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Resumo: Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase vém sendo descritas em todo o mundo. Uma
deteccao precisa de bactérias produtoras de carpabenemase € necesséria, pois essa classe de antibiticos
€ usada no tratamento de infec¢des severas. Em nivel laboratorial, 0 método fenotipico para a detec¢éo de
produtores de carbapenemase é o teste de Hodge modificado. Entretanto, algumas enterobactérias tém
grande motilidade, dificultando a leitura e interpretacdo dos resultados dessa técnica. O objetivo deste
estudo foi validar um meio para se obter resultados confiaveis em bactérias com grande motilidade, como
é 0 caso de Proteus mirabilis. O meio agar Miiller-Hinton, preconizado pelo CLSI, foi comparado ao agar
CLED que demonstrou ser um bom meio para andlise da produgdo de carbapenemase em Proteus mirabilis
suspeitos de produzirem essa enzima, embora todos os isolados tenham sido negativos no teste.
Palavras-chave: Agar CLED; agar Miiller-Hinton; carbapenemase; Proteus mirabilis; véu de Proteus.

Abstract: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae have been reported worldwide. An accurate
detection of bacteria producing carbapenemase is necessary since this antimicrobial class is used to treat
severe infections. At a laboratory level, the standardized phenotypic method for the detection of
carbapenemase production is the modified Hodge test. However, some enterobacteria have high motility,
hampering the reading and interpretation of the results of this technique. The objective of this study was to
validate a medium to obtain reliable results in bacteria with great motility, such as Proteus mirabilis.
Compared to the medium recommended by CLSI, Muller-Hinton agar, CLED agar was observed to be a
good medium when Proteus mirabilis isolates suspected of producing carbapenemase were analyzed,
although it has not confirmed the production in all these isolates.
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1. INTRODUGAO

Os carbapenemas sdo comumente usados no tratamento de infeccbes causadas
por enterobactérias multirresistentes. O aumento de relatos de enterobactérias
produtoras de carbapenemase tem causado preocupacdo em todo o0 mundo
(ANDERSON et al., 2007; HIRSCH; TAM,2010; GIRLICH; POIREL; NORDMANN,
2011).

As carbapenemases tém capacidade hidrolitica versatil. Essas enzimas sao
h&beis em hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas e,
geralmente, ndo sao inibidas pelo acido clavulanico. KPC, VIM, IMP, NDM e OXA-48
sdo os principais tipos de carbapenemases (NORDMANN et al., 2012). A enzima KPC
é frequentemente encontrada em Klebsiella pneumoniae e o gene codificador da enzima
esta presente em plasmidios transferiveis (ANDERSON et al. 2007; QUEENAN; BUSH,
2007). Esse tipo de carbapenemase também é encontrado em outras enterobactérias,
como K. oxytoca, Enterobacter spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Citrobacter
freundii, Serratia spp. e Proteus mirabilis (ANDERSON et al. 2007; HIRSCH; TAM,
2010).

Proteus spp. pode ser isolado de muitos ambientes, como solo, agua e trato
intestinal de mamiferos e vem sendo isolado em animais de producdo (WANG et al.,
2014; YEH; LINE; HINTON JUNIOR, 2018). P. mirabilis tem sido descrito em muitos
paises como produtores de B-lactamases, especialmente de carbapenemase (BONNET
et al., 2002; TIBBETTS et al., 2008; HU et al., 2012; DATTA et al., 2014).

O teste de Hodge modificado é reconhecido pelo CLSI como ferramenta fenotipica
que auxilia na deteccdo de enterobactérias produtoras de carbapenemases (HIRSCH,;
TAM, 2010; LEE et al., 2010; GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2011). Em algumas
espécies com grande motilidade, como as do género Proteus, a interpretacao fica
prejudicada pela formacao do swarm, uma deformacgéo na area em torno do crescimento
bacteriano.

Com o proposito de identificar Proteus mirabilis produtores de carbapenemase por
meio do teste de Hodge modificado, foram utilizados dois meios distintos para a
avaliacdo de quarto isolados suspeitos de produzirem essa enzima. A partir da
comparagdo das leituras dos meios de cultura, foi possivel validar um meio para
deteccao de carbapenemase em Proteus mirabilis e em outras espécies que, também,
apresentam grande motilidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolados bacterianos

Foram utilizados quatro isolados de Proteus mirabilis provenientes de leite cru
mastitico. Esses isolados foram previamente identificados por testes bioquimicos e
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MALDI-TOF MS, e caracterizados como resistentes a imipenem e ertapenem por
difuséo em disco (CLSI, 2017).

2.2 Cepas controle

Como controles para o teste de Hodge modificado convencional e sugerido no
estudo foram utilizados: Escherichia coli ATCC25922 sensivel aos [-lactamicos;
Klebsiella pneumoniae BAAL1705, produtor de carbapenemase; e K. pneumoniae
BAA1706, ndo produtor de carbapenemase.

2.3 Meios e Antibi6ticos

O crescimento dos isolados suspeitos de produzirem carbapenemase e as cepas
controle foram cultivadas em agar MacConkey (AMC) (Himedia). Os ajustes de turbidez
foram feitos em solucéo salina 0,9% (Vetec). O teste de Hodge modificado foi realizado
segundo o CLSI (2017) e para a realizacdo do método convencional foi usado agar
Muller-Hinton (MH) e para o método sugerido foi usado agar CLED. As placas foram
preparadas segundo orientacdes dos fabricantes (Himedia). Os discos de antibiético
utilizados para a observacdo da producdo enzimética nos dois métodos foram do
carbapenema ertapenem 10ug (Sensidisc, DME).

2.4 Teste de Hodge Modificado

Uma cultura crescida por 24h em agar MacConkey da cepa controle E. coli
ATCC25922 foi ajustada de acordo com a escala de turvagédo 0,5 de McFarland e foi
inoculada com um suabe sobre a superficie da placa de CLED. O mesmo procedimento
foi realizado para a inoculagdo da bactéria na placa de MH. No centro da placa, foi
depositado o disco de antimicrobiano ertapenem. Em seguida, os isolados Proteus
mirabilis suspeitos de produzirem a enzima e os controles K. pneumoniae BAA1705 e
BAA1706 foram semeados da borda do disco antimicrobiano até a borda da placa do
meio de cultura, apés terem sido ajustados segundo a escala 0,5 de McFarland. As
placas foram incubadas, em estufa bacteriolégica, por 24h a 35°C. O teste foi
interpretado como positivo quando houve distorcdo da zona de inibicdo, se comparado
com a distor¢cdo ocorrida na cepa padréo produtora de carbapenemase K. pneumonia
BAA 1705. O teste de Hodge modificado foi realizado em triplicata para cada isolado em
adgar MH e em &gar CLED (CLSI, 2017).
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3. RESULTADOS

Primeiramente, o teste convencional preconizado pelo CLSI (2017) foi realizado
inoculando a cepa Escherichia coli ATCC25922 nas placas de agar MH e, em seguida,
os isolados Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae inoculados em linhas desde o
disco de ertapenem até a borda da placa. Apds a incubacao, observou-se que na regido
interna do halo formado ao redor do disco de antimicrobiano havia um sombreado
caracteristico do crescimento de Proteus spp., conhecido como “véu” ou swarm. Neste
caso nao foi possivel realizar uma leitura confiavel do teste de producdo de
carbapenemase nestes isolados (Figura 1).

Figura 1 - Proteus mirabilis inoculado em 4gar MH. A seta aponta para o véu de
Proteus que dificulta a leitura deste teste. Legenda: 1 e 2 —isolados P. mirabilis
(provenientes do estudo de detecgédo de enterobactérias produtoras de B-
lactamases); CN — controle negativo, Klebsiella pneumoniae BAA1706; CP —
controle positivo, K. pneumoniae BAA1705.

No teste proposto neste trabalho, selecionou-se o meio CLED para substituicdo
do agar MH no teste de Hodge modificado, como forma de conter a motilidade do isolado
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suspeito. Assim, pode-se realizar a leitura da producao de carbapenemase nos quatro
isolados de P. mirabilis. Comparado ao resultado apresentado pela cepa padrdo K.
pneumoniae BAA1705, ndo houve confirmacao da producéo da enzima (Figura 2).

Figura 2 - Teste de Hodge Modificado realizado em agar CLED. A auséncia do
“véu” de Proteus nesse meio de cultura possibilita a leitura correta do teste: a
observacéo da presenca ou auséncia da distor¢do no halo formado em torno do
disco de ertapenem. No isolado em estudo, ndo foi confirmada a producéo de
carbapenemase, apenas a cepa padrdo usada como controle positivo
demonstrou a deformacédo no halo, caracteristico da producéo da enzima.
Legenda: 3 — P. mirabilis (isolado estudado); CN — controle negativo, K.
pneumoniae BAA1706; CP — controle positivo, K. pneumoniae BAA1705.

Fonte: Os autores.

4. DISCUSSAO

P. mirabilis tem grande moatilidade e forma uma nuvem sobre a placa onde é
inoculado, sendo denominada “véu" ou swarm. A motilidade é devido a presenca de
flagelos peritriquios, aos fatores ambientais, como a presenga de alguns nutrientes no
meio de cultivo e a presenca de lipopolissacarideos em sua superficie celular (LIAW et
al., 2003; KWIL; KAZMIERCZAK; ROZALSKI, 2013).
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O teste de Hodge modificado tem o objetivo de auxiliar no diagnostico de cepas
produtoras de [B-lactamase carbapenemases (HIRSCH; TAM, 2010; LEE et al., 2010;
GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2011). A deteccdo de carbapenemase pelo teste de
Hodge modificado é confirmada quando se observa o crescimento da cepa padrdo
sensivel aos B-lactamicos para o interior do halo de sensibilidade formado em torno do
disco de ertapenem (CLSI, 2017).

Esse teste foi realizado com MH, de acordo com o preconizado pelo CLSI, e
demonstrou-se ineficiente para a andlise da producédo da enzima em Proteus mirabilis
isolados de leite cru mastitico. Pois observou-se uma nuvem de Proteus sobre o
crescimento da cepa E. coli ATCC25922, dificultando a visualiza¢éo do evento.

O CLSI (2017) preconiza a utilizagdo do agar MH, um meio que contém: infuséo
de carne bovina, caseina hidrolisada e amido. Esses nutrientes sdo usados para o
desenvolvimento bacteriano durante a realizacdo do teste de suscetibilidade
antimicrobiana. Entretanto, o &gar MH n&o tem caracteristicas limitantes de motilidade,
importantes para avaliacdo do teste em bactérias muito mdveis, como é o caso da
espécie estudada. Porém, outras espécies com essa caracteristica também podem
apresentar um resultado pouco confiavel.

Especificamente sobre Proteus, nédo foi encontrado outro artigo demonstrando a
mesma problematica, talvez devido a inexisténcia de trabalhos sobre esse
comportamento em isolados provenientes de bovinos suspeitos de produzirem
carbapenemases. Dessa forma, pesquisou-se um meio capaz de limitar a motilidade
dessa espécie. O agar CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient medium) foi
selecionado para o teste por sua composicao. A deficiéncia em eletrélitos nesse meio
limita a proliferagcéo de Proteus spp., de acordo com estudos sobre fatores limitantes da
formacdo de véu, e, também, ndo influencia o desenvolvimento bacteriano, como
demonstrado pelo crescimento e presenca do evento na cepa padrdo positiva para o
teste (WILLIAMS; SCHWARZHOFF, 1978). O meio contém todos 0s nutrientes
necessarios para o desenvolvimento bacteriano: lactose, peptona, extrato de carne,
triptona e L-cistina. A lactose é uma fonte energética para organismos capazes de
utiliza-la pela via fermentativa. L-cistine é adicionada como suplemento para o
crescimento de coliformes que necessitam da cistina. Os demais componentes séo
responsaveis por suprir a necessidade de nitrogénio e carbono das bactérias. Além
desses componentes, o CLED possui um indicador de pH, nesse caso o azul de
bromotimol, que diferencia as bactérias fermentadoras de lactose das que nao
fermentam esse acucar (Himedia).

No meio CLED, observou-se a auséncia do “véu” produzido anteriormente pelos
isolados suspeitos da producdo de carbapenemase. O crescimento de P. mirabilis
ocorreu apenas na linha onde foram inoculados e a leitura do teste péde, entdo, ser
realizada de forma segura. N&o houve o crescimento da cepa controle sensivel aos B-
lactamicos para o interior do halo formado em torno do ertapenem, caracteristica de
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isolados ndo produtores da enzima. Tanto no meio MH quanto em CLED houve
producéo de carbapenemase pela cepa K. pneumoniae BAA 1705 e ndo produgéao pela
K. pneumoniae BAA1706, usadas como controle para os dois métodos. Com isso, pode-
se dizer que ndo houve influéncia do meio sobre a producdo da enzima ou sobre a leitura
do teste. A deteccédo de carbapenemase foi visualizada tanto no teste preconizado pelo
CLSI quanto no proposto neste trabalho.

Os quatro isolados de P. mirabilis ndo apresentaram deformacdo no halo de
sensibilidade, no teste realizado em CLED, demonstrando que eles ndo produzem
carbapenemase, embora tenham apresentado resisténcia a carbapenemas testados em
outro momento do experimento.

Outros mecanismos podem estar relacionados a resisténcia observada aos
carbapenemas nesses isolados, como a diminuicdo da permeabilidade da membrana
bacteriana ou a coproducao de enzimas (TSAIl; WANG; HSUEH, 2015; MOHAMMED et
al., 2016; DAS et al., 2017). Esses dados sdo fundamentais para a escolha apropriada
da antibioticoterapia que sera utilizada no tratamento de infeccbes causadas por essas
bactérias e para o monitoramento das cepas de Proteus resistentes circulantes
(HARADA et al., 2014).

5. CONCLUSAO

Dessa forma, o teste de Hodge modificado realizado em agar CLED mostrou-se
melhor do que o teste realizado em agar MH para os isolados do estudo e pode ser
utilizado para a detecgéo de carbapenemases em outras espécies com motilidade capaz
de interferir na leitura do teste. Comprovou-se, também, que ndo ha interferéncia do
meio na produgdo da enzima nem no crescimento bacteriano.
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