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Evolucao dirigida com linezolida e tedizolida de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e o impacto frente a
diversos antimicrobianos e a formacao de biofilme
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Introducao

A resisténcia bacteriana é considerada uma ameaca a saude global, além de envolver altos
custos financeiros. Staphylococcus aureus sao bactérias comumente encontradas na
microbiota humana, no entanto sao patogenos oportunistas responsaveis por infeccoes
recorrentes na comunidade e no ambiente hospitalar!). O tratamento de tais infeccBes,
muitas vezes, torna-se um obstaculo devido a interacdes medicamentosas, problemas de
toxicidade dos farmacos disponiveis no mercado e devido aos mecanismos de resisténcia.
Linezolida e tedizolida sao antimicrobianos da classe das oxazolidinonas, farmacos de ultima
escolha aprovados no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em junho
de 2000 e dezembro de 2017, respectivamente, cujo mecanismo de acao ocorre através da
inibicdo da sintese proteica (2.

Objetivos

O objetivo do presente projeto € verificar se apos realizado processos de evolucao dirigida
com cada um destes farmacos em uma linhagem de S. aureus ha:
1) alteracao da sensibilidade as oxazolidinonas e a outros antimicrobianos escolhidos e;
2) alteracao da capacidade de formacao de biofilme.

Materiais e Métodos

Evolucdo dirigida com linezolida e tedizolida®®), em paralelo:
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Figura 1: (a) Esquema da evolucao dirigida experimental e (b) representacao do resultado esperado
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Figura 2: (a) Comparativo entre os halos de inibicao das amostras na primeira e ultimas passagens, para
cada experimento e (b) experimento para determinacao da concentracao inibitdria minima por
microdiluicao em caldo.

Caso haja alteracao de sensibilidade aos antimicrobianos testados, buscaremos por
determinantes de resisténcia através de sequenciamento de genes codificantes das proteinas
ribossomais L3, L4, L22 e do dominio V do 23S rRNA, descritos na literatura, para verificacao
de mutacdes. O material genético sera extraido, os genes de interesse serao amplificados por
PCR, purificados e sequenciados pelo método de Sanger.

2) A capacidade de formacao de biofilme sera acessada pelo teste qualitativo com cristal
violetal®),

Resultados preliminares

As referéncias para sensiveis e resistentes, de acordo com o EUCAST versao 9.0, estao na
tabela 1.

Antibidtico Sensivel Intermedidrio Resistente
Linezolida <4 - >8
Tedizolida <0,5 1 >2

As CIMs obtidas ao longo da evolucao, tanto para linezolida quanto para tedizolida, estao
representadas abaixo.
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Figura 3: Concentracdes inibitorias minimas para linezolida ap6s a evolucao dirigida parcial com linezolida
para os experimentos A, B eC.
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Figura 4: Concentracdes inibitorias minimas para tedizolida apo6s a evolucao dirigida com tedizolida para os
experimentos A, B e C.

Foram realizados testes de sensibilidade por disco difusao com as linhagens da evolucao
dirigida com tedizolida:

Largura média do diametro (mm)

Antibiodtico
< . . 1 . . . . .. . . Quinupristina/ Sulfametoxazol
Amostra Acido fusidico = Amicacina Ciprofloxacino Cloranfenicol Gentamicina Kanamicina . . . .

Dalfopristina /Trimetropim
SA43-TZD-Al 30,00+1,04 15,17+0,33 11,00 £ 0,87 24,00+ 0,29 22,00+0,50 8,17+£0,17 25,33+0,60 31,75+0,60
SA43-TZD-A34 32,67 +1,20 18,00+ 2,26 11,83 0,60 25,17 +£2,05 22,30+0,73 8,33+0,33 26,50+1,16 32,25+1,59
SA43-TZD-B1 30,17+0,17 15,33+0,44 11,83 £ 0,17 24,67 £0,73 22,17 +£0,73 8,50 £ 0,50 25,67 +0,67 31,50%0,87
SA43-TZD-B34 33,00+0,76  15,00%0,29 11,67 £ 0,67 26,17 +0,60 24,50%0,76 7,83+£0,44 27,33+1,09 33,25+0,60
SA43-TZD-C1 33,00+£0,29 15,50%0,29 12,00 £ 0,50 24,67 £1,43 21,17 £0,73 8,17+0,44 25,33+0,60 31,25+0,50
SA43-TZD-C34 35,83+0,83 16,00%0,29 10,50 £ 0,00 25,33+0,88 24,67+0,44 8,17+0,17 24,33+0,60 33,00+0,88

Figura 5: Largura média do diametro dos halos de sensibilidade para alguns antibidticos nao apresentam
alteracdes entre as amostras no primeiro e ultimo dia da evolucao dirigida com tedizolida.

Perspectivas e conclusoes

A evolucao dirigida com linezolida, apesar de ainda nao finalizada ja apresenta duas
amostras com fenotipo de resisténcia a linezolida. Com relacao a tedizolida, nao foram
observados isolados resistentes. No entanto, houve um aumento significativo da CIM para
tedizolida. Testes com disco difusao com parte dos antibidticos propostos indicam que a
exposicao a tedizolida nao alterou a sua sensibilidade nem mesmo a de outros farmacos.
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