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Resumo

O aumento da prevaléncia de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos é um dos problemas
mais graves que atingem os servigos de satide. Um mé-
todo de deteccao de bactérias produtoras de ESBL é
necessdrio para identificacdo e controle da dissemina-
¢do de micro-organismos multidroga resistentes. Neste
estudo objetivou-se a detecgao dos genes blaSHV e bla-
TEM relacionados a enzimas fB-lactamases em amostras
de hemocultura de um hospital de Governador Valada-
res, Minas Gerais, empregando duas técnicas molecula-
res, LAMP e mPCR, bem como comparar a eficiéncia
de deteccdo de ambos os métodos. Das 108 linhagens
bacterianas (Gram-positivas e Gram-negativas) foram se-
lecionadas 20 Gram-negativas que apresentaram maior
perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados pelo
método Kirby- Bauer. Foram extraidos o DNA das 20
hemoculturas selecionadas, e posteriormente realizou-
-se os ensaios de LAMP e mPCR para pesquisa dos ge-
nes de interesse. Destas, 15 linhagens foram resistentes
a pelo menos 3 classes de antimicrobianos e em todas
as linhagens de bactérias testadas, os resultados de de-
teccao dos genes foram semelhantes em ambas as técni-
cas, com excecao de uma amostra de Klebsiella ozanae,
cujo gene blaSHV foi detectado apenas pela técnica de
LAMP A técnica de LAMP demonstrou-se mais eficiente
por ser realizada em menor tempo, ndo necessitar de
equipamentos sofisticados, além da facil interpretagao
dos seus resultados.

Palavras-chave: Loop-mediated isothermal amplifi-
cation (LAMP), mPCR, ESBLs, Genes de resisténcia
blaSHV e blaTEM.

Abstract

The increased prevalence of antimicrobial resis-
tant micro-organisms is one of the most serious pro-
blems affecting health services. A method of detecting
ESBL foodborne bacteria is required for the identifica-
tion and control of dissemination of multidrug resistant
microorganisms. This study aimed to detect blaSHV
and blaTEM genes related to B-lactamases enzymes
in blood culture samples from a hospital in Governa-
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dor Valadares, Minas Cerais, using two molecular te-
chniques, LAMP and mPCR, as well as to purchase a
detectiort efficiency of both The methods. Of the 108
bacterial strains (Gram-positive and Gram-negative),
20 Gram-negative strains were selected that showed
a higher antimicrobial resistance profile tested by the
Kirby-Bauer method. DNA was extracted from the 20
selected blood cultures, and later the LAMP and mPCR
assays were performed to search for the genes of in-
terest. Of these, 15 strains were resistant to at least 3
antimicrobial classes and in all bacterial strains tested,
the results of the detection of the genes were analyzed
in both techniques, except for a sample of Klebsiella
ozanae, whose blaSHV gene was only detected By the
technique of LAMP. The LAMP technique proved to be
more efficient because it was performed in a shorter
time, did not require sophisticated equipment, and an
easy interpretation of its results.

Key words: Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP), mPCR, ESBLs, blaSHV and blaTEM resistan-
ce genes.

Introducéo

Atualmente, um dos mais graves problemas que
atingem os servicos de salde é o aumento da preva-
léncia de micro-organismos resistentes aos antimicro-
bianos. A falta de adesdo dos profissionais da satde
as medidas recomendadas para a prevencao da trans-
missdo de micro-organismos e o uso inadequado de
antimicrobianos estao entre as principais causas deste
problema (ANVISA, 2008).

Nas Ultimas décadas, o aumento da resisténcia
microbiana ocorreu principalmente entre os bacilos
Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseu-
domonas aeruginosa, Acinetobacter spp.). Esses micro-
-organismos desenvolveram resisténcia inclusive aos
antimicrobianos de amplo espectro mais comumente
utilizados em ambientes hospitalares como as penici-
linas, quinolonas, carbapenémicos e cefalosporinas de
terceira geragao (CDC, 2009).

Os B-lactamicos sdo antimicrobianos, que in-
cluem diferentes subclasses, como as penicilinas, cefa-
losporinas (que sao subdivididas em quatro “geragées”),
monobactamicos e carbapenémicos. Estes agentes sdao
compostos que contém um anel B-lactdmico e pos-
suem atividade contra micro-organismos Gram-posi-
tivos e Gram-negativos. Seu mecanismo de acdo é a
inibicdo da ligagdo cruzada na sintese do peptideogli-
cano, que faz parte da estrutura da parede celular das
bactérias. Esta classe antimicrobiana atua através da

inibicao das enzimas transpeptidases, que medeiam a
ligacdo cruzada peptidica. No entanto, muitas espé-
cies de bactérias possuem a capacidade de sintetizar
p-lactamases, que sdo enzimas que hidrolisam o anel
B-lactamico das penicilinas, cefalosporinas e outros an-
timicrobianos (Junior, Ferreira & Conceicao, 2004).

Alguns micro-organismos sao considerados mul-
tidroga resistentes (MDR ou “multidrug-resistant”) por
apresentarem resisténcia ou sensibilidade intermedia-
ria a, pelo menos, trés classes de antimicrobianos. Essas
classes sao definidas de acordo com a bactéria estuda-
da (Magiorakos et al., 2012). Comumente, na prética
clinica considera-se MDR os que séo resistentes a duas
classes ou mais.

A detecgdo precoce de linhagens bacterianas
produtoras de B-lactamases é de fundamental impor-
tancia para a prevencao da sua difusio, ndao sé6 em
instituicoes com elevadas prevaléncias de tais isolados,
mas também naqueles locais em que os fenétipos de
resisténcia nunca foram detectados (Bradford, 2001).
Contudo, a detecgdo de linhagens produtoras dessas
enzimas constitui um desafio aos laboratérios de mi-
crobiologia clinica, com impacto direto no controle
deste mecanismo de resisténcia e no uso indevido de
B-lactamicos (Del Peloso et al., 2003).

As B-lactamases sao codificadas por genes loca-
lizados em plasmideos conjugativos, que sdo capazes
de se replicar e disseminar entre bactérias de dife-
rentes espécies ou géneros (Picdo & Gales, 2007). As
enzimas do tipo TEM, SHV e CTX-M fazem parte das
B-lactamases de espectro estendido (ESBLs), que sdo
responséveis por fenétipos de resisténcia as cefalospo-
rinas de terceira geragdo (tais como cefotaxima, cefta-
zidima e ceftriaxona) e por sinergia com os inibidores
de B-lactamases, como o écido clavulanico (Livermore,
1995).

As enzimas do tipo TEM sdo as B-lactamases mais
frequentemente detectadas em bactérias Gram-nega-
tivas como Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Haemo-
philus influenzae e Neisseria gonorrhoeae (Salverda,
Visser & Barlow, 2012). Estima-se que 90% da resistén-
cia a ampicilina em E. coli seja devida a producio da
B-lactamase do tipo TEM (Livermore, 1995).

As enzimas do tipo SHV (sulfidril varidvel), sao
importantes na disseminacao de resisténcia em isola-
dos clinicos na Europa e América, porém ela pode ser
encontrada em todo o mundo (Jacoby & Munoz-Price,
2005). As ESBLs do tipo SHV sao encontradas princi-
palmente em amostras de K. pneumoniae , contudo,
estas enzimas também tém sido encontradas em uma
grande variedade de espécies da familia Enterobacte-



riaceae (LUZZARO, 2006). As enzimas CTX-M (cefota-
ximases) estao em larga expansdo e a sua dissemina-
cdo global tem sido notéria na dltima década (Bonnet,
2004). As enzimas CTX-M (cefotaximases) estao em
larga expansio e a sua disseminagao global tem sido
notéria na Gltima década (Bonnet, 2004).

A avaliacdo de metodologias para rapida iden-
tificacdo de bactérias produtoras de ESBL € extrema-
mente relevante. A técnica de LAMP (Loop mediated
isothermal amplification), ou amplificagao isotérmi-
ca de DNA tem se destacado por sua eficiéncia;
baixo custo; alta especificidade; observagao visual
do resultado e ndo alteracao da sensibilidade por
componentes de amostras clinicas e por nao exigir
equipamentos de alto custo. Trata-se de € um mé-
todo de amplificagdo de génica que permite identi-
ficar pequenas quantidades de DNA em menos de
uma hora, sob condigoes isotérmicas (Notomi et al.,
2000). Esta técnica tem demonstrado ser uma exce-
lente ferramenta para a identificacdo de genes que
codificam enzimas de resisténcia.

Solanki et al., (2013) avaliaram a técnica de
LAMP para deteccdo dos genes blakKPC e blaNDM,
que sdo genes que codificam tipos de B-lactamases,
em 60 isolados clinicos de E. coli, Klebsiella pneu-
moniae, e Acinetobacter baumannii. Em seu estudo
a técnica apresentou alta sensibilidade e especifi-
cidade, bem como tempo reduzido de reagdo em
comparagdo com os métodos fenotipicos e de PCR
convencional.

O principal objetivo deste trabalho foi detectar
a presenca de genes blaTEM e blaSHV relacionados
as enzimas p-lactamases em amostras de hemocultu-
ra de microorganismos resistentes a carbapenémicos e
cefalosporinas empregando a técnica de amplificagao
isotérmica de DNA (LAMP).

Materiais e Métodos

Este estudo é de base experimental que utilizou
inicialmente 108 amostras de hemoculturas positivas
fornecidas pelo servigo de microbiologia do laboraté-
rio de anélises clinicas de um hospital do municipio de
Governador Valadares — Minas Gerais.

Isolamento e identificagao das linhagens

As colonias bacterianas foram obtidas a partir
de isolamento em meio 4gar de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI, Himédia) enriquecido com sangue. As
linhagens foram caracterizadas por coloragao de Gram

e identificadas utilizando as provas bioquimicas conti-
das no sistema Bactray | e I (LABORCLIN).
Testes de susceptibilidade antimicrobiana

Todas as linhagens bacterianas isoladas foram
submetidas a testes de susceptibilidade aos antimi-
crobianos utilizando o método de Kirby-Bauer de
acordo com metodologia descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Para as
Gram-negativas os discos testados foram: ampicilina
(10ug), ceftazidima (30ug), cefepime (30ug), cefotaxi-
ma (30ug), ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (30ug),
levofloxacino (5ug), norfloxacina (10ug), imipenem
(10ug), meropenem (10ug), nitrofurantoina (300ug),
ofloxacina (5ug), piperacilina+tazobactam (100\10ug),
tetraciclina (30ug) e trimetropim (5ug). E para as Gram-
-positivas: ciprofloxacina (30ug), claritromicina (15ug),
eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), levofloxacina
(5ug), penicilina G (10 U), tetraciclina (30ug), trimetro-
pim (5ug) e ampicilina (10ug).

Testes de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
Para a realizacdo dos testes de microdiluigao
em caldo foram selecionadas 20 linhagens de bacté-
rias Gram-negativas que apresentaram resisténcia a
um maior niimero de antimicrobianos, em especial
as cefalosporinas e carbapenémicos, pelo método de
Kirby-Bauer. Os antimicrobianos utilizados para o CIM
foram: ampicilina, cefepime, ciprofloxacina, levofloxa-
cina, meropenem, norfloxacina e ofloxacina, obtidos
da Sigma Chemical Corp (St. Louis, MO, EUA) e da
Interlab (Distribuidora de Produtos Cientificos LTDA).

Extracdo de DNA genémico

O DNA das 20 amostras de hemocultura e das li-
nhagens selecionadas foram extraidos utilizando o pro-
tocolo descrito por Pitcher (1989) com reformulagdes.
O DNA foi quantificado em BioSpec-nano a 260 e 280
nm e estocado a temperatura de -20°C.

Ensaio de PCR multiplex (mPCR)

As reacoes de mPCR foram realizadas em ter-
mociclador Mycycler Bio rad modelo 580BR3578
em um volume final de 25 uL, contendo 0,5 uL de
cada iniciador especifico senso e anti-senso (genes
blaTEM e blaSHV), (10 pmol/L) acrescidos de 12,5
uL de PCR Master Mix - Promega® [Taq DNA po-
limerase dNTPs, MgCl2, tampao de PCR (pH 8,5)],
3,5 L do DNA molde, correspondendo a aproxima-
damente 100 ng de DNA, e 7 ulL de dgua ultrapura.
A reacio de amplificagdo seguiu as seguintes condi-
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Goes: 942C por 5 minutos (desnaturagdo inicial) seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 522C por 1
minuto e 722C por 1 minuto e um passo de extensao final a 722C por 10 minutos. Os produtos da mPCR
foram revelados em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio (10 ug/mL).

Ensaio de LAMP

Na reacao de amplificagdo isotérmica de DNA em loop (LAMP) utilizou-se os seguintes reagentes: 6 mM
de MgCl, (Promega), 1400 uM de cada dNTP (Promega), 0,8M de betaina, 5 pmol de cada iniciador externo (F3
e B3) e 40 pmol de cada iniciador internos (FIP e BIP), 20 pmol de cada iniciador do loop (LF e LB), 4,8U de
Bst DNA Polymerase Large Fragment (New England BioLabs) e tampao 1x (ThermoPol Reaction Buffer: 20 mM
Tris-HCI, 10mM (NH4)2504, 10 mM KCl, 2mM MgSO,, 0,1% Triton X-100, pH 8,8) (New England BioLabs) e
adicionadas de 120 uM de azul de hidroxinaftol (Sigma-Aldrich). As reagées foram preparadas para um volume
final de 25 uL, incluindo 4 uL da amostra de DNA. Antes de se efetuar a reagio de LAMP todas as amostras de
DNA foram submetidas a uma desnaturagao prévia a 95°C durante 10 minutos, com posterior resfriamento a
4¢C. Em seguida, as os tubos foram incubados em banho-maria com temperatura de 602C durante 60 minutos.

Ap0s a incubagdo as amostras foram submetidas a 80°C durante 2 minutos para inativagio da polimerase
(Bst). As reacoes de LAMP foram analisadas visualmente pelo surgimento da cor azul indicada pela reagio do
azul de hidroxinaftol com o pirofosfato de magnésio acumulado durante a reagio (Goto et al., 2009). As reacoes
também foram analisadas em gel de agarose a 1,5%. A corrida foi realizada a 110 V no tempo médio de 90 min.
O gel foi corado com brometo de etidio para visualizagao dos fragmentos sob exposicdo de luz UV e posterior-
mente fotografados.

Iniciadores utilizados para ensaio de LAMP

Os iniciadores dos genes utilizados nos ensaios de LAMP foram desenhados a partir do software “Primer
Explorer” da empresa Japonesa Eiken Chemical Co.Ltd., disponibilizado pelo site (http:/primerexplorer.jp/e/
v4_manual/index.html) (Tabela 1). As sequéncias dos genes utilizados para o desenho dos iniciadores estio
depositadas no GenBank: gene blaSHV1 de Klebsiella pneumoniae n® de depésito X98098 e gene blaTEM de
Klebsiella pneumoniae n2 de depésito EF125012.

Tabela 1. Iniciadores para ensaios de LAMP (deste estudo) e mPCR utilizados para deteccio de genes blaTEM e blaSHV.

blazey CGACCGAGTTGCTCTTGC
ACTCGTGCACCCAACTGATCTT-TTTGCTCACCCAGAAACGC
ATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCG-GGGATAATACCGCACCACAT
TTTGCTCACCCAGAAACGC
GGATAATACCGCACCACAT
TGCGTTATATTCGCCTGTGT

blasuy GCGCCGCAGAGCACTA

TTGCTCAAGCGGCTGCGGG-ATCTCCCTGTTAGCCACCCT
TAGAAATGGATCTGGCCAGCGG-TCATGGGAAAGCGTTCATCG
ATCTCCCTGTTAGCCACCCT

TGGGAAAGCGTTCATCGG

blareys 800 AGATCAGTTGGGTGCACGAG

s R- CTTGGTCTGACAGTTACC
% blasi. 713 F- TTCGCCTGTGTATTATCTCCCTG

R- TTAGCGTTGCCAGTGYTCG




Resultados e discussao
*
Identificagao e selecao das linhagens resistentes

Das 108 linhagens bacterianas isoladas das hemoculturas, 80 (74,05%) eram Gram-positivas e 28 (25,9%)
Gram-negativas. Esse resultado difere do trabalho realizado por Menezes et al., (2008) que encontrou em seu
trabalho em um hospital de Fortaleza 60,5% de bactérias Gram-negativas e 39,5% Gram-positivas. Ja Ledo et
al., (2007) encontrou que os Gram-positivos correspondiam a 50% dos isolados, e os bastonetes Gram-negativos
representaram 50%. Essa variagdo que ocorre entre os hospitais é possivel devido as diferencas entre os procedi-
mentos adotados, do piblico que é atendido e dos antimicrobianos que sao utilizados.

O método de Kirby-Bauer foi utilizado para tracar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos das 108
linhagens iniciais isoladas das hemoculturas. De acordo com o resultado, foram selecionadas 20 linhagens Gram-
-negativas que apresentaram resisténcia a um maior niimero de antimicrobianos, em especial as cefalosporinas
e carbapenémicos (Tabela 2).

A producdo de enzimas B-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia aos agentes antimicrobianos
da classe dos B-lactamicos encontrado em bactérias Gram-negativas (Livermore, 1995). As B-lactamases sdo
produzidas por intimeras espécies bacterianas, porém com diversidades estruturais e localizagoes diferentes.
Nas bactérias Gram-positivas, as B-lactamases sao secretadas para o meio extra-celular, fazendo com que elas
apresentem uma atividade menor que as B-lactamases produzidas pelas bactérias Gram-negativas que se encon-
tram no espaco periplasmatico, podendo alcangar maiores concentrages e agirem de modo mais eficaz sobre
os B-lactamicos (Silva, 2000). Desta forma, as bactérias Gram-negativas, produtoras de ESBLs, sdo as principais
responsaveis pela disseminacdo de genes de resisténcia em ambientes hospitalares (Winokur et al., 2001).

Tabela 2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de linhagens isoladas das hemoculturas.

Tabela 2. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de link isoladas das h Ity
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Das 20 linhagens bacterianas analisadas, 15 foram resistentes a pelo menos trés classes de antimicrobianos,
sendo cagacterizadas como MDR, e 5 foram resistentes a menos que trés classes. Observou-se que somente
uma das linhagens selecionadas possufa sensibilidade frente a ampicilina caracterizando que 19 linhagens (95%)
possufam resisténcia a este antimicrobiano. No entanto, para a piperacilina (uma penicilina) em associacao com
tazobactam, 4 linhagens (20%) demonstraram resisténcia e 2 (10%) possuiam resisténcia intermediéria.

Na andlise do perfil de resisténcia para os antimicrobianos da classe das cefalosporinas, 13 linhagens (65%)
possuiam resisténcia a cefepima, que é a (nica cefalosporina de quarta geragao atualmente disponivel. Para as
cefalosporinas de terceira geragao testadas, cefotaxima e ceftazidima, 15 linhagens (75%) demonstraram-se resis-
tentes. E para ceftriaxona 14 (70%) eram resistentes. Na classe dos carbapenémicos, 5 linhagens (25%) possuiam
resisténcia ao imipenem e 6 linhagens (30%) ao meropenem.

Para a classe das quinolonas, 14 linhagens (70%) apresentaram-se resistentes a ofloxacina, enquanto para
ciprofloxacina foram 12 linhagens (60%). Ja para levofloxacina e norfloxacina 9 linhagens (45%) apresentaram
resisténcia a cada um destes. Em relagdo as outras classes citadas na tabela 2, 6 linhagens (30%) foram resistentes a
nitrofurantoina, 7 linhagens (35%) foram resistentes a tetraciclina e 11 (55%) ao trimetropim.

Deteccao de genes relacionados as p-lactamases

As 20 linhagens bacterianas selecionadas foram submetidas a testes de determinacdo de CIM. Nos ensaios
foram utilizados 7 agentes antimicrobianos para avaliar quantitativamente o perfil de resisténcia aos antimicro-
bianos das linhagens selecionadas utilizando o CLSI (2014). Foi observado que o resultado do teste de CIM e do
antibiograma de Kirby-Bauer apresentaram resultados complementares.

Tabela 3. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de antimicrobianos para as linhagens selecionadas e detecgdo dos genes
blaSHV e blaTEM.
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Em todas as linhagens de bactérias testadas, os
resultados para,a deteccdo dos genes foram corres-
pondentes em ambas as técnicas (LAMP e mPCR),
com excegao de uma linhagem de Klebsiella oza-
nae (ID 9), que apresentou apenas o gene blaSHV
pela técnica de LAMP. A enzima B-lactamase do
tipo SHV é mais frequentemente encontrada em
Klebsiella spp., sendo este género responsével por
mais de 20% da resisténcia a ampicilina (Babini &
Livermore, 2000).

Das linhagens de Klebsiella ozanae testadas
(n=6), 3 apresentaram positividade para ambos os
genes blaSHV e blaTEM, e 3 apresentaram somente
o gene blaSHV pela técnica de LAMP. Entretanto,
na técnica de mPCR foi possivel a deteccao deste
gene em apenas 2 linhagens bacterianas. No estu-
do realizado por Solanki et al., (2013), comparan-
do a técnica de LAMP e PCR convencional foram
submetidas 60 amostras ao ensaio para a detec-
¢do dos genes blaKPC e blaNDM-1. Neste estudo,
observou-se que no ensaio de LAMP esses genes
foram encontrados em quatro isolados nao detec-
tados pelo PCR convencional. Isso demonstra que
o ensaio de LAMP tem uma maior sensibilidade em
comparagao com o PCR.

Nas linhagens de Acinetobacter bauman-
ni (n=3), 2 apresentaram ambos os genes blaSHV
e blaTEM e uma apenas o gene blaSHV. Todas as
linhagens de Acinetobacter baumanni testadas de-
monstraram ser resistentes ao meropenem, um an-
timicrobiano da classe dos carbapenémicos. Os an-
timicrobianos mais utilizados para o tratamento das
infecgbes por bactérias produtoras de ESBL sdao os
carbapenémicos (imipenem e meropenem), por elas
nao sofrerem hidrélise pela ESBL. No entanto, é pos-
sivel que esta resisténcia vem ocorrendo devido a
co-produgao de carbapenamases simultaneamente
a produgdo de ESBL.

Das linhagens de Hafnia alvei testadas (n=4),
uma apresentou o gene blaTEM e nenhuma apresen-
tou o gene blaSHV. A linhagem de Alcaligenes xiloso-
xidans (n=1) testada, apresentou apenas o gene bla-
TEM. E nas linhagens de Burkolderia cepacea (n=4)
e Pseudomonas aeruginosa (n=2) nao foram detec-
tados nenhum dos genes pesquisados. As ESBLs sao
detectadas com pouca frequéncia em Pseudomonas
aeruginosa. Porém nos estudos de Xiaofei Jiang et al,
2006 as ESBLs em Pseudomonas spp. demonstraram
uma alta frequéncia nos isolados pesquisados.

Os resultados da técnica de LAMP podem ser

visualizados a olho nu, através da formacdo de um
precipitado azul pela reacao do pirofosfato de mag-
nésio com o azul de hidroxinaftol, essa coloracdo
pode ser obervada quando o gene de interesse é
amplificado. Além da deteccao visual, os amplicons
foram revelados em gel de agarose 1,5% (Figura 1)
onde foi possivel observar as bandas de amplificacao
por LAMP no qual apresentam um padrao em esca-
da visto que, os produtos finais da reagao sao uma
mistura de DNA em loop de vérios tamanhos.

Figura 1. Visualizagao do produto amplificado em gel de agarose pelo
ensaio LAMP. A: blaSHV B: blaTEM, C:Resultado visivel a olho nu

Todas as linhagens que apresentaram os genes
blaSHV e blaTEM tiveram o seu DNA extraido direta-
mente da hemocultura, possibilitando diminuir fases
do processo como o isolamento das linhagens, o que
levaria um maior tempo para a avaliagao. Segundo
Sun et al., (2010) e Suzuki et al., (2006) a sensibili-
dade do LAMP parece ndo ser afetada pela presenga
de DNA nao alvos nas amostras, nem por inibidores
de PCR conhecidos, demonstrando que este método
é muito robusto.

A técnica de LAMP possibilitou a identificagao
dos genes bla TEM e bla SHV em bactérias MDRs em
amostras de hemoculturas, permitindo direcionar o
tratamento nos casos de infecgoes com bactérias pro-
dutoras dessas enzimas, principalmente no quadro de
septicemia, onde a taxa de letalidade ¢ alta.

Conclusao

A técnica de LAMP e o mPCR foram eficazes na
detecgao dos genes blaSHV e blaTEM em bactérias
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MDRs, utilizando diretamente amostras de hemocul-
tura. No entanto a técnica de LAMP demonstrou-se
mais eficiente por ser realizada em menor tempo,
nao necessitar de equipamentos sofisticados, como
o termociclador, além da fécil interpretacao dos seus
resultados. O método de LAMP é uma alternativa
promissora na identificagdo de linhagens que apre-
sentam mecanismos de resisténcia, contribuindo para
um maior controle da disseminagdo desses micro-or-
ganismos, especialmente pela possibilidade de exe-
cucao em laboratérios com recursos limitados e/ou
em campos de pesquisa.
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