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RESUMO
Linezolida, primeira oxazolidinona
aprovada para o uso clinico, €

potencialmente ativa contra importantes

patdgenos  bacterianos, incluindo
Staphylococcus spp. multi-resistentes.
Esta nova oxazolidinona inibe a sintese
protéica por se ligar ao centro peptidil-
transferase (PTC) da subunidade 50S do
ribossomo

bacteriano. Embora a

resisténcia a linezolida possa ser
mediada pela metilacdo do rRNA 23S
na posicdo A2503 promovida pelo gene
cfr ou por mutacbes nas proteinas
L22, o

mecanismo de resisténcia mais comum

ribossdbmicas L3, L4 e

deve-se a mutacdes no dominio V do
gene rRNA 23S, sendo G2576T a

mutacdo identificada com  maior

frequéncia em isolados clinicos de

diferentes  géneros resistentes ao
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farmaco.O proposito dessa revisdo é

apresentar as principais mutagdes
identificadas no rRNA 23S associadas
com a resisténcia a linezolida e discutir
entre a

a relagéo posicdo  dos

nucleotideos mutados, o numero de
alelos do gene rRNA 23S que contém
essas mutacbes e 0s niveis de
resisténcia apresentados por isolados de
Staphylococcus spp  resistentes ao
farmaco.

Palavras-chave: linezolida; resisténcia;

Staphylococcusspp.

ABSTRACT

Linezolid, the first agent of the
oxazolidinone class to be introduced
clinically, is potentially active against
important bacterial pathogens, including
multi-resistant Staphylococcus spp. This
new oxazolidinone inhibits protein
biosynthesis by binding to the peptidyl
transferase center (PTC) of the 50S
subunit of the bacterial ribosome.
Although linezolid resistance can be
mediated by the cfr-encoded product or

by mutations in the ribosomal proteins
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L3, L4 and L22, the most common
cause of resistance is due to mutations
in the central loop of domain V of the
23S rRNA gene, being G2576T
reported more frequently in linezolid-
resistant clinical isolates. The focus of
this review is to present the identified
mutations in the 23S rRNA associated
with resistance to linezolid and discuss
the relation between the position of the
mutated nucleotides, the number of 23S
rRNA  alleles

mutations and the resistance levels

containing  these

displayed by multidrug-resistant
Staphylococcus spp.
Descriptors:linezolid; resistance;
Staphylococcusspp.

RESUMEN

Linezolida, la primera oxazolidinona
aprobada para uso clinico, es
potencialmente activa contra
importantes  patdgenos  bacterianos,
incluyendo Staphylococcus spp. multi-
resistentes. Esta nueva oxazolidinona
inhibe la sintesis de proteinas al unirse
al centro peptidil transferase (PTC) de
la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. Aunque la resistencia a
linezolida puede ser mediada por la
metilacion del rRNA 23S en la posicion
A2503 promovido por el gen cfr o por

mutaciones en proteinas ribosomales

L3, L4 y L22, el mecanismo mas comun
se debe a mutaciones en el dominio V
de el gen rRNA 23S, siendo G2576T la
mutacion de mayor frecuencia en
aislados clinicos resistentes al farmaco.
El objetivo de este articulo es identificar
las principales mutaciones en el gen
rRNA 23S asociadas con la resistencia a
linezolida y relacionar sitios de
mutacion, numero de alelos mutados del
gene rRNA 23S vy los niveles de
resistencia presentados por cepas de
Staphylococcus spp resistentes a

linezolida.

Palabras-clave: linezolida,

resistencia, Staphylococcus spp.

INTRODUCAO

Linezolida (Zyvox; Zyvoxid,
Zyvoxam) foi o primeiro farmaco de
uma nova classe de antimicrobianos a
ser aprovado para o uso clinico. Essa
nova oxazolidinona € totalmente
sintética e potencialmente ativa contra
cepas multi-resistentes de importantes
patdgenos Gram-positivos, incluindo
Staphylococcus aureus resistentes a
(MRSA),

coagulase-negativos

estafilococos
(SCNs),

Enterococcus faecalis e Enterococcus

meticilina

faecium resistentes a vancomicina
(VRE), Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus spp. do grupo viridans e
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sorogrupos  de  estreptococos  f-
hemoliticos®®. Aprovada em abril de
2000 pelo Food and  Drug
(FDA)®  para o

tratamento de infeccdes de pele e do

Administration

trato respiratério causadas por esses
patdgenos, o uso de linezolida foi
inicialmente permitido para adultos e
em 2005 para o uso pediatrico.

O uso de linezolida para o
tratamento de infec¢bGes causadas por
patdgenos multi-resistentes,
especialmente em UTIs, aumentou
muito  nos  dltimos anos. O
desenvolvimento da resisténcia a essa
oxazolidinona tem sido associado
principalmente a prévia administracdo
do antimicrobiano, embora alguns casos
de infecgdo ou colonizagdo por
Staphylococcus spp. resistentes a
linezolida em pacientes que nao fizeram
uso do farmaco ja tenham sido
relatados®®).

A resisténcia & linezolida
permanece pouco frequente desde a
introducdo do farmaco na prética clinica
em 2000. No entanto, o nimero de
relatos de isolados resistentes a essa
nova opcdo terapéutica tém vem
crescendo em  diferentes  paises,
inclusive no Brasil®?2.

Dados dos principais programas
de monitoramento da sensibilidade a

antimicrobianos como o0 SENTRY

(Antimicrobial Surveillance Program),
ZAAPS (Zyvox® Annual Appraisal of
Potency and Spectrum program) e
LEADER (Linezolid Experience and
Accurate Determination of Resistance)
ainda mostram excelente atividade da
linezolida em bactérias Gram-positivas
isoladas em hospitais de todo o
mundo®2%. Ao longo do periodo de
2004 a 2009, embora ndo se tenha
detectado um aumento significativo da
resisttncia a  linezolida,  novos
mecanismos de resisténcia  foram
identificados, especialmente em
estafilococos®”.

Basicamente, trés mecanismos
tém sido associados com a resisténcia a
linezolida em cocos Gram-positivos®®:
mutacdes na regido central do dominio
V do gene rRNA 235018 2022
metilacdo do rRNA 23S na posicdo
A2503 promovida pelo gene cfr(31-44)

emutacGes nos genes rplC, rplID e rplV,

codificadores das proteinas
ribossomicas L3, L4 e L22
respectivamente™ 447, Mais

recentemente, alguns estudos tem
atribuido a resisténcia a linezolida
outros mecanismos diferentes da
alteracdo do sitio de ligagdo do

farmaco“®5Y).
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OBJETIVOS

Essa revisdo sumariza 0S
principais estudos que determinaram o
sitio e o mecanismo de acdo da
linezolida no ribossomo bacteriano e
apresenta as principais mutacfes no
dominio V do gene rRNA 23S
associadas com a resisténcia a essa
oxazolidinona. Faz-se uma discussao
sobre a relacdo entre a posicdo dos
nucleotideos mutados, o numero de
alelos portadores dessas mutacdes e 0s
niveis de resisténcia apresentados por
isolados clinicos de Staphylococcus spp.
Alguns casos clinicos relacionados ao
desenvolvimento de mutagdes ao longo
de  processos  terapéuticos  com

linezolida serdo mencionados.

METODOLOGIA

A metodologia empregada, por
se tratar de uma revisdo bibliogréfica,
foi a pesquisa em diferentes bibliotecas
e sitios eletrdnicos com o intuito de
selecionar elementos para discutir
especificamente o principal mecanismo
de resisténcia a linezolida em
Staphylococcus spp, a ocorréncia de
mutacdes nos multiplos alelos do gene
rRNA 23S presentes nas diferentes
espécies do género desse importante
patdgeno bacteriano. A pesquisa néo
teve como critério a delimitacdo de um

periodo para a selecdo dos artigos.

REVISAO DA LITERATURA

Sitio e mecanismo de acdo da
linezolida

O sitio de atuacdo e o
mecanismo de acdo dessa nova classe
de antimicrobianos sintéticos néo
estavam totalmente esclarecidos na
década de 1990, especialmente em
relacdo a etapa da sintese proteica que

poderia ser o alvo das oxazolidinonas®*

54).

Em 1999, o mapeamento do
operon rRNA de mutantes
Halobacterium halobium selecionados
com linezolida permitiu a identificacdo
de sete mutagbes que alteravamseis
posicbes de uma regido central do
dominio V do gene rRNA 23S,
sugerindo que esse segmento do rRNA
seria 0 sitio de ligacdo priméario da
linezolida nos ribossomos procariontes.
O fato de esse sitio ser parte do centro
peptidil-transferase (PTC) da
subunidade ribossomica 50S permitiu
inferir que a linezolida inibe a
fMet-tRNA  ao

complexo de pré-iniciagdo no processo

incorporacdo  de

da sintese proteica. Além disso, a
anélise dos efeitos da linezolida sobre a
atividade da peptidil-transferase dos
ribossomos de H. halobium excluiu a

hipbtese de que a linezolida e,
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provavelmente outras oxazolidinonas,
poderiam inibir a traducdo por
interferéncia direta na catdlise da
ligacdo peptidica, como ocorre com
outros inibidores da sintese proteica®®.

Anos depois, um estudo com
base em cristalografiada linezolida
ligada a subunidade 50S do ribossomo
de Haloarcula marismortui forneceu
novos elementos para a compreenséo do
modo de acdo desse farmaco no
ribossomo bacteriano. Essa importante
pesquisa mostrou que a linezolida se
liga por meio de pontes de hidrogénio e
interagBes hidrofobicas a uma é&rea
localizada dentro do PTC. O anel
oxazolidinona, que confere 0 nome ao
grupo,mostrou-se posicionado na base
U2539 deH.
marismortui(correspondente a posicdo
2504 de E. coli) e tanto esse anel como
a acetamida C-5 interagiram com uma
parte especifica da superficie do sitio A.
A acetamida NH da linezolida formava
uma ponte de hidrogénio com o grupo
fosfato de G2540 (correspondente a
posicdo 2505 de E. coli), enquanto a
fracdo fluorofenil, supostamente, se
acomodava em uma fenda formada
pelos residuos A2486 e (2487
(correspondentes, respectivamente, as
posicdes 2451 e 2452 de E. coli) do
PTC se envolvendo simultaneamente

em interagdes com essas duas bases.

Este local, conhecido como fenda do
sitio A, também é alvo de atuacdo de
outros antimicrobianos e,
possivelmente, local onde as cadeias
laterais dos aminoacidos dos aminoacil-
tRNAs se ligam®®.

Ainda no estudo de Ippolito et
al.®® foi observado que a ligagdo da
linezolida induz algumas alteracbes
significativas de conformacéo dentro do
PTC. O antimicrobiano promove um
giro das bases C2487 (correspondente a
posicdo 2452 de E. coli) e U2539
(correspondente a posicdo 2504 de E.
coli), permitindo a formacdo de
importantes interacbes. C2487 oscila
em direcdo a linezolida aparentemente
para otimizar sua interagdo com o anel
fluorofenil e a rotacdo de U2539,
também induzida pela ligacdo da
linezolida, resulta na acomodacao desta
base com o anel oxazolidinona. Este
movimento altera a posi¢cdo do grupo
fosfato da base G2540, permitindo a
formacdo de pontes de hidrogénio com
a acetamida da linezolida.Essa anélise
permitiu inferir que, pelo fato de se
sobrepor a parte aminoacil de um tRNA
ligado ao sitio A, seria provavel que a
linezolida pudesse competir com o0s
substratos que se ligam a esse sitio. No
entanto, essa forma particular de ligacéo
ao sitio A ndo explicava o modo como a

linezolida poderia bloquear a ligagcéo de
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fMet-tRNA™® com o sitio P durante a
etapa de iniciacdo da sintese protéica,
como proposto por outros
pesquisadores®”.  Para essa outra
suposta forma de interferéncia da
linezolida, Wilson et al.®® sugeriram
uma atuacgéo indireta do antimicrobiano
na ligacdo de fMet-tRNA ao sitio P. A
presenca da linezolida no sitio A
afetaria a ligacdo ou o posicionamento
do peptidil iniciador, provavelmente
induzindo uma alteracdo na
conformacao da base U2585 com a qual
ela estabelece pontos de ligagdo. Como
U2585 ¢é essencial para o correto
posicionamento do P-tRNA no sitio P,
essa nova conformacdo ndo seria
produtiva para a formacdo da ligagéo
peptidica, acentuando a agdo inibitdria

da linezolida.

Breve historico dos relatos de casos
de resisténcia a linezolida associados
a mutacGes no dominio V do gene
rRNA 23S

Diferentes mutacfes na regido
central do dominio V dos alelos rRNA
23S estdo sendo associadas com a
resisténcia a linezolida e os niveis de
resisténcia ao farmaco dependem da
posicdo dos nucleotideos mutados e do
numero de alelosrRNA 23S portadores
dessas bases alteradas. Dentre as

mutacBes descritas até o momento,

G2576T é a substituicdo identificada
com maior frequéncia em isolados
clinicos resistentes a linezolida de
diferentes géneros de bactérias Gram-
positivas.

Logo apds a introducdo da
linezolida na pratica clinica, os poucos
casos de resistétncia a essa nova
oxazolidinona ocorreram
principalmente durante o tratamento de
infeccOes mais complicadas causadas
por VRE. O primeiro relato de
resisténcia a linezolida em estafilococos
foi feito por Tsiodras et al.®). Uma cepa
MRSA (CIM >

linezolida)isolada do fluido peritoneal

32ug/ml de

de um paciente com 85 anos de idade
com peritonite e outras trés cepas
resistentes a linezolidaisoladas do fluido
de dialise peritoneal apresentaram a
mutacdo G2576T no dominio V do gene
rRNA 23S. Um ano depois, a
estabilidade do fenotipo resistente
mediado por G2576T foi analisada por
Pillai et al.®¥. Os autores submeteram o
isolado clinico MRSA previamente
descrito por Tsiodras et al.® a uma
série de 15 passagens em meio sem
linezolida ou qualquer outro
antimicrobiano e observaram G2576T
em cinco dos seis alelos rRNA 23S
desse isolado, sem reducdo da CIM de
linezolida(CIM de 64 pg/ml). Nenhuma

diferenca significativa em relagéo a taxa
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de crescimento foi observada entre o
isolado MRSA resistente a linezolida e
outro sensivel(ATCC 33591), o que
levou os autores a inferir que a mutacao
G2576T nao

metabolismo da bactéria e, portanto,

prejudicaria 0

ndo promoveria qualquer desvantagem
seletiva.

Dois anos depois, no entanto,
outro estudo mostrou que a CIM de
linezolida de um isolado MRSA
portador da mutacdo G2576T diminuiu
de 16 para 8 pg/ml apds 30 passagens
em meio desprovido de qualquer
antimicrobiano e de 8 para 2 pg/ml,
depois de outras 30 passagens,
correspondendo, respectivamente a 4
(rrnl, rrn2, rrn3, rrn5), 2 (rrn2, rr3) e
apenas 1 (rrn2) alelo mutado™.As
passagens adicionais até a reducdo da
CIM de linezolida e a presenca de um
alelo selvagem preservado no isolado
clinico S. aureusem questdo poderiam,
segundo os autores, explicar a reversao
ao fendtipo sensivel na auséncia da
pressdéo do antimicrobiano. O alelo
selvagem poderia atuar como um
template no processo de recombinacao
homologa, promovendo a reversdo a
sensibilidade. Outro aspecto
interessante apontado pelos autores foi
o fato de o isolado ter mantido um gene
rRNA mutado mesmo ap6s as 60

passagens, sugerindo que apenas uma

copia mutada gere pouco custo ao
metabolismo da bactéria.

A persisténcia dos  alelos
mutados do operon rRNA 23S e sua
relacio com a re-emergéncia da
resisténcia a linezolida continuaram a
ser investigadas por Tsakris et al.®?. Os
autores também submeteram um isolado
clinico S. aureus resistente a linezolida
(CIM de 16 pg/ml), portador de quatro
alelos mutados, a uma série de 60
passagens em meio sem linezolida e
obtiveram um isolado sensivel a
linezolida (CIM de 2 pg/ml), com
apenas um alelo rRNA 23S mutado.
Com o intuito de verificar a estabilidade
do alelo mutado ainda presente no
derivado  sensivel, 40  passagens
adicionais foram realizadas gerando
outro isolado sensivel a linezolida, com
a mesma CIM e com o mesmo alelo
mutado do anterior. Este novo derivado
sensivel,quando exposto a
concentracdes crescentes de linezolida,
gerou um mutante com a mesma CIM
de linezolida e com os mesmos alelos
mutados (rrnl, rrn2, rrn3, rrn5) de seu
progenitor resistente, mostrando ser
possivel uma rapida re-emergéngia da
resisténcia. Os resultados do estudo de
Tsakris et al.®? reforcaram a hipétese
de que a presenca de apenas um alelo
rRNA 23S com a mutacdo G2576T

poderia servir como template para a

1821



recombinacdo  homologa, o0 que
explicaria a relacdo entre niveis
elevados de resisténcia a linezolida e o
aumento do ndmero de alelos rRNA
23S mutados, assim como entre niveis
mais baixos e um menor nimero de
copias mutadas.

Outro caso clinico envolvendo
cepas MRSA resistentes a linezolida no
inicio dos anos 2000 foi descrito por
Wilson et al.®?. Onze cepas sensiveis e
resistentes a linezolida foram isoladas
de diferentes sitios de um paciente ao
longo do tratamento com o farmaco,
iniciado ap6s uma punc¢do do torax. A
mutacdo G2576T foi novamente
identificada em todos os isolados
resistentesa  linezolida, sendo sua
presenca em 2 de 6 alelos rRNA 23S
associada a CIM de 8 pug/ml e, em 5 de
6 alelos, a CIM de 32 ug/ml. Os perfis
de restricdo do DNA gendmico gerados
por PFGE confirmaram a derivagéo das
cepas MRSA resistentes a linezolida a
partir de um progenitor sensivela
linezolida.

Alguns estudos tém atribuido ao
processo de recombinacdo homologa,
conhecido como conversdo do gene
dependente de Rec-A, o papel de
balancear os custos e beneficios da
manutencdo de operons rRNA 23S
selvagens e mutados na presenga ou

auséncia da pressdo seletiva da

linezolida“*®?, 0O

conversao do gene, segundo 0S poucos
0(11,60)

processo  de

estudos realizados nessa direcé
explicaria a reversdo ao fenotipo
sensivel apresentada por isolados S.
aureusap0s a suspensdo da terapia com
linezolida.

Os relatos publicados no final
dos anos 2000 mostram, ainda, que a
linezolida permanece altamente ativa
entre diferentes grupos de patégenos
Gram-positivos, mas apontam para a
ocorréncia de estafilococos coagulase-
negativos resistentes a linezolida (28),
geralmente, associados a surtos clonais
em unidades de terapia intensiva
(UTIS)(5,6,62,16,28).

No Brasil, o primeiro relato de
um isolado clinico MRSA resistente a
linezolidafoi feito por Gales et al. em
2006“Y. A cepa (CIMs de 16 e 12
pg/ml, respectivamente, pelos métodos
de diluicdo em caldo e E-test) foi
isoladade uma cultura de escarro de
uma paciente com fibrose cistica com
recorrentes  infeccbes  pulmonares
causadas por MRSA. Neste caso, a dose
diaria prescrita foi reduzida pela metade
sem orientacao médica. Tal
procedimento, associado aos repetidos e
prolongados periodos de exposi¢do ao
farmaco, segundo  o0s  autores,
provavelmente, favoreceu a selecdo da

cepa MRSA portadora da mutacdo
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G2576T, que apresentava um perfil de
restricdo por PFGE muito similar ao do
clone endémico brasileiro.

Pouco tempo depois, um isolado
clinico S. epidermidis resistente a
linezolida (CIM de 32 pg/ml) foi obtido
da cultura de uma ponta de cateter de
uma paciente com 75 anos internada em
uma UTI de um hospital terciario do
Estado de S&o Paulo. A cepa foi isolada
apos 21 dias de terapia com linezolida
para o tratamento de uma infec¢do do
trato urinario devido a presenca de E.
faecium resistente & vancomicina®®.
Trés anos depois, houve uma
disseminacéo desse clone S. epidermidis
(ST-2) exibindo altos niveis de
resisténcia a linezolida (CIMs entre 16-
64 pg/ml) na mesma instituicdo e, assim
como o0 primeiro isolado, todos
apresentaram a mutacdo G2576T no
gene rRNA 235@Y,

Relatos de  isolados S.
haemolyticusresistentesa linezolida sédo
mais recentes. O primeiro caso foi
descrito por Tarazona et al. em 20079,
na Espanha. O isolado (CIM de 12
pug/ml) foi obtido de um segmento de
cateter femoral apds apenas quatro dias
de exposicdo a linezolida. Ainda na
Espanha, outro estudo documentou a
disseminagdo de um anico clone de S.
haemolyticus resistente a linezolida
(CIM entre 32-128 pg/ml) e a

teicoplanina em um ambiente hospitalar
por um periodo de 18 meses. Esses
isolados  foram  associados com
bacteremia relacionada a cateter em
pacientess  de  UTI®. Mais
recentemente, Mazzariol et
al."relataram  um surto de S.
haemolyticus resistentes a linezolida
(CIM de 32 pg/ml) em uma UTI na
Itdlia. A mutacdo G2576T foi
identificada em todos esses isolados. No
Brasil, uma disseminacdo clonal de S.
haemolyticusresistentes a linezolida
(CIM entre 32-128 pg/ml) durante o
periodo de 2008 a 2011 em um hospital
tercidrio do Estado de S&o Paulo
também foi associada a presenca da
mutacdo G2576T no dominio V do gene
rRNA 235%2,
Relatos de  resisténcia a
linezolida em S. hoministambém sdo
bem incomuns.Em 2011, na Espanha,
uma disseminacdo nosocomial de um
unico clone de S. hominisresistente a
linezolida (CIM > 96 pg/ml) e a
teicoplanina foi relatada por Gopegui et
al.®®. Curiosamente, dos 14 pacientes
envolvidos, 3 ndo foram tratados com
linezolida e todos os isolados tinham a
mutacdo G2576T no rRNA 23S.No
Brasil, isolados S.hominisexibindo CIM
de linezolida entre 32-64 pg/ml foram
diferentes

isolados de pacientes

internados em unidades de terapia
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intensiva de um hospital terciario no
Estado de S&o Paulo no periodo de 2008
a 2011. Mutagdes na proteina L3 desses
isolados  foram identificadas em
associacdo com G2576T no gene rRNA

23547,

Outras mutacoes, além de G2576T

A identificacho de outras
mutacbes, além de G2576T, apontou
para a existéncia de maltiplos sitios no
gene rRNA 23S propensos a alteragdes
capazes de conferir resisténcia a
linezolida em diferentes espécies de
Staphylococcus.

Em 2004, S. aureus isolados de
hemoculturas de um mesmo paciente
ap6s um periodo de 20 meses de
exposicao a linezolidaapresentaram uma
mutacdo até entdo desconhecida,
T2500A. Neste periodo, a perda de um
alelo rRNA 23S(rrn6) foi observada em
2 dos isolados resistentes que, por sua
vez, apresentaram T2500A em 2 ou 3
de seus alelos: rrn4 e rrn5 (CIM de 8
pg/ml) e rrn2, rrmd4 e rrn5 (CIM de 16
pg/ml). Sete meses ap6s o término do
tratamento, um isolado sensivel (CIM
de 4 pug/ml), geneticamente relacionado
com os isolados resistentes, néo
apresentava mais T2500A, apenas
T2537C, uma mutacdo que esteve
presente na copia rrnl de todos os

isolados, independente dos valores de

CIM a linezolida e que, por essa razéo,
foi considerada pelos autores uma
mutacdo silenciosa sem envolvimento
com o fenétipo resistente®”.

Mais uma vez, foi atribuido ao
processo de conversdo do gene,
dependente de Rec-A, 0 papel de
balancear os custos e beneficios da
manutencdo de operons selvagens e
mutados na presenga ou auséncia da
pressdo seletiva, como previamente
demonstrado na selecdo in vitro de E.
faecalis resistente & linezolida®. A
conversao do gene explicaria a perda da
mutacdo T2500A e a reversao ao
fendtipo sensivel, apresentada pelo
isolado obtido 7 meses apds a terapia
com linezolida®”.

Cinco anos apds a descoberta de
T2500A, Liakopoulos et al.®? relataram
a ocorréncia de outra mutacdo proxima
a esse nucleotideo, T2504A. Um
isolado clinico S. epidermidis resistente
a linezolida exibindo altos niveis de
resisténcia (CIM de 256 pg/ml) foi
obtido da hemocultura de um paciente
com bacteremia internado em UT], apds
20 dias de exposicdo a linezolida. O
isolado ndo era portador do gene cfr ou
de qualquer mutacdo na proteina
ribossdbmica L4, porém apresentou
T2504A em 5 de seus 6 alelos
rRNA23S. Apo6s ser submetido a uma

série de 38 passagens em meio sem
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linezolida, a CIM desse isolado
diminuiu de 256 para 8 pg/ml, com
apenas um alelo mutado.

Um ano ap6s esse relato,
Liakopoulos et al.*¥ descreveram a
ocorréncia de trés mutagdes em isolados
S. epidermidis resistentes a linezolida
obtidos de amostras de hemocultura e
cateter de diferentes  pacientes
internados em UTIs de quatro hospitais
na Grécia, sendo a mutacdo T2504A
identificada em quase 50% dos casos.
Assim como o primeiro isolado descrito
em 2009, esses também ndo eram
portadores do gene cfr nem de qualquer
mutacdo na proteina L4, no entanto,
alguns apresentaram simultaneamente
T2504A e C2534T no dominio V do
gene rRNA 23S. J& a mutagdo G2576T,
também identificada em alguns isolados
desta pesquisa, ndo esteve presente
naqueles portadores de T2504A.

A mutacdo C2534T, na verdade,
foi detectada pela primeira vez por Zhu
et al.® por pirosequenciamento. A
principio, este método foi adaptado para
a pesquisa da mutacdo G2576T,
encontrada em 2 ou 3 dos cinco alelos
rRNA 23S dos isolados S. aureus.
Como G2576T foi identificada em
apenas um dos isolados S. epidermidis,
modificagbes no  ensaio  foram
necessarias para verificar a presenca de

outras alteraces no gene rRNA 23S

possivelmente  envolvidas com a
resisténcia a linezolida. O resultado foi
a identificagho da nova mutacdo
C2534T, presente em 2 dos 5 alelos
desses  isolados S.  epidermidis
resistentes a linezolida (CIM de 16-32
pg/ml). Outra mutacdo detectada devido
as modificacbes no ensaio de
pirosequenciamento de Zhu et al.®¥ foi
G2447T, presente em todos os alelos
rRNA 23S do dUnico isolado S.
epidermidis (CIM 64 pg/ml) deste
estudo que apresentou tal substituicdo.
Até entdo, G2447T havia sido descrita
apenas em um isolado Mycobacterium
smegmatis resistente a linezolida, quatro
anos antes’?.

Tanto G2447T como T2500A e
G2576T foram novamente identificadas
em isolados S. aureus selecionados in
vitro com concentragBes crescentes de
linezolida®?, reforcando 0
envolvimento desses sitios ribossdomicos
com a resisténcia a linezolida em
estafilococos.

Da mesma forma, G2447T,
C2534T e G2576T foram novamente
associadas ao fendtipo resistente de 46
estafilococos resistentes a linezolida
obtidos de diferentes instituicdes nos
Estados Unidos entre 2004 e 20072,
Ainda nesse estudo, duas outras
mutagdes menos conhecidas nesse

momento foram identificadas, T2504A
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e G2631T. A primeira, simultaneamente
descrita por Liakopoulos et al.®®,
ocorreu em apenas dois isolados S.
epidermidis (ST-5), mas foi considerada
pelos autores uma boa candidata a
producdo do fenotipo resistente, uma
vez que nenhuma outra mutagdo no
dominio V do gene rRNA 23S ou na
proteina L4 desses isolados cfr-
negativos foi identificada. Além disso,
16 isolados S. epidermidis do mesmo
ST, sensiveis a linezolida, né&o
apresentaram T2504A. Ja a segunda
mutacdo identificada por Wong et al.*?,
G2631T, recebeu pouco crédito pelo
fato de ter ocorrido em apenas um
isolado S. epidermidis (ST-22) que
também possuia as mutacBes C2534T e
G2576T.

Relacdo entre a posicdo dos
nucleotideos mutados, o ndmero de
alelos portadores dessas mutacOes e
0s niveis de resisténcia apresentados
por isolados clinicos de
Staphylococcus spp.

A maioria das mutac6es no gene
rRNA 23S que conferem resisténcia a
linezolidaocorrem em  nucleotideos
adjacentes aos que se ligam diretamente
ao farmaco. Alteracbes em bases
vizinhas de pontos centrais como
U2504, por exemplo, nucleotideo ao

qual o anel oxazolidinona se liga,

podem conferir resisténcia devido a um
efeito alostérico, provavelmente por
perturbacdo do posicionamento desse
nucleotideo central®®. J4 alteragGes nas
bases que se ligam diretamente a
linezolida, como  U2504, eram
consideradas improvaveis, pois
poderiam causar sérios danos a
bactéria".

Ao contrério do que se pensava,
niveis elevados de CIM de linezolida
(1024 pg/ml) ja foram associados a
presenca de T2504A em quatro dos seis
alelos rRNA 23S de isolados clinicos S.
epidermidis resistentes & linezolida™ e,
em outro estudo, em cinco dos seis
alelos de um isolado clinico da mesma
espécie (CIM de 256 pg/ml)®®. Nos
dois casos,0s isolados foram cfr-
negativos e selvagens para a proteina
L4. Alteracdes nas proteinas L3 e L22,
ndo investigadas, talvez explicassem o
fato de os isolados com menor nimero
de alelos mutados terem apresentado
niveis mais elevados de CIM. No
entanto, esses dados levantam uma
questdo. Os altos niveis de CIM de
linezolida seriam  decorrentes da
substituicdo de uma base central do
PTC (U2504) que se liga diretamente a
linezolida e/ou consequéncia da
presenca de multiplos alelos portadores

desse nucleotideo mutado?
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Considerando ainda os dados da
pesquisa de Liakopoulos et al.**, niveis
mais baixos de CIM de linezolida (8
pg/ml) foram associados a presenca de
outra mutacdo (C2534T) em apenas
dois dos seis alelos rRNA 23S de
isolados  clinicos S.  epidermidis
resistentes a linezolida. Alguns anos
antes, CIMs entre 16-32 pg/ml foram
apresentadas por isolados clinicos da
mesma espécie portadores de C2534T
em dois dos cinco alelos rRNA 2359,
Nesses casos, niveis mais baixos de
CIM de linezolida foram associados a
uma mutacdo em um nucleotideo que
ndo se liga diretamente ao farmaco e,
também, a um ndmero menor de alelos
mutados. Logo, esses dados mostram o
outro lado da mesma questdo. Os niveis
mais baixos de CIM de linezolida
seriam decorrentes da substituicdo de
uma base mais afastada do sitio de
ligagéo da linezolida ou de um menor
namero de alelos mutados? Poderia um
aumento do ndmero de alelos com
C2534T aumentar os niveis de CIM
compensando essa distancia?

Além de C2534, outros dois
pontos que constituem a segunda
camada de nucleotideos que definem a
area de ligagdo da linezolida tem se
mostrado  propensos a alteracgdes,
gerando resisténcia: U2500 e G2447.

Essas bases interagem diretamente com

U2504 no PTC e estdo localizadas,
respectivamente, a 7.2 A° e 6.2 A° do
sitio de ligacdo com o farmaco®®.

Uma clara associacdo entre 0s
niveis de CIM de linezolida e o nimero
de alelos com uma substituicdo na
posicdo U2500 (T2500A) foi observada
por Meka et al.®” em isolados clinicos
S. aureus, embora 0s demais
mecanismos de resisténcia ndo tenham
sido investigados. O fendtipo resistente
foi associado a presenca de T2500A em
dois de cinco ou seis alelos (CIM de 8
pg/ml) e em dois de cinco ou trés de
seis alelos (CIM de 16 pg/ml), enquanto
o fenotipo sensivel (CIM de 4 pg/ml)
foi apresentado por um isolado sem
T2500A ou qualquer mutacdo no
dominio V de suas seis copias do rRNA
23S, sete meses ap6s o0 término do
tratamento com linezolida. No caso de
mutantes da cepa MSSA 29213
selecionados in vitro com concentragdes
crescentes de linezolida, a presenca de
T2500A em dois de seis alelos também
gerou o fendtipo resistente (CIM de 8
pg/ml), mas a CIM de 4 pg/ml
(fenotipo supostamente sensivel) foi
associada a presenca de T2500A em um
dos seis alelos®. Neste caso, as
proteinas L3, L4 e L22 foram analisadas
e para esses mutantes se apresentaram

selvagens.
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Uma relacdo direta entre o0s
niveis de CIM de linezolida e o nimero
de alelos portadores de G2447T
também pode estar ocorrendo. CIMs de
4, 8, 16 e 32 pg/ml foram associadas,
respectivamente, a presenca de G2447T
em um de seis, dois de seis, dois de
cinco e trés de cincoalelos rRNA 23S de
mutantes da cepa MSSA 29213“9. De
acordo com essa progressdo, uma CIM
de 64 pg/ml foi associada a 100% dos
alelos mutados em um isolado clinico S.
epidermidis®®. Retomando os dados do
estudo in vitro de Locke et al.“®, um
maior nivel de resisténcia a linezolida
(CIM de 128 pg/ml) envolvendo
G2447T foi associado a trés ou quatro
alelos mutados, porém esses mutantes
também tinham uma substituicdo na
proteina L3 (Gly152Asp).

Uma relacdo mais clara, talvez
devido a um ndmero maior de relatos,
tem sido observada entre os niveis de
CIM de linezolida e o numero de alelos
portadores de G2576T, a Unica mutacdo
identificada no dominio V do gene
rRNA 23S das cepas de SCNs desse
estudo. A base G2576 também esta
situada na segunda camada de
nucleotideos que definem a area de
ligagédo da linezolida (a 7.9 A° do sitio
de ligagdo) e se liga diretamente a
G2505 que, por sua vez, liga-se a

acetamida NH da linezolida®?.

Assim como observado para as
demais mutacfes em nucleotideos que
constituem a segunda camada da area
de ligacdo da linezolida, a presenca de
G2576T em mais de 50% do total do
ndmero de alelos rRNA 23S esta
associada a niveis de CIM de linezolida
acima de 16 pg/ml, exceto em alguns
casos em que a presenca de apenas um
ou dois alelos mutados (em cinco)
determinaram CIMs de 16-32 pg/ml
tanto em S. aureus como em S.

epidermidis®©®27

. Da mesma forma,
CIMs de 4-8 pg/ml estdo sendo
associadas a menos de 50% das cOpias
rRNA 23S mutadas.

Com base nos niveis de
resisténcia a linezolida detectados,
portanto, é possivel estimar o ndmero
de copias rRNA 23S mutadas, mas a
relacdo entre os niveis de CIM
determinados como breakpoint para a
linezolida em estafilococos (S, <4
pg/ml; R, >8 pg/ml) e o nimero de
alelos mutados permanece indefinida.

Dados referentes a isolados
clinicos com CIM de 4 pg/ml séo
escassos. O Unico relato existente, salvo
engano, foi apresentado por Meka et
al.®" a0 investigar a ocorréncia de
T2500A em isolados MRSA obtidos de
hemoculturas de um paciente submetido
a um longo periodo de exposicdo a

linezolida. Ao apresentar a CIM de 4
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pg/ml, o isolado ndo tinha mais
T2500A em nenhuma coOpia do rRNA
23S, ao contrario dos isolados
resistentes que apresentaram essa
mutacdo em pelo menos dois alelos
(CIM de 8-16 pg/ml). Ja no estudo in
vitro de Locke et al.“® a CIM de 4
pug/ml foi associada a presenca de
T2500A ou G2447T em um dos seis
alelos rRNA 23S da cepa MSSA 29231,
submetida a um processo de selecéo
com linezolida.

Apesar do crescente numero de
relatos envolvendo G2576T, os dados
disponiveis até o momento ainda séo
insuficientes para definir uma relacao
precisa entre os niveis de CIM de 4-8
pg/ml e o numero de alelos rRNA 23S
com a mutacdo G2576T. Em um
processo de selecdo in vitro com
linezolida®®, a CIM de 4 pg/ml foi
observada em mutantes da cepa MRSA
33591 portadores de G2576T em um ou
dois dos seis alelos rRNA 23S,
enguanto em isolados clinicos S. aureus
a presenca de apenas uma copia com
G2576T (em cinco alelos) ou nao foi
suficiente para conferir o fenotipo
resistente (CIM de 2 pg/m1)*%9 oy foi
associada a CIMs de 8 e 16 pg/ml>™,
Ainda em isolados clinicos S. aureus,
duas copias com G2576T (em cinco ou

seis alelos) foram associadas a CIM de

8 pg/ml@®8) o em quatro ou cinco
alelos, & CIM de 16 pg/ml®®727),

Consideracoes finais

A presenca de mdltiplas copias
do gene rRNA 23S no cromossomo de
importantes patdgenos Gram-positivos
foi, no final da década de 90, uma razdo
de otimismo em relacdo a atuacdo da
linezolida. Como a aquisicdo de
resisténcia a essa oxazolidinona requer
mutacbes nessas multiplas copias,
presentes em estafilococos e
enterococos’®, a selecdo de mutantes
resistentes, ao que tudo indica, seria um
processo raro. Uma curta experiéncia
clinica ao longo de pouco mais de uma
década, no entanto, mostrou o contrério.

Os dados disponiveis até o
momento ainda séo insuficientes para
definir uma relagdo satisfatoria entre os
niveis de CIM de
(especialmente entre 4-8 pg/ml), a

linezolida

posicdo dos nucleotideos propensos a
alteracdes no dominio V do gene rRNA
23S e 0 numero de alelos portadores
desses  nucleotideos mutados. A
auséncia de dados referentes aos demais
mecanismos de resisténcia a linezolida
na maioria dos estudos torna essas
relagOes ainda mais imprecisas.

Métodos  convencionais  de
determinacdo  da  resisténcia a

antimicrobianos classificam um isolado
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portador de um Unico alelo rRNA 23S
mutado como sensivel & linezolida.
Com que frequéncia e em quais
condicdes esse isolado poderia se tornar
resistente, caso  fosse  exposto
novamente ao antimicrobiano, sdo

questdes que permanecem em aberto.
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