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Resumo

MILLER, Réger Giusti. Utilizagao da Amplificagao Isotérmica Mediada por Loop
(LAMP) na deteccéao de genes de resisténcia em Enterobactérias produtoras de
Carbapenemases. 2023. 75f. Dissertacdo (Mestrado Bioquimica e Bioprospecgao) —
Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospecgéo. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas-RS. 2023.

Varios métodos tém sido propostos para identificar genes de resisténcia em
bactérias multirresistentes. O mais utilizado para detectar a resisténcia adquirida é a
amplificagdo do DNA alvo por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Em
laboratérios pequenos, a aquisicdo desse equipamento é cara, muitas vezes
inviabilizando a implementacdo do meétodo. Assim, métodos alternativos de
genotipagem tém sido propostos, com destaque para a amplificacdo isotérmica
mediada por loop (LAMP), que apresenta baixo custo operacional e boa
especificidade e sensibilidade para a detecgao alternativa de genes de resisténcia
bacteriana. O presente estudo teve como objetivo estabelecer o uso de LAMP para
detectar o gene blaKPC através da produgdo de beta-lactamase do tipo
carbapenemase. Setenta e seis amostras de Enterobacteriaceae isoladas de
amostras clinicas de pacientes do Hospital Escola UFPel-Ebserh foram isoladas,
identificadas fenotipicamente e separadas de acordo com seu perfil de resisténcia. O
marcador de resisténcia detectado com maior frequéncia foi a producdo de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), 51,32% (39/76), seguido pela
coproducdo de ESBL e carbapenemases, 35,53% (27/76), e carbapenemases
isoladamente, 11,84 % (9/76). Encontramos apenas um caso de coproducédo de
KPC+MBL, 1,31% (1/76). As 76 amostras foram analisadas por qPCR para os genes
blakPC e blaNDM-1, obtendo 47,36% (36/76) de positividade para o gene blaKPC e
18,42% (14/76) para o gene blaNDM-1. Das 36 amostras que testaram positivo para
o gene blaKPC, 25 concordaram com o teste fenotipico e foram usadas para
otimizar os ensaios LAMP. No ensaio LAMP, verificamos a taxa de concordancia
substancial de LAMP com gPCR, com o valor do indice Kappa igual a 0,761. A
sensibilidade foi avaliada a partir das mesmas diluigdes usadas em gPCR. O
resultado da sensibilidade mostrou que o LAMP detectou 1,5 UFC mL-1, dez vezes
mais sensivel que o qPCR. Nossos achados indicam que o ensaio LAMP pode ser
utiizado no setor de bacteriologia e confirma as carbapenemases em rotinas e
estudos epidemiolégicos.

Palavras-chave: Amplificacao Isotérmica Mediada por Loop; genes de resisténcia;
Enterobacteriaceae; carbapenemases.



Abstract

MILLER, Roger Giusti. Use of Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) in
the detection of resistance genes in Carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae. 2023. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e
Bioprospecgao) — Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospecgéo.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS. 2023.

Various methods have been proposed for identifying resistance genes in
multiresistant bacteria. The most used for detecting acquired resistance is amplifying
the target DNA through polymerase chain reaction (PCR). In small laboratories,
acquiring this equipment is expensive, often making implementing the method
unfeasible. Therefore, alternative methods for genotyping have been proposed, more
notably the loop-mediated isothermal amplification (LAMP), which presents both a
low operational cost and a good specificity and sensitivity for the alternative detection
of bacterial resistance genes. The present study aimed to establish LAMP usage to
detect the blaKPC gene by producing carbapenemase-type beta-lactamase.
Seventy-six samples of Enterobacteriaceae isolated from clinical samples of patients
of the Hospital Escola UFPel-Ebserh were isolated, phenotypically identified, and
separated according to their resistance profile. The most frequent resistance marker
detected was extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) production, 51.32%
(39/76), followed by the co-production of ESBL and carbapenemases, 35.53%
(27/76), and carbapenemases alone, 11.84% (9/76). We found only one case of
co-production of KPC+MBL, 1.31% (1/76). The 76 samples were analyzed by qPCR
for the blakKPC and blaNDM-1 genes, obtaining 47.36% (36/76) positivity for the
blakPC gene and 18.42% (14/76) for the blaNDM-1 gene. Of the 36 samples that
tested positive for the blaKPC gene, 25 agreed with the phenotypic test and were
used to optimize the LAMP assays. In the LAMP assay, we verified the substantial
concordance rate of LAMP with qPCR, with the Kappa index value equal to 0.761.
Sensitivity was evaluated from the same dilutions used in qPCR. The sensitivity
result showed that LAMP could detect 1.5 CFU mL™, ten times more sensitive than
gPCR. Our findings indicate that the LAMP assay can be used in the bacteriology
sector and confirm carbapenemases in routines and epidemiological studies.

Keywords: Loop-Mediated Isothermal Amplification; resistance genes;
Enterobacteriaceae; carbapenemases.



