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RESUMO

O foco do estudo é evidenciar a prevaléncia dos fatores genotipicos e fenotipicos que provocam
a resisténcia das bactérias isoladas em pacientes com gastroenterites, a partir da extragdo do
DNA, deteccéo de genes de resisténcia e pelo Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos
(TSA). Foram analisadas 40 amostras, das quais 7,5% apresentaram positividade para os genes
CTX-M-1 e CTX-M-2. Em relagdo ao TSA, 100% das amostras foram resistentes a
Tetraciclina, a Gentamicina e a Ciprofloxacina; 97,5% resistentes a Cefotaxima, 92,5%
resistentes & Ampicilina e 75% resistentes 8 Amoxicilinacom Acido Clavulanico. Mesmo com
a presenca de um elevado indice de resisténcia, observou-se casos de sensibilidade de algumas
amostras. Os resultados encontrados evidenciam o quadro alarmante de resisténcia aos
antimicrobianos, sendo assim, a sociedade deve repensar seus habitos frente ao consumo de
farmacos, o que caracterizauma alternativa viavel para evitar o surgimento de novas bactérias
multirresistentes.
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ABSTRACT

The focus of this study is to highlight the prevalence of genotypic and phenotypic factors that
cause resistance in isolated bacteria from gastroenteritis patients. This isachieved by extracting
DNA, detecting resistance genes, and performing Antimicrobial Susceptibility Testing (AST).
A total of 40 samples were analyzed, of which 7.5% tested positive for the CTX-M-1 and CTX-
M-2 genes. Regarding AST, 100% of the samples were resistant to Tetracycline, Gentamicin,
and Ciprofloxacin; 97.5% were resistant to Cefotaxime, 92.5% were resistant to Ampicillin,
and 75% were resistant to Amoxicillin with Clavulanic Acid. Despite a high resistance index,
cases of sensitivity insome samples were observed. The findings underscore the alarming state
of antimicrobial resistance. Therefore, society should reconsider its habits regarding drug
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consumption, which presents a viable alternative to prevent the emergence of new multi-
resistant bacteria.
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1 INTRODUCAO

A gastroenterite € uma doenga com destaque no cenario mundial, devido ao seu elevado
numero de mortes anualmente, principalmente em criancas. Os patdgenos responsaveis por
ocasionar a doenca sdo, na maioria das vezes, bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (SATTAR; SINGH; 2023). O tratamento consiste em prevenir e corrigir a
desidratacdo, além do uso de farmacos responsaveis por amenizar 0s sintomas, e em casos
graves, 0 uso de antimicrobianos é recomendado (BRANDT; ANTUNES; DA SILVA; 2015).

Os antimicrobianos sdo farmacos utilizados ha mais de dois mil anos. Porém, ap6s o
apice na descoberta de diversos compostos, se instaurou uma fase de declinio, sem o surgimento
de novas moléculas, o que favorece a bactéria a adquirir resisténcia aos farmacos existentes
(HUTCHINGS et al., 2019).

A resisténciaaos antimicrobianos (RAM) é um mecanismo cujo qual a bactériaadquire
ao longo do tempo, e que permite, dentre alternativas, a modificacdo genética do
microrganismo, sendo capaz de comprometer a resposta terapéutica do farmaco mediante as
infecges. E notorio que a RAM se encontraem estado emergente em todo o mundo, e por essa
razdo os patogenos tém se tornado alvo de estudos, e a caracteristica mais encontrada pelos
pesquisadores é a presenga de enzimas [-lactamases de Espectro Estendido (ESBLS),
codificadas a partir de genes presentes no material genético de bactérias Gram-negativas.
(CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES; 2019)

Visto que as doencas bacterianas sdo capazes de se propagar com facilidade e
apresentam certa dificuldade em sua terapéutica, devido aresisténciaadquirida pelos patégenos
ao longo do tempo, este estudo é relevante e teve o objetivo de evidenciar o perfil genotipico e
fenotipico de resisténcia em isolados de pacientes que foram hospitalizados devido ao quadro
de gastroenterite.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No quadro de gastroenterite bacteriana, os principais causadores sdo da familia
Enterobacteriaceae, que inclui: Campylobacter, Salmonella spp., Shigellae Escherichiacoli. O
mecanismo de a¢do dessas bactérias dentro do trato gastrointestinal consiste na aderéncia dos
patdgenos as mucosas - como € o caso das Campylobacter jejuni e Salmonella spp. - que
invadem o revestimento dos intestinos grosso e delgado, e atuam na formacéo de biofilme e
liberacdo de toxinas, respectivamente (ELLIOT, 2007).
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A inser¢do dos antimicrobianos na rotina clinica contribuiu positivamente para o
controle dos patogenos que acometem a populacdo. O desenvolvimento de medicamentos
sintéticos utilizados em doencas bacterianas se iniciou em 1910, com o Salvarsan. Houve um
periodo de suma importanciapara a microbiologia, sendo conhecido como Idade de Ouro, que
durou de 1940 a 1960, e foi marcado pelo desenvolvimento da maioria dos antimicrobianos que
ainda sdo utilizados na clinica. Passados o0s anos, iniciou-se um periodo de declinio nas
descobertas de novas classes de farmacos, 0 que contribui para o processo de resisténcia
bacteriana, além do uso indiscriminado por parte da populacao, seja para consumo proprio ou
para 0s animais, sendo utilizados como promotores de crescimento (TORRES; DREHER,;
SIMIONI; 2015).

3 METODOLOGIA DA PESQUISA

Foram utilizadas ao todo 40 amostras provenientes de culturas de pacientes com quadro
de gastroenterite da cidade de Jaboticabal — SP, em que foram previamente identificados
Escherichia coli em todas as amostras. O DNA microbiano foi extraido segundo a técnica
proposta por KESKIMAKI et al. (2001) com pequenas modificacdes. Ao final do processo de
extracdo, o DNA foi submetido a técnica de PCR, na qual foi utilizado o programa de acordo
com a temperatura de anelamento de cada primer respectivo aos genes analisados (CTX-M-1,
CTX-M-2, CMY-1, CMY-2, MCR-1 e MCR-2). Por fim, os produtos obtidos na amplificagéo
foram visualizados por exposicdo do gel em luz UV e fotografados.

Para o teste fenotipico, foi realizado o método de disco difusdo estabelecido por Bauer
et al. (1966), no qual foram utilizados nas placas os discos contendo os principios ativos de
antimicrobianos selecionados, sendo eles: Amoxicilina + Acido Clavulanico (30ug),
Ampicilina (10pg), Cefotaxima (30ug), Ciprofloxacina (5ug), Gentamicina (10ug),
Tetraciclina (30ug). As placas foram incubadas por 18 horas em estufa a 37°C, e em seguida,
os halos de inibigdo formados foram medidos e as cepas foram classificadas como sensiveis,
resistentes ou de sensibilidade intermediaria para o respectivo principio ativo, utilizando os
pardmetros adotados pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a presenca de genes de resisténcia, do total de amostras, trés (7,5%)
apresentaram positividade para dois dos genes relacionados a ESBLs, sendo eles CTX-M-1 e
CTX-M-2, responsaveis por codificar as ESBLs, que atuam na hidrélise do anel -lactdmico
dos antimicrobianos da classe das Cefalosporinas, o que os torna ineficazes ao tratamento, pois
as enzimas garantem resisténcia as bactérias. Sobre os demais genes analisados, CMY-1 e
CMY-2 que garantem resisténcia a classe das penicilinas e ainda as cefalosporinas de terceira
geracdo; MCR-1 e MCR-2 - genes de resisténciaa colistina, ndo foram detectados nas amostras
analisadas, 0 que vai ao encontro da literatura, que destaca a baixa prevaléncia mundial de
ambos 0s genes.

A respeitodo TSA, das 40 amostras analisadas, 100% foram resistentesa Tetraciclina,
a Gentamicinae a Ciprofloxacina, 39 (97,5%) resistentes a Cefotaxima, 36 (90%) resistentes a
Ampicilina, 30 (75%) resistentes & Amoxicilina com Acido Clavulanico. Ainda, 3 amostras
(7,5%) apresentaram resultados intermediarios a Ampicilina e 6 (15%) a Amoxicilina com
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Acido Clavulanico. Sobre as amostras sensiveis, observou-se que 1 (2,5%) foi sensivel a
Cefotaxima, 1 (2,5%) foi sensivel a Ampicilinae 4 (10%) foram sensiveis a Amoxicilinacom
Acido Clavulanico, conforme esta detalhado no Grafico 1.

Grafico 1 - Perfil fenotipico de resisténciaaos antimicrobianos das amostrasde Escherichiacoli realizado
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Fonte: autoria proépria, 2023.

Ainda sobre o atual estudo, é relevante destacar que houve 100% de resisténcia
bacteriana aos seguintes antimicrobianos: Tetraciclina, Gentamicina e Ciprofloxacina, que
atuam diretamente na inibicdo da sintese proteica bacteriana, alteracdo da permeabilidade da
membrana celular e alteracdo da funcdo e estrutura do DNA bacteriano, respectivamente
(KLEIN, 2022). Tendo em vista 0 mecanismo de acdo dos antimicrobianos, e correlacionando
com os dados obtidos dos isolados analisados, € possivel afirmar que os farmacos apresentaram
falhas ao longo da sua atividade.

Em relacdo aos farmacos utilizados no TSA, se destaca o Acido Clavulanico, um
inibidor de p-lactamase (MARTINS, 2019). Como ele inativa as enzimas, quando associado a
outros antimicrobianos p-lactamicos no TSA, permite concluir se ha a presenca ou ndo da
resisténcia bacteriana, além de indicar qual o mecanismo de resisténciaexistente, sendo assim
considerado um teste padrdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(MACEDO et al., 2005). Com isso, analisando o presente estudo, pode-se afirmar que das 40
amostras, 4 delas (10%) apresentam resisténcia bacteriana do tipo B-lactamase, uma vez que
elas foram resistentes aos P-lactimicos sem Acido Clavulanico na composicdo e se
apresentaram sensiveis & Amoxicilina com Acido Clavulanico.

5 CONCLUSAO
Evidenciou-se que a resisténcia bacteriana tem se tornado cada vez mais preocupante,

visto que a sua incidéncia em todo o mundo estd aumentando. Frente a isso, a sociedade deve
se alertar aos habitos frequentes relacionados ao uso indiscriminado de antimicrobianos, para
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que possater o controle e redugdo da disseminacdo de resisténcia. Alem disso, fica demonstrado
a importancia de se realizar o TSA, para que sejam identificados os patdgenos corretos e com
isso a escolha da terapéutica seja implementada de maneira eficaz. Com essas acgdes, 0
surgimento de novas bactérias multirresistentes podem ser evitado.
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