portanto concluimos que ndo houve contaminacdo em nenhum dos experimentos

por outros microrganismos ao longo da ED com TDZ.
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Figura 13 — Gel de PFGE de linhagens da ED com TDZ.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.3 Curva de crescimento e tempo de duplicacao

De maneira analoga ao realizado com a LNZ, obtivemos as curvas de

crescimento das linhagens da ED com TDZ (Figura 14).
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Figura 14 - Curva de crescimento de linhagens da ED com TDZ no (a) experimento A, (b)
experimento B e (c) experimento C.
Fonte: Elaborada pela autora.
E os tempos de duplicacdo encontram-se na Tabela 8:
Tabela 7 — Tempo de duplicagéo das linhagens antes e apés ED com TDZ.
Linhagem Tempo de duplicacdo (min) Valor de p
SA43-TZD-Al 86,94 + 2,59
< 0,001
SA43-TZD-A34 96,51 + 2,29
SA43-TZD-B1 86,94 + 2,59
>0,05
SA43-TZD-B34 92,29 + 2,78
SA43-TZD-C1 85,42 +1,14
< 0,001
SA43-TZD-C34 110,77 £ 5,27

Valores de referéncia do Software GraphPad Prism: Valor de p: < 0,001 — extremamente significante,
entre 0,001 e 0,01 — muito significante, entre 0,02 e 0,05 significante e >0,05 sem significancia.
Fonte: Elaborada pela autora.

O experimento B ndo apresentou alteracdes significativas (valor de p maior do

gue 0,05), porém os experimentos A e C tiveram aumento no tempo de duplicacao.
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Este aumento sugere um maior gasto energético envolvido na duplicacdo da

linhagem apos a evolucéo dirigida, e, consequentemente, no fithess bacteriano.

5.2.4 Tipagem fenotipica

A CIM para daptomicina, linezolida, tedizolida e vancomicina foi determinada
antes e ap6s a ED com TDZ (Tabela 9). Ndo houve altera¢des fenotipicas para
estes antibidticos, sendo todas as linhagens sensiveis segundo os valores de
referéncia da versédo 11.0 do EUCAST/BrCAST de 2021.

Tabela 8 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) por microdiluigdo em caldo de linhagens da ED com

Linha;é)r? Concentracgdo inibitéria minima (mg/L) e definicdo de
sensibilidade
Daptomicina  Linezolida Tedizolida  Vancomicina
SA43-TDZ-Al 0,250 S 1,0 S 0,500 S 2 S
SA43-TDZ-A34 0,250 S 1,0 S 0,500 S 1 S
SA43-TDZ-B1 0,250 S 1,0 S 0,500 S 1 S
SA43-TDZ-B34 0,250 S 1,0 S 0,500 S 2 S
SA43-TDZ-C1 0,250 S 0,5 S 0,250 S 2 S
SA43-TDZ-C34 0,250 S 2,0 S 0,500 S 2 S
ATCC 29213 0,125 S 0,5 S 0,125 S 1 S

Classificagcdo em R (Resistente) e S (Sensivel) segundo valores de ponto de corte segundo
EUCAST/BrCAST verséo 11.0 de 2021.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para os antibidticos &cido fusidico, amicacina, canamicina, ciprofloxacino,
cloranfenicol, gentamicina, quinupristina/dalfopristina e sulfametoxazol/trimpetoprim,
avaliados por disco difusdo (Tabela 10), também ndo foram percebidas alteracdes
fenotipicas entre as linhagens prévia e pés ED, o que indica grande estabilidade in
vitro para exposi¢oes prolongas a TDZ.
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Tabela 9 - Perfil de sensibilidade por disco difusdo de linhagens da ED com TDZ.

Disco Difusao

Linhagem FD AK K CIP C CN QD SXT

SA43-TDZ-Al S R R R S S S S
SA43-TDZ-A34 S R R R S S S S

SA43-TDZ-B1 S R R R S S S S
SA43-TDZ-B34 S R R R S S S S
SA43-TDZ-C1 S R R R S S S S
SA43-TDZ-C34 S R R R S

ATCC 29213 S S S S S S S S

Classificacdo em R (Resistente) e S (Sensivel) segundo valores de ponto de corte segundo
EUCAST/BrCAST versdo 11.0 de 2021. FD, Acido fusidico; AK, amicacina; K, canamicina; CIP,
ciprofloxacino, C, cloranfenicol; CN, gentamicina; QD, quinupristina/dalfopristina e; SXT,
sulfametoxazol/Trimetoprim

Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar de nosso estudo néo obter resisténcia a tedizolida na ED com este
farmaco, Roch et al. fizeram uma selecdo in vitro a partir de linhagens de fibrose
cistica e selecionaram resistentes a partir do 20° dia (CIM = 1mg/L) com incremento
até 4 mg/L no 40° dia. (36) Nestes isolados, as mutacdes eram consistentes com as
ja observadas na clinica, afetando os genes: rplC, rpID, rplV e o gene do 23S rRNA.
Estes pesquisadores precisaram de um longo periodo de ED para se obter isolados
resistentes concluindo que a chance de obter resisténcia a este farmaco € muito
baixa.

Por outro lado, Shen et al. conseguiram um isolado resistente a tedizolida
apos 10 dias de selecdo usando a linhagem clinica MRSA N315, resultando na
mutacdo A1345G em rpoB, correspondente a substituicdo de aminoacidos D449N.
Mutagcdo neste gene nunca havia sido correlacionada com a resisténcia a
oxazolidinonas. (37) CIMs de linezolida, cloranfenicol, retapamulina e
quinupristina/dalfopristina aumentaram 2 log, diluicdes, sugerindo o surgimento do

chamado fendtipo de resisténcia ‘PhLOPSa’.
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6 CONCLUSOES

Os experimentos de evolucao dirigida foram executados com éxito, tanto para
linezolida quanto para tedizolida, uma vez que nao foram observadas
contaminacgdes ao longo do experimento como pode ser observado no gel de PFGE.

Nenhuma das oxazolidinonas estudadas selecionaram resistentes ao final da
exposi¢do prolongada in vitro, permanecendo sensiveis ao final do estudo.

Houve aumento no tempo de duplicacdo da SA43 apdés ED na maioria dos
casos, sugerindo possiveis mudancas no fitness bacteriano.

Apesar de algumas culturas terem apresentado resisténcia a LNZ e TDZ ao
longo da evolucdo, as mesmas ndo se perpetuaram até o periodo final do
experimento de evolucéo dirigida.

As linhagens derivadas da evolugcdo dirigida com LNZ n&o sofreram
alteracOes estaveis a todos os farmacos testados. Somente linhagens SA43-LNZ-
A28 e  SA43-LNZ-A30 tornaram-se resistentes para tedizolida e
quinupristina/dalfopristina. A linhagem SA43-LNZ-A30 passou a ser sensivel para
amicacina.

SA43-LNZ-A28 apresentou mutacdo em yfcC, coincidindo com a resisténcia
a tedizolida, linezolida e quinupristin/dalfopristin, mas estas células ndo se
mantiveram ao longo da ED; o papel de yfcC neste fendtipo ainda precisa ser
elucidado.

O incremento da CIM de LNZ pode ter ocorrido com mutacao no gene rplC e
do gene do 23S rRNA na SA43-LNZ-A34 ao final da ED.

Este estudo sugere que tanto TDZ quanto LNZ sdo bastante eficazes contra
a linhagem S. aureus SA43 e que as chances de se selecionar resisténcia mesmo
apos exposicdo prolongada aos farmacos LNZ e TDZ em concentracdes

subinibitoérias é baixa.
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