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RESUMO

Me¢étodos fenotipicos para deteccdo de carbapenemases de baixo custo, que apresentem
facilidade na execucao e rapidez no tempo de resposta sdo extremamente necessarios na rotina
de laboratorios de Microbiologia da area hospitalar. Neste trabalho foi avaliado o método
colorimétrico BLUE-CARBA com adicdo de inibidores enzimaticos 4cido
etilenodiaminotetracético dissodico (EDTA) e acido dipicolinico (DPA) para detectar isolados
produtores de metalo-B-lactamase (MBL). Ao total foram testados 150 isolados resistentes aos
carbapenémicos, molecularmente caracterizados quanto ao mecanismo de resisténcia. Foram
incluidas diversas espécies entre Enterobacterales e bacilos gram-negativos nao-fermentadores
de glicose, sendo 71 isolados produtores de MBL (blanpwm, blawp-1, blaviv, blasem, blaxpc +
blanpwm, blavim + blaxec), 61isolados produtores de serino-carbapenemases (blaxpc, blaces-s,
blaces-16, blaoxa-23, blaoxaas, blaoxass, blaoxa-143) e 18 isolados ndo produtores de
carbapenemases. Os resultados se mostraram com 97% de sensibilidade e 94% de
especificidade para DPA e 91% para EDTA na deteccao das MBL, 96% de sensibilidade e
especificidade de 96% para DPA e EDTA na detec¢cdo das KPC. Houve uma detecgdo de 100%
de especificidade para ndo produtores de carbapenenmases. Nao teve deteccdo para as serino-
carbapenemases de classe D OXA-23, OXA-48, OXA-58, OXA-143. Além de haver uma
interferéncia nos resultados com coprodugdo enzimatica como VIM+KPC ¢ NDM+KPC.
Determinar a classe enzimatica entre as carbapenemases na rotina laboratorial tem sido
impreterivel, especialmente pela recente aprovagdo pela ANVISA de um novo antimicrobiano

ceftazidima-avibactam, o qual ndo apresenta atividade contra isolados produtores de MBL.

Palavras-chave: MBL; Método colorimétrico; EDTA; Acido dipicolinico; NDM, IMP, VIM



ABSTRACT

Phenotypic methods for detecting low-cost carbapenemases, which are easy to perform and
quickly respond without a response time, are extremely fast in the routine of microbiology
laboratories in the hospital area. In this work, the BLUE-CARBA colorimetric method with
addition of enzyme inhibitors ethylenediaminetetraacetic acid disodium (EDTA) and
dipicolinic acid (DPA) to detect metallo-B-lactamase (MPBL) was evaluated. In total, 150 points
resistant to carbapenems were tested, molecularly characterized as to the mechanism of
resistance. There were several species among Enterobacterales and non-glucose fermenting
gram-negative bacilli, being 71 concession produced from MBL (blanpm, blamp-1, blaviv,
blaspm, blaxpc + blanxpm, blavim + blaxec), 61 isolates producing serine-carbapenemases
(blaxrc, blaces-s, blaces-16, blaoxa-23, blaoxa-as, blaoxa-ss, blaoxa-143) and 18 cover non-
carbapenemase producers. The results differentiated with 97% sensitivity and 94% specificity
for DPA and 91% for EDTA for detecting MBL, 96% for and 96% specific for DPA and EDTA
for detecting KPC. There was a detection of 100% specificity for non-carbapenenmase
producers. There was no detection for class D serine-carbapenemases OXA-23, OXA-48,
OXA-58, OXA-143. There is also an interference in the results with enzymatic co-production
such as VIM + KPC and NDM + KPC. Determining the enzyme class among carbapenemases
in laboratory routine has been imperative, especially due to the recent approval by ANVISA of

a new antimicrobial ceftazidime-avibactam, which has no activity against MBL winners.

Keywords: MBL; Colorimetric method; EDTA; Dipicolinic acid; NDM, IMP, VIM
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1 INTRODUCAO

Uma das maiores descobertas para a saude publica estéd relacionada aos antimicrobianos,
pois antes dessa descoberta, doencas infecciosas acometiam a sociedade e eram uma das
maiores causas de morte. Os antimicrobianos salvaram milhdes de vidas, trazendo uma
revolu¢do na medicina. No entanto, ha alguns anos, uma ameaca crescente vem prejudicando a
eficacia desses farmacos: a resisténcia antimicrobiana (RAM) que ¢ definida como a capacidade
do microrganismo sobreviver a concentragdes do antimicrobiano (ALOS, 2015). A RAM é um
desafio mundial associado a alta morbidade e mortalidade. Perfis multirresistentes em bactérias
gram-positivas e gram-negativas resultam em um dificil tratamento ou mesmo em infecgdes
intrataveis com antimicrobianos convencionais (AKOVA, 2016).

Essa resisténcia tem gerado grandes problemas de saude publica nas tltimas décadas.
O custo econdmico da RAM ¢ significativo. Na Europa em 2007 o nimero de infecgdes por
bactérias multirresistentes aos antimicrobianos (MDR) foi de 400.000, e ocorreram 25.000
mortes atribuiveis (BUSH et al., 2011). As despesas associadas a essas infec¢des em termos de
custos hospitalares extras e perdas de produtividade ultrapassaram € 1,5 bilhdao a cada ano. Ja
nos Estados Unidos, as infec¢des por microrganismos MDR sdo responsaveis por US § 20
bilhdes ao ano em custos excessivos de saude, US $ 35 bilhdes ao ano em custos sociais (BUSH
etal.,2011).

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) publicou uma lista de “patogenos
prioritarios” para pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos, na qual se incluem 12
familias de bactérias que ameagam a saide humana. O grupo de prioridade critica inclui
bactérias MDR que tém importancia clinica principalmente em hospitais, casas de repouso e
em pacientes submetidos a processos invasivos, como cateterizagao, ventilagdo mecanica, entre
outros. Esse grupo de patdgenos inclui Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacterales, tais como Klebsiella spp., E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus
spp., Providencia spp. e Morganella spp (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Tais
bactérias podem produzir infecgdes graves como bacteremia, sepse € pneumonia € estdo
associadas a elevados indices de morbidade e mortalidade (ANVISA, 2020a).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ocorre por diversos mecanismos, como
alteracdo da estrutura ou permeabilidade da membrana, alteragdo do sitio de a¢do do farmaco,
por hiperexpressao de bomba de efluxo e por inibi¢do do farmaco por acdo enzimatica, sendo

este o mais preocupante, devido ao potencial de disseminacdo (ANVISA, 2020a) (FIGURA 1).
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Mecanismos de resisténcia bacteriana
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FIGURA 1 — Mecanismos de resisténcia bacteriana

(ANVISA, 2007)

A modificagdo/inativacdo enzimatica do antimicrobiano € o principal mecanismo de
resisténcia em bacilos gram-negativos. Tém sido descritas milhares de enzimas que podem
degradar ou modificar antimicrobianos de diferentes classes. Existem trés estratégias quimicas
que as enzimas utilizam para promover a inativagao do antimicrobiano: transferéncia de grupos
quimicos (que ocorre em diferentes classes de farmacos), mecanismos de oxidacao (que ocorre
com as tetraciclinas) e hidrolise (que ocorre principalmente como os B-lactamicos) (ANVISA,
2020a).

As B-lactamases sdao as enzimas de maior importancia, uma vez que inativam os [3-
lactamicos, principal grupo de antimicrobianos utilizado na pratica clinica (GAZIN et al.,
2012). Elas constituem um grupo diverso de enzimas e estdo amplamente distribuidas entre
bactérias gram-positivas e negativas, sendo o mais importante mecanismo de resisténcia em
bactérias gram-negativas. Esse fato se deve ao aclimulo dessas enzimas no espago
periplasmatico das bactérias gram-negativas, enquanto em gram-positivas essas enzimas sao
liberadas para o meio externo. Isso faz com que a inativagao do antimicrobiano seja mais efetiva
em gram-negativos, antes de sua ligagdo as proteina de ligacdo das penicilinas (PBPs) na
membrana citoplasmatica (ANVISA, 2020a).

As B-lactamases hidrolisam a ligagdo amida do anel beta-lactamico, destruindo assim,
o local onde os B-lactdmicos ligam-se as PBPs bacterianas e através do qual exercem seu efeito
antibacteriano. Essas enzimas sdo codificadas por genes localizados em cromossomos ou em

sitios extracromossdmicos como plasmideos, transposons, integrons e sequéncias de inser¢ao,
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podendo ser produzidas de modo constitutivo ou induzido e por estarem nesses elementos com

mobilidade facilita a disseminacdo (ANVISA, 2020a) .

As carbapenemases representam a familia mais versatil das B-lactamases, com uma
amplitude de espectro incomparavel com outras enzimas hidroliticas (QUEENAN; BUSH,
2007). Elas pertencem a duas principais familias moleculares, as metalo-beta-lactamases
(classe B) e as serino-carbapenemases (classe A e D) (FIGURA 2).

As carbapenemases de classe A tém a capacidade de hidrolisar uma ampla variedade
de B-lactamicos, incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e aztreonam; todas sao
inibidas por boronatos e avibactam, podendo algumas serem inibidas por clavulanato. Elas sao
classificadas no subgrupo funcional 2f, onde estdo as enzimas KPC, BKC, GES-5, GES-16,
NMC, IMI e SME (AMBLER, 1991; QUEENAN; BUSH, 2007; BUSH, 2013) (FIGURA 2).

B-lactamases

Caracteristica

do sitio ativo Serino Metalo (Zn*)
Classe (=175 r'l". R
maolecular LA c Lo LB
Grupo 2 1 2d 3
funcional | | |
Principal | | | | |
subgrupo 2a 2b 2be 2br 2c 2f 1 e 2d 2de 2df 3a 3b
funciomal
Substratos P P Cf P, Cf, P P P, CFf cf cf, cfe P P, Cfe B, Ch P, CF, Ch
conhecidos Cfe, M th.'.'tfe M Cfe, Ch
Perfil de AV, APB + + + + + i + + + * +* -
inibicao CLA + + + - *f- #f- - - #f- - - -
EDTA - - - - - - - - - - + *
Exemplo de enzimas = PC1 TEM-1 ESBLs SHV-10 CARB-1 KPC hwt GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP Cpha
ou familia de enzimas SHV-1 CTX-M, BKC CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48 VIM
TEM, SHV) SME OXA-51 SPM
GES=5 OXA-143 NDM
P P, Cf P, Cf, P P P, Cf Cf cf,cfe P P, Cfe P, Ch P, Cf, ch
Cfe, M Ch, Cfe M cfe, Cb
CLA, acido clavulanico; AV, avibactam: APB, acido fenilbordnico; EDTA, acido etilenadiaming tetra-acético. Anfimicrobianas: Ch, carbapenémico; Cf. cefa-

osporing; Cfe, cefalosporing de especiro estendido; M, monobactamico; P, peniclina. Adaptado de Bush, 20132,

FIGURA 2 — Classificacao molecular e funcional das B-lactamases, destacando as

carbapenemases
(ANVISA, 2020a)
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As carbapenemases de classe D sdo conhecidas como oxacilinases fazem parte do
subgrupo funcional 2df e tém uma grande variabilidade nas sequéncias de aminoacidos. Sdo
em geral fracamente inibidas pelo acido clavulanico e EDTA (QUEENAN; BUSH, 2007).

As metalo-beta-lactamases (MPBLs) sao divididas em 2 grupos funcionais 3ae 3b. O
mecanismo de hidrolise é dependente da interacdo do B-lactamico com os ions zinco no sitio
ativo da enzima, por isso substancias quelantes de metal a exemplo EDTA, acido 2-
mercaptopropionico, acido mercaptoacético e acido dipicolinico (DPA) inibem a atividade das
MBLs (QUEENAN; BUSH, 2007). As enzimas mais encontradas no Brasil sio NDM, SPM,
IMP e VIM (ANVISA, 2020a).

A deteccdo de carbapenemases na rotina laboratorial é realizada por meio de testes
fenotipicos, entre eles: teste do disco combinado com inibidores enzimadticos, testes
colorimétricos, teste da inativacdo de carbapenémico e testes imunocromatograficos de fluxo
lateral. Apenas dois desses testes apresentam um menor tempo de resposta do teste (TAT), em
torno de 10 min a 2 h, trata-se dos testes colorimétrico e imunocromatografico de fluxo lateral
(ANVISA, 2020a). O método colorimétrico consiste no uso de um tampao contendo indicador
de pH (vermelho de fenol ou azul de bromotimol) e imipenem para detectar a hidrélise desse
carbapenémico por a¢do de uma carbapenemase, a qual promove a acidificagdo do meio e assim
a mudanca de cor. Dessa forma, o teste determina somente se o isolado bacteriano ¢ produtor
de carbapenemase, mas nao distingue a classe (ANVISA, 2020a).

O impacto das enzimas carbapenemases cada vez mais presentes no ambiente
hospitalar (BUSH, 2013), torna extremamente necessaria a disponibilidade de testes fenotipicos
para identifica-las o mais rapido possivel. Sendo importante especialmente nas infecc¢des
graves, quando antimicrobianos de amplo espectro estio sendo usados extensivamente
(AKOVA, 2016).

Além disso, com o advento de bactérias MDR, novos antimicrobianos estdo sendo
desenvolvidos para ter a¢do contra isolados produtores de carbapenemases. Entre eles,
ceftazidima-avibactam recentemente aprovado pela ANVISA ndo tem acdo contra bactérias
produtoras de MBLs, sendo extremamente necessario identificar essa classe enzimatica.

Nesse contexto, a concepgao deste trabalho foi avaliar o BLUE-CARBA, um método
colorimétrico rotineiramente utilizado em diversos laboratorios de Microbiologia no Brasil e
no mundo, capaz de detectar carbapenemases dentro de 10 min a 2 h. Foi proposto uma
modificacdo no tampao do teste com a adi¢ao de inibidores enzimaticos para permitir a detec¢ao

de MBLs, visto que atualmente nao ¢ um protocolo amplamente difundido nos laboratorios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o teste colorimétrico BLUE-CARBA com o uso de inibidores enzimaticos para

detecg¢do de metalo-beta-lactamases em isolados clinicos de bacilos gram-negativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o método BLUE-CARBA para detec¢ao de metalo-beta-lactamases utilizando
acido etilenodiaminotetracético dissodico (EDTA) e o acido dipicolinico (DPA) como
inibidores enzimaticos;

o Analisar a acuracia do método BLUE-CARBA entre Enterobacterales, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos, produtores e
nao-produtores de carbapenemases;

o Comparar os resultados do método BLUE-CARBA com inibidores enzimaticos com a
presenga dos genes codificadores de carbapenemases detectados por reagdo em cadeia

da polimerase (PCR).
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3 METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo experimental exploratério quantitativo.

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA
O estudo foi realizado no Laboratorio de Microbiologia Molecular Aplicada (MIMA)
do Departamento de Andlises Clinicas - ACL/CCS/UFSC.

3.2 SELECAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Foram selecionados isolados molecularmente caracterizados por PCR, quanto a
presenca de genes codificadores de enzimas B-lactamases do banco de microrganismo do
Laboratorio de Microbiologia da Unidade do Laboratorio de Analises Clinicas, do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago — ULAC/HU/UFSC/EBSERH. Foram
cedidos isolados produtores de serino-carbapenemases KPC (SCHORNER, 2016) e isolados
ndo produtores de carbapenenamases (PALMEIRO et al., 2019).

3.4 RECUPERACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados bacterianos criopreservados foram semeados em meio de dgar chocolate ou
agar sangue e incubados em estufa 35 + 2° C por 24 h. Um segundo cultivo foi realizado em
agar triptico de soja (TSA) e incubado em estufa 35 &+ 2° C por 24 h para em seguida realizar

0s testes.

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES DE USO PARA O METODO COLORIMETRICO -
BLUE-CARBA

A preparacao do tampao base BLUE-CARBA foi realizado a partir do protocolo ja de
(PIRES et al., 2013), a qual consiste na mistura de 80 mL de agua destilada estéril, 4 mL de
solucdo de sulfato de zinco 10 mM, 2 mL de solucao de Azul de Bromotimol a 2% em DMSO
e foi feito o ajuste de pH para 7,00 + 0,05 com uma solu¢do de NaOH 0,1 N. Foi completado o
volume para 100 mL, a solu¢do apresentou uma cor verde esmeralda e por fim foi esterilizada

por filtragao.

Para a solucdo de Azul de Bromotimol a 2% foi dissolvido 0,0200 g de azul de
bromotimol em 10 mL de DMSO e a solugdo de sulfato de zinco que foi dissolvido 0,1435 g

de sulfato de zinco heptahidratado em 50 mL de agua destilada estéril.
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A solugdo de EDTA 100 mM (ANVISA, 2020b) foi preparada da seguinte maneira:
foi pesado 0,37224 g de EDTA dissodico e dissolvido em 10 mL de 4gua destilada estéril. O
pH foi ajustado para 7,5 = 0,05 com NaOH 0,1N e a solugao foi esterilizada por filtracao. Foi
calculado um volume suficiente para concentracao de 10 mM no momento do teste, utilizando

a formula C1.V1 = C2.V2.

A solugdo do acido dipicolinico (DPA) 250 mM (NORDMANN et al., 2020) foi
preparada da seguinte maneira: foi pesado 0,4178 g e dissolvido em 10 mL de dgua destilada
estéril. O pH foi ajustado o pH para 7,5 = 0,05 com NaOH 0,01N e a solugdo foi esterilizada
por filtragdo. Foi calculado um volume suficiente para concentracao de 25 mM no momento do

teste, utilizando a formula C1.V1 = C2.V2.

Para o preparo da solugdo tampao com Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg
(Tienam®) foi calculado o peso necessario para uso da quantidade de amostras do dia
multiplicado por trés para ter quantidade iguais das solugdes e realizar a adi¢cdo dos inibidores
em quantidades iguais, e acrescentado o tampao base de BLUE-CARBA no momento do uso.
Por exemplo: para 20 isolados foi pesado 0,0450 g de Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg
em um tubo Falcon, adicionado 7,5 mL de tampao BLUE-CARBA para separar em mais dois
tubos Falcon igualmente, onde no final ficou 3 tubos com 2,5 mL cada um dos tubos foram
devidamente identificados , o primeiro contendo somente o tampao base BLUE-CARBA com
o Tienam®, o segundo foi adicionado quantidade calculada por C1.V1 = C2.V2 que resultou
em 250 pulda solugao EDTA 10 mM e no terceiro tubo foi adicionado uma quantidade calculada
de 250 pL para DPA 25 mM, quando adicionado os inibidores enzimaticos a coloracao do

BLUE-CARBA passa de verde-esmeralda para um tom azulado.

3.6 PROCEDIMENTO DO TESTE

Na placa 96 pogos, foi feita uma fileira para o controle negativo com apenas o BLUE-
CARBA mais adi¢do de cada isolado bacteriano, na segunda fileira continha o BLUE-CARBA
+ Tienam® + isolado bacteriano. Na terceira fileira foram adicionados BLUE-CARBA +
Tienam® + EDTA e o isolado bacteriano, na ultima fileira tinha presente 0o BLUE-CARBA +
Tienam® + DPA + isolado bacteriano, e assim, por conseguinte até preencher a placa (FIGURA
3).

Foram feitos controles negativos para um pog¢o para apenas BLUE-CARBA, um
segundo pog¢o para BLUE-CARBA + Tienam®, o terceiro poco para BLUE-CARBA +
Tienam® + EDTA e um ultimo po¢o para BLUE-CARBA + Tienam® + DPA.
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FIGURA 3 — Posi¢ao das solugdes na placa.

Fileira rosa: BLUE-CARBA + ISOLADQO; fileira azul: BLUE-CARBA + Tienam® +
ISOLADOQO,; fileira verde: BLUE-CARBA + Tienam® + EDTA + ISOLADOQO; fileira laranja:
BLUE-CARBA + Tienam® + DPA + ISOLADO; Pogos amarelos: Controle negativos de cada
solucao.

Proprio autor.

3.7 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Apbs a incubacao, os testes foram analisados em conjunto. No pogo controle negativo
contendo BLUE-CABA + Tienam® foi verificado se houve degradagao do imipenem. Os pocos
que continham os testes apresentam mudanca na coloraciao de verde-esmeralda e azulado para
amarelo, foram considerados detectados, os testes que se mantiveram na coloragdo original ou
teve somente uma leve alteracdo no tom, mas se mantiveram verde-esmeralda, foram
considerados ndo-detectados conforme demonstrado na FIGURA 4. O teste foi considerado
positivo para isolado produtor de metalo-f-lactamase quando os pogos com BLUE-CARBA +
Tienam® apresentaram resultado detectdvel e os pogcos com inibidores enzimaticos

apresentaram resultado ndo-detectavel.



21

2013

BLUE CARBA

Azul de bromotimol +
imipenem

pHE6.8

Pires J et al., 2013

FIGURA 4 — Critérios interpretativos do método BLUE-CARBA
Palmeiro, JK. Oficina BrCast — CURITIBA (2019)

Os genes com produg¢do de blaxpwm, blamp-1 € blayiv e blaspm devem manter a coloracao
inalterada da cor azul nos pogos com presenca dos inibidores, sendo considerados nao-
detectavel frente ao teste colorimétrico. Os genes com serino-carbapenemase classe A como
blaces-s, blacrs-16 € blakpc devem mudar a cor do teste para amarelo ou amarelo-esverdeado,
sendo considerado detectavel. Na classe D os genes blaoxa-23 € blaoxa-as, blaoxa-ss € blaoxa-143
devem mudar a coloragdo do teste obtivendo um resultado detectavel. Os genes ndo produtores
de carbapenemase tem que se manter na coloragao verde-esmeralda, ou baixaram um tom, ainda

sendo um verde-escuro, considerados nao-detectaveis.

4 RESULTADOS

Foram selecionados 150 isolados bacterianos, conhecidos do banco de microrganismo.
Para validar o teste foram selecionados 28 controles (blamp-1 (n = 2); blaxom (n = 1); blaoxa-23
(n = 1); blaoxa-as (n = 1); blaoxa-sg (n = 1); blaoxa-143 (n = 1); blaspm (n = 1); blayiv (n = 1);
blages-s (n = 1); blages-16 (n = 1); Klebsiella pneumoniae ESBL blactx-m-2 + alteragdo porina
OmpK36 (n = 2); Klebsiella pneumoniae ESBL blactx-m- + alteracdo porina OmpK35 e
OmpK36 (n = 2); Klebsiella pneumoniae ESBL blactx-m-1 + alteracdo porina OmpK35 e
OmpK36 (n = 1); Klebsiella pneumoniae ESBL blactx-m-25+ alteragdo porina OmpK36 (n = 2);
Klebsiella pneumoniae ESBL blarey, blacrxa-2 (n = 3); Klebsiella pneumoniae ESBL blarey,
blacrx-m-2+ alteragao porina OmpK35 e OmpK36 (n = 3); Klebsiella pneumoniae ESBL blareu,
blacrx-m-2+ alteragdo porina OmpK35, OmpK36 e OmpK37 (n = 3). Sdo 66 isolados produtores
de MBLs (Klebsiella pneumoniae blanpm (n = 26); K. pneumoniae blaxpc + blanpm (n = 4); K.
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pneumoniae blaxpc + blaviv (n = 1); Escherichia coli blaxpm (n = 11); Citrobacter freundi
blanpm (n = 7); Pseudomonas aeruginosa blaspm (n = 1); Pseudomonas aeruginosa blamnpe (n =
2); Enterobacter cloacae blanpm (n = 4); E. cloacae blaxpc + blanom (n = 2); Enterobacter
aerogenes blanpm (n = 2); Klebsiella oxytoca blanpm (n = 1); Proteus vulgaris blanpm (n = 1);
Providencia stuartii blaxpm (n = 4)). Foram 57 isolados produtores de KPC ¢ ESBL (Klebsiella
pneumoniae blaxpc (n = 51); Klebsiella pneumoniae ESBL (n = 2); Escherichia coli blaxpc (n

= 1); Enterobacter cloacae blaxpc (n = 3)).

Tabela 1 — Isolados bacterianos carregadores dos genes produtores e ndo produtores de
carbapenemases

Genes Espécies BLUE-CARBA EDTA DPA
+ IMIPENEM

Produtoras de

carbapenenemases

Classe A

blages.s Klebsiella oxytoca (1) + + +

blaces.16 Aeromonas veronii (1) + + +

blaxpc Klebsiella pneumoniae (51) +(49) +(49) +(49)
Escherichia coli (1) + + +
Enterobacter cloacae (3) + + +

Classe B

blawp.i Pseudomonas aeruginosa (4) +(1) +(1) +(1)

blanpum Klebsiella pneumoniae (27) +(26) - -
Escherichia coli (11) + - -
Citrobacter freundi (7) + - -
Providencia stuartii (4) + - -
Enterobacter cloacae (4) + - -
Klebsiella aerogenes (2) + +(1) +(1)
Klebsiella oxytoca (1) + - -

Proteus vulgaris (1) + - -




blaym

blaspm

Classe D
blaoxa-;
blaoxas
blaoxa-ss

blaoxa-113

Co-produgdo

blanpm + blaxec

blavm + blaxyc

Enterobacter cloacae (1)

Pseudomonas aeruginosa (2)

Acinetobacter baumannii (1)
Klebsiella pneumoniae (1)
Acinetobacter baumannii (1)

Acinetobacter baumannii (1)

Klebsiella pneumoniae (4)
Enterobacter cloacae (2)

Klebsiella pneumoniae (1)

+(3)

+(2)

23

+(2)

Nao produtoras de
carbapenenemases

ESBL

blaTEM, blacrxm2

blacrxm.1 + OmpK35 €
OmpK36

blacrxma+ OmpK36

blacrxma+ OmpK35 €
OmpK36
blactxamas+ OrnpK36

blarem, blacrxva+
OmpK35 e OmpK36

blarem, blacrxma+
OmpK35, OmpK36 e
OmpK37

Klebsiella pneumoniae (2)
Klebsiella pneumoniae (3)

Klebsiella pneumoniae (1)

Klebsiella pneumoniae (2)

Klebsiella pneumoniae (2)

Klebsiella pneumoniae (2)

Klebsiella pneumoniae (3)

Klebsiella pneumoniae (3)

(+) e (-) foram considerados a partir da viragem de cor no teste.

Préprio autor.
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Nos controles da classe B onde dois dos isolados carregadores dos genes blamvp-1 houve
mudanga de coloragao no pogo com Blue-Carba + Tienam®, mas ndo houve alteragdo na
coloragdo no teste modificado com EDTA e DPA. O controle carregador do gene blanpm foi
detectado apenas no teste Blue-Carba + Tienam®, assim como o controle carregador do gene
blaspm. J& o controle carregador do gene blaviv foi detectado no pogco com Blue-Carba+
Tienam® e mudanga na coloragdo na presenca de EDTA. Os controles da classe D com
carregadores dos genes de blaoxa-4s, blaoxa-ss, blaoxa-143 € blaoxa-23 ndo foram detectados no
teste colorimétrico. Os controles da classe A carregadores dos genes blages-s € blaces-16 tiveram
mudanga de coloragdo na presenga de EDTA e do DPA, tendo resultado detectado.

Os isolados nao produtores de carbapenemases ESBL blactx-m € blatem com ou sem
alteragdes de porinas tiveram resultados nao-detectados para BLUE-CARBA+ Tienam® e nao-
detectados para os inibidores enzimaticos (FIGURA 5). Klebsiella pneumoniae ESBL (2/2)
ndo-detectaram em nenhum dos testes.

Como relatado na tabela 1 os isolados produtores de classe B MPBLs, tiveram resultados
satisfatorios frente ao método colorimétrico BLUE-CARBA e aos inibidores enzimaticos
EDTA e DPA. Klebsiella pneumoniae produtora do gene blanpm teve hidrolise do imipenem e
inibi¢do pelo EDTA e DPA. Escherichia coli produtora do gene blanpm teve a deteccao de todos
os isolados na presenca de BLUE-CARBA + Tienam® e resultado ndo-detectado frente aos
inibidores enzimaticos. Citrobacter freundi blanpm teve um otimo desempenho frente aos
testes, onde teve uma rapida taxa de detec¢do e uma boa viragem de cor no método, onde foi
visto resultado detectado para 0 BLUE-CARBA + Tienam® e resultado ndo-detectado para
ambos inibidores enzimaticos. Providencia stuartii fez hidrolise ao imipenem com todos os
isolados desta espécie, como frente aos inibidores enzimaticos resultado nao-detectado.
Enterobacter cloacae blanpm apresentou resultado detectado no teste BLUE-CARBA com
presenga do imipenem e resultados ndo-detectado nos pogos com presenga dos inibidores
enzimaticos. Klebsiella aerogenes blanpm ambos isolados presentes no trabalho apresentaram
resultado detectado para BLUE+CARBA + Tienam®, mas um deles apresentou resultado nao-
detectado para ambos os inibidores enzimaticos, enquanto o outro resultado detectado para
EDTA e DPA. Klebsiella oxytoca e Proteus vulgaris ambos produtores do gene blanpm
também hidrolisaram o imipenem e se mantiveram nao-detectado para os inibidores
enzimaticos EDTA ¢ DPA (FIGURA 6).

Klebsiella pneumoniae blaxpc + blaviv (1/1) detectou no pogo com presenga do EDTA,

assim como K. pneumoniae blaxpc + blaxpwm (2/4), Pseudomonas aeruginosa blawp (1/2) e E.
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aerogenes blanpm (1/2) detectaram na presenca de ambos inibidores enzimaticos. K.
pneumoniae blaxpc + blaxpm (1/4), K. pneumoniae blanpm (1/26), Pseudomonas aeruginosa
blamp (1/2) ndo-detectaram em nenhum dos pogos.

Os produtores de carbapenemase de classe A Klebsiella pneumoniae blaxpc (49/51)
hidrolisaram o imipenem presente nas solugdoes BLUE-CARBA+ Tienam®, BLUE-CARBA +
Tienam® + EDTA e na solugdo BLUE-CARBA + Tienam® + DPA. Escherichia coli blaxrc
detectou em todos os testes realizados. Enterobacter cloacae blakpc teve resultado detectou
para os testes. Klebsiella pneumoniae blaxpc (2/51) ndo-detectaram em nenhum dos testes.

A sensibilidade do teste para os isolados produtores de MBL foi de 97% (68/70) e a
especificidade para EDTA foi de 91% (64/70), ja a especificidade para DPA foi de 94% (66/70).
A sensibilidade para a classe serino-carbapenemase A foi de 96% (55/57) e a especificidade de
EDTA e DPA foi de 96% (55/57). Os testes ndo obtiveram sensibilidade para as serino-
carbapenemase da classe D e tiveram uma especificidade de 100% para as bactérias nao
produtoras de carbapenemases.

Os isolados produtores de MBL tiveram um TAT com uma média de detec¢ao de 10 min
no teste com BLUE-CABA + Tienam®. Ja os isolados produtores de KPC ¢ GES tiveram em
média uma de detec¢ao de no Blue-Carba + Tienam® 10-15 minutos, nos pogos com presenca
de EDTA de 30-35 minutos e nos po¢os com DPA de 15-20 minutos. Com o DPA mostrando

uma leitura mais rapida para o teste do que o inibidor usual EDTA.

—_
=,
o
—
-
N

)
N

)

so00000s
s000060

ee?

"~
@ -

9900000 0-
9 @Q 0000 Ci o

LA AL N
200909
20000

%000

50000666
D 0000000-

G«QWOO

|
\

FIGURA 5 — Realizagdo do teste com produtores carbapenémicos € ndo carbapenémicos
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(A) de 1-4 controle blamp-1; (B) de 1-4 controle blanpwm; (C) de 1-4 controle blaoxa-as; (D) de
1-4 controle blaoxa-ss; (E) de 1-4 controle blaoxa-143; (F) de 1-4, (G) de 1-4, (H) de 1-4, (A, B,
C,D,E,F, G, H)de 5-8, (A, B, C, D, E) de 9-12 controles de ESBL e alteragao de porinas; (H)

de 9-12 controles negativos.

Proprio autor.
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FIGURA 6 — Realizagdo do teste com isolados MBLs.

(A,B,C,D, E, F, G, H) de 1-4 e os isolados (A, B, C, D, E) de 5-8 sdo bactérias produtores de
MBLs; (F e G) 5-8 Enterobacter cloacae coprodutora de blaxpc + blanpm; (H) de 5-8 Klebsiella
pneumoniae coprodutora de blaxpc + blaxpm; (A) de 9-12 Klebsiella pneumoniae coprodutora

de blaxpec + blanpm; (H) de 9-12 controles negativos.

Proprio autor.

5 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram positivo para MBL, os isolados produtores dos genes
blawp-1, blanpwm e blaspm tiveram resultados esperados conforme outros autores (GISKE et al.,
2011; KIMURA; ISHII; YAMAGUCHI, 2005; NORDMANN et al., 2020), ja que os inibidores

enzimaticos tiveram efeito quelantes. O gene blaviv dessa mesma classe B, obteve resultado
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detectado para produtor de carbapenemase e detectado na presenca de EDTA, sendo
questionado se 0 mesmo ndo ¢ um quelantes para esta enzima ou se EDTA teve efeito sobre a
bactéria, provocando a alteracao da coloragao.

Houve inconstancias com alguns isolados, onde isolados com a coproducao de blaxpc +
blaviv deu resultado detectado no inibidor EDTA, assim como seu controle, podendo ser
indicativo da classe enzimatica ndo ser inibida pelo EDTA, mas necessitando de mais testes
para validar. Duas outras coproducdes dos genes blaxpc + blanpm detectaram também para o
inibidor enzimético EDTA. A presenca do isolado produtor do gene blakpc pode ter interferido
no teste, causando detec¢@o nos inibidores, dando um resultado falso-negativo para MBLs.

Um dos Pseudomonas aeruginosa blanpr € um dos isolados de K. aerogenes blanpm
confirmaram sua producdo de cabapenenmase ao hidrolisar o imipenem, mas ambas detectaram
na presenga dos inibidores enzimaticos EDTA e DPA.

Um K. pneumoniae blaxpc + blanpm, € um K. pneumoniae blaxpm nao-detectaram em
nenhum dos pogos, mesmo com um crescimento bacteriano consideravel no meio TSA,
podendo ser uma menor expressao do gene pelas bactérias ou ter perdido o gene, por ser tratar
de um isolado criopreservado. Pseudomonas aeruginosa blanp também ndo-detectou em
nenhum dos testes, mas foi observada uma dificuldade de crescimento da bactéria tanto no meio
agar chocolate como no meio TSA.

Os demais isolados produtores de carbapenemases da classe B ndo apresentaram
mudanga de coloragdo para os inibidores enzimaticos EDTA e DPA, confirmando o uso de
inibidores impede a hidrolise do antibidtico imipenem presente.

Numa comparagao com outros similares, onde foi utilizado teste disco modicado com
DPA (CHEN et al., 2019; KIMURA; ISHII; YAMAGUCH]I, 2005; SHIN et al., 2008; VAN
DIJK et al., 2014) para a analise do acido como um inibidor enzimatico da classe, se mostrou
efetivo para a inibicao por método colorimétrico CARBA-NP (NORDMANN et al., 2020) e
com os resultados obtidos neste trabalho ¢é satisfatério o uso do DPA para o método
colorimétrico modificado BLUE-CARBA. Onde seu uso com os isolados produtores MpLs,
onde 58/66 apresentaram positivagao para produtor de carbapenemase no teste BLUE-CARBA
+ Tienam® e uma inibicao da hidrolise do imipenem por parte dos inibidores enzimaticos
EDTA e DPA.

A classe serino-carbapenenamase de classe A os isolados com genes blacges -5 € blaces-
16 tiveram mudanga de coloracdo na presenca de EDTA e do DPA. Os isolados produtores de
blaxpc tiveram um bom desenvolvimento no teste colorimétrico conforme (NORDMANN et

al., 2020; PIRES et al., 2013), onde validaram o uso dos inibidores enzimaticos para a classe B
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das metalo-B-lactamases, ja que produziram uma mudanga na coloracao na presenga de EDTA
e DPA informando que ndo inibiram a degradacdo do imipenem presente no tampao.

Os isolados bacterianos de classe A nao produtores de carbapenenamses produtoras de
ESBL com ou sem alteragdo de porinas nao foram detectados no teste colorimétrico, como
esperado pela literatura (PIRES et al., 2013), pois ndo sdo produtores que carbapenemases,
entdo nao conseguem hidrolisar o imipenem.

Os isolados da classe D com producao enzimatica de OXA-48, OXA-58, OXA-143 ¢
OXA-23 nao foram detectados no teste colorimétrico, se suspeita dessas enzimas, deve se
realizar a pesquisa de PCR para confirmatdrio, comparando os resultados com outros na
literatura (NORDMANN et al., 2020; PIRES et al., 2013) obtiveram resultados detectaveis para
as enzimas OXA, mas com dificuldade na mudanca de coloracdao, como inocular mais do
isolado ou aguardar mais tempo para a viragem de coloragdo do teste.

A classe enzimatica NDM obtiveram resultados esperados nos resultados dos testes
como ja dito anteriormente, ja a classe enzimatica IMP-1 e VIM seria necessario um maior
nimero de isolados para avaliacdo dos resultados. Havia apenas dois isolados com producao
enzimatica SPM, que obteve resultados satisfatorios se comparado com os isolados produtores
de NDM. Os isolados que tinham coprodugdo enzimatica obtiveram resultados divergentes
dependendo das cepas bacterianas, onde seria ideal um maior numero desses isolados para
determinacdo. O teste para as bactérias produtoras enzimaticas de KPC foram confirmados
conforme os resultados colorimétricos.

A sensibilidade e especificidade do teste teve similaridade com outros trabalhos
utilizando o DPA como inibidor enzimético. O estudo do método colorimétrico CARBA-NP
(NORDMANN et al., 2020) demonstrou uma sensibilidade para 100% para detec¢ao de OXA-
48, mas no método colorimétrico BLUE-CARBA deste trabalho nao teve esse mesmo
resultado, podendo resultar num pH alto para a bactéria, podendo ser testado baixar o pH para

avaliar o comportamento da enzima.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desde trabalho demonstram que o método colorimétrico BLUE-CARBA
modificado com inibidores enzimaticos EDTA e DPA, na avaliagdo com os genes detectados
por PCR tiveram altas taxas de sensibilidade e especificidade frente aos produtores de serino-
carbapenemases de classe A e aos produtores de metalo-f-lactamases, além de que teve uma
taxa de especificidade de 100% para ndo produtores de carbapenenamses. O teste se mostrou
possivel para os Enterobacterales e Pseudomonas aeruginosa. O teste também teve um TAT
rapido com resultados em até menos do que as duas horas, podendo ser utilizado na rotina
laboratorial por ser facil, rapido, sem uso necessario de equipamentos especificos e de baixo
custo. Podendo adiantar tratamentos com um novo antimicrobiano ceftazidima-avibactam
recém aprovado pela ANVISA, o qual ndo apresenta atividade contra isolados produtores de

MBL.
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8 BC+ | BC+IMP | BC + IMP
o
Ne. ESPECIE BACTERIANA ENZIMA BC IMP + EDTA +DPA
1 Pseudomonas aeruginosa IMP-1 N 5 min N N
2 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
3 Klebsiella pneumoniae OXA - 48 N N N N
4 Acinetobacter baumannii OXA - 58 N N N N
5 Acinetobacter baumannii OXA - 143 N N N N
6 Pseudomonas aeruginosa IMP-1 N 1 min N N
7 Pseudomonas aeruginosa SPM N | 25 min N N
8 Enterobacter cloacae VIM N | 20 min 1 hora N
9 Acinetobacter baumannii OXA-23 N N N N
10 Klebsiella oxytoca GES -5 N 1 hora 2 horas 2 horas
11 Aeromonas veronii GES - 16 N 30 seg 1 min 1 min
. . CTX-M-2 + alteragdo porina
12 Klebsiella pneumoniae OmpK36 N N N N
. . CTX-M-25 + alteragdo porina
13 Klebsiella pneumoniae OmpK36 N N N N
. . CTX-M-25 + alteragdo porina
14 Klebsiella pneumoniae OmBRos N N N N
. . CTX-M-2 + alterag@o porina
15 Klebsiella pneumoniae OmpK35 ¢ OmpK36 N N N N
. . CTX-M-1 + alteracdo porina
16 Klebsiella pneumoniae OmpK35 ¢ OmpK36 N N N N
TEM, CTX-M-2 + alteragdo
17 Klebsiella pneumoniae porina OmpK35, OmpK36 e N N N N
OmpK37
. . CTX-M-2 + alteragéo porina
18 Klebsiella pneumoniae OmpK36 N N N N
TEM, CTX-M-2 + alteracao
19 Klebsiella pneumoniae porina OmpK35, OmpK36 e N N N N
OmpK37
. . CTX-M-2 + alteragdo porina
20 Klebsiella pneumoniae OmpK35 ¢ OmpK36 N N N N
. . TEM, CTX-M-2 + alteracao
21 Klebsiella pneumoniae i Ok 0 O N N N N
. . TEM, CTX-M-2 + alteragdo
22 Klebsiella pneumoniae it Ol 0 Qmiah N N N N
23 Klebsiella pneumoniae TEM, CTX-M-2 N N N N
24 Klebsiella pneumoniae 1081 CT.X 25 glisrse N N N N
porina OmpK35
25 Klebsiella pneumoniae TEM, CTX-M-2 N N N N
. . TEM, CTX-M-2 + alteragdo
26 Klebsiella pneumoniae St Ok o Dl N N N N
27 Klebsiella pneumoniae TEM, CTX-M-2 N N N N
28 Escherichia coli NDM N 1 min N N
29 Citrobacter freundi NDM N 1 min N N
30 Escherichia coli NDM N 2 min N N
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31 Klebsiella oxytoca NDM N 1 min N N
32 Klebsiella pneumoniae NDM N 2 min N N
33 Klebsiella pneumoniae VIM + KPC N 7 min 40 min N
34 Klebsiella pneumoniae NDM N 1 min N N
35 Klebsiella pneumoniae NDM N 5 min N N
36 Klebsiella pneumoniae NDM N 2 min N N
37 Klebsiella pneumoniae NDM N 8 min N N
38 Klebsiella pneumoniae NDM N 3 min N N
39 Pseudomonas aeruginosa SPM N 15 min N N
40 Proteus vulgaris NDM N | 40 min N N
41 Escherichia coli NDM N 3 min N N
42 Citrobacter freundi NDM N 1 min N N
43 Enterobacter cloacae NDM N 4 min N N
44 Klebsiella pneumoniae NDM N 5 min N N
45 Klebsiella pneumoniae NDM N N N N
46 Klebsiella pneumoniae NDM N 1 min N N
47 Escherichia coli NDM N 1 min N N
48 Klebsiella pneumoniae KPC + NDM N 10 min N N
49 Enterobacter cloacae NDM N 2 min N N
50 Citrobacter freundi NDM N 3 min N N
51 Klebsiella pneumoniae KPC + NDM N 5 min 1 hora 10 min
52 Klebsiella pneumoniae NDM N 1 min N N
53 Citrobacter freundi NDM N 1 min N N
54 Pseudomonas aeruginosa IMP N 3 min 1 hora 1 hora
55 Pseudomonas aeruginosa IMP N N N N
56 Citrobacter freundi NDM N 1 min N N
57 Escherichia coli NDM N 1 min N N
58 Escherichia coli NDM N 2 min N N
59 Enterobacter cloacae NDM N 6 min N N
60 Escherichia coli NDM N 3 min N N
61 Klebsiella pneumoniae NDM N 3 min N N
62 Escherichia coli NDM N 2 min N N
63 Klebsiella pneumoniae NDM N 2 min N N
64 Citrobacter freundi NDM N 2 min N N
65 Citrobacter freundi NDM N 3 min N N
66 Enterobacter aerogenes NDM N 1 min 2 horas 2 horas
67 Enterobacter aerogenes NDM N | 20 min N N
68 Klebsiella pneumoniae NDM N | 30 min N N
69 Klebsiella pneumoniae NDM N 7 min N N
70 Providencia stuartii NDM N 1 hora N N
71 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
72 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
73 Klebsiella pneumoniae NDM N 5 min N N
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74 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
75 Providencia stuartii NDM N 1 hora N N
76 Klebsiella pneumoniae NDM N 30 min N N
77 Escherichia coli NDM N 15 min N N
78 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
79 Enterobacter cloacae NDM N 10 min N N
80 Klebsiella pneumoniae NDM N 15 min N N
81 Klebsiella pneumoniae NDM N | 20 min N N
82 Klebsiella pneumoniae NDM N | 20 min N N
83 Klebsiella pneumoniae NDM N | 20 min N N
84 Escherichia coli NDM N 10 min N N
85 Klebsiella pneumoniae NDM N 10 min N N
86 Klebsiella pneumoniae NDM N 15 min N N
87 Escherichia coli NDM N 3 min N N
88 Providencia stuartii NDM N 1 hora N N
89 Enterobacter cloacae KPC + NDM N 5 min N N
90 Enterobacter cloacae KPC + NDM N 5 min N N
91 Providencia stuartii NDM N 15 min N N
92 Klebsiella pneumoniae KPC + NDM N N N N
93 Klebsiella pneumoniae KPC + NDM N 3 min 30 min 30 min
94 Klebsiella pneumoniae KPC N 10 min 45 min 30 min
95 Klebsiella pneumoniae KPC N 12 min 55 min 40 min
96 Klebsiella pneumoniae KPC N 15 min 40 min 30 min
97 Enterobacter cloacae KPC N S min 30 min 10 min
98 Klebsiella pneumoniae KPC N 6 min 31 min 25 min
99 Klebsiella pneumoniae KPC N | 20 min 1 hora 1 hora
100 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 25 min 10 min
101 Klebsiella pneumoniae KPC N 7 min 28 min 20 min
102 Klebsiella pneumoniae ESBL N N N N
103 Klebsiella pneumoniae KPC N 15 min 1 hora 30 min
104 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 15 min 8 min
105 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 30 min 9 min
106 Klebsiella pneumoniae KPC N 2 min 25 min 5 min
107 Klebsiella pneumoniae KPC N 8 min 40 min 15 min
108 Klebsiella pneumoniae KPC N 8 min 40 min 11 min
109 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 30 min 8 min
110 Klebsiella pneumoniae KPC N 2 min 25 min 5 min
111 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 min 20 min 4 min
112 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 30 min 15 min
113 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 20 min 10 min
114 Enterobacter cloacae KPC N 2 min 18 min 4 min
115 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 min 15 min 3 min
116 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 1 hora 1 hora
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117 Klebsiella pneumoniae ESBL N N N N

118 Klebsiella pneumoniae KPC N 6 min 20 min 10 min
119 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 20 min 16 min
120 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 12 min 8 min
121 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 min 10 min 5 min
122 Klebsiella pneumoniae KPC N 8 min 15 min 15 min
123 Escherichia coli KPC N 10 min 1 hora 15 min
124 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 hora 1 hora 20 min
125 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 1 hora 10 min
126 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 min 1 hora 5 min
127 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 1 hora 18 min
128 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 1 hora 10 min
129 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 1 hora 1 hora
130 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 1 hora 1 hora
131 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 hora 1 hora 1 hora
132 Klebsiella pneumoniae KPC N 1 hora 1 hora 1 hora
133 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 15 min 10 min
134 Klebsiella pneumoniae KPC N 10 min 20 min 20 min
135 Klebsiella pneumoniae KPC N 15 min 1 hora 25 min
136 Klebsiella pneumoniae KPC N 10 min 30 min 15 min
137 Klebsiella pneumoniae KPC N 7 min 20 min 10 min
138 Klebsiella pneumoniae KPC N 8 min 25 min 15 min
139 Klebsiella pneumoniae KPC N 6 min 20 min 10 min
140 Klebsiella pneumoniae KPC N 5 min 20 min 18 min
141 Klebsiella pneumoniae KPC N N N N

142 Klebsiella pneumoniae KPC N 2 min 30 min 6 min
143 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 8 min 10 min
144 Klebsiella pneumoniae KPC N N N N

145 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 19 min 8 min
146 Enterobacter cloacae KPC N 3 min 11 min 5 min
147 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 15 min 8 min
148 Klebsiella pneumoniae KPC N 3 min 15 min 7 min
149 Klebsiella pneumoniae KPC N 10 min 20 min 15 min
150 Klebsiella pneumoniae KPC N 10 min 20 min 15 min

BC = Blue-Carba; BC + IMP = Blue-Carba + Tienam®; BC + IMP + EDTA = Blue-Carba + Tienam®

+ EDTA; BC + IMP + DPA = Blue-Carba + Tienam® + DPA

Proprio autor.
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ANEXO A — Roteiro POP

B - UNIVERSIDADE FEDERAL DE SA[\ITA CATARINA
SUS %&i h HOSPITAL UNIVERSITARIO
[ | UFSC UFSC PROFESSOR POLYDORO ERNANI DE SAO THIAGO
Ti POP.ULAC.ADM.001
ipo do PROCEDIMENTO / ROTINA OP.ULAC 00
Documento
Titulo do BLUE-CARBA COM INIBIDORES ENZIMATICOS | Emissdo: 14/09/21 Préoxima revisao:
Documento EDTA EDPA Versao: 1
1-SITUAGAO:
Versao Data Descri¢cdao resumida da alteragao da versao
1 14/09/2021 Sem alteracdo / documento inicial
2 - OBJETIVO:

Descrever os procedimentos para o teste colorimétrico modificado Blue-Carba com a adi¢do dos
inibidores enzimaticos EDTA e Acido dipicolinico (DPA), para auxiliar na identificagdo de bactérias
produtoras de MBLs.

3 - CAMPO DE APLICACAO:

Setor de microbiologia
Unidade da Garantia da Qualidade

4 - REFERENCIA:

Trabalho de conclusio de curso “AVALIACAO DO TESTE COLORIMETRICO BLUE-CARBA
COM INIBIDORES ENZIMATICOS PARA DETECCAO DE METALO-BETA-LACTAMASES”

5- DESCRICAO:

Materiais:

e Sulfato de zinco hephidratado 500 g, por frasco

e Solugdo de azul de bromotimol 25 mg, por frasco

e Dimetilsulféxido (DMSO) 200 mL, por frasco

e Hidroxido De Sédio (NaOH) 1 kg, por frasco

e Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg, por frasco-ampola
e EDTA - Sal Dissodico 500 g/ frasco

e Acido 2,6-dipicolinico 25 mg/ frasco
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e Agua Grau Reagente

e METODO DE PREPARO:

e Solucio BLUE-CARBA (BC)

o

O O O O O O

Acrescentar a 80 ml de agua grau reagente, 4 ml de solucdo de sulfato de
zinco 10 mM.

Acrescentar 2 ml de Solucdo de Azul de Bromotimol a 2% em DMSO.
Ajustar o pH para 6,80 + 0,05 com NaOH 0,1N

Completar o volume para 100 ml

Verificar o pH e ajustar para 6,80 + 0,05 com NaOH 0,1N caso necessario.
A solugdo tem cor verde esmeralda.

Esterilizar por filtragao.

e Solucio de Azul de Bromotimol a 2%

o

Dissolver 200 mg de azul de bromotimol em 10 ml de DMSO.

e Solucio de sulfato de zinco 10 mM

o

Dissolver 287 mg de sulfato de zinco heptahidratado em 100 ml de agua grau
reagente.

o Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg

Pesar 10 mg de Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg em frascos tipo
Eppendorf (microtubos conicos de 1,5 ml).

Embrulhar em papel aluminio e armazenar a -20°C com a mesma validade que
consta no rotulo do frasco original.

Para o preparo da solugdo de Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg ¢é
acrescentado 1 ml de solugdo BC no momento do uso.

o PROCEDIMENTOS DE ESTERILIZACAO E DISTRIBUICAO
o Esterilizar por filtragdo.
o Distribuir 13 ml em tubos de 15 ml.
o Manter em temperatura ambiente por até 1 ano.

e Solucao padrao EDTA (100 mM)

Pesar 0,37224 g e dissolver em 8 mL de agua grau reagente.

Completa o volume para 10 mL.

Ajustar o pH para 7,5 = 0,05 com NaOH 0,IN.

Esterilizar por filtragdo.

Calcular um volume suficiente para concentracdo de 10 mM no momento do
teste.
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Solugdo padrio ACIDO DIPICOLINICO (250 mM)
e Pesar 0,4178 g e dissolver em 8 mL de dgua grau reagente.
e Completar o volume para 10 mL.
e Ajustar o pH para 7,5 £ 0,05 com NaOH 0,01N.
o Esterilizar por filtragdo.
e Calcular um volume suficiente para concentragdo de 25 mM no momento do
teste.

METODO

Em dois microtubos contendo Imipenem 500 mg + Cilastatina 500 mg congelado,

@)
adicionar 1 mL de BLUE-CARBA
o Retirar a quantidade que iré ser adicionada do inibidor EDTA e DPA.
o Adicionar a mesma quantidade retirada do inibidor enzimatico.
o A coloragdo muda de verde-esmeralda para azul.
Nome: Nome:
Cargo: Aprovagao | 5o
Elaboracao e
Data: Liberagdo Data:
Assinatura: Assinatura:




