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SANCHES, Matheus Silva. Caracterizacdo genotipica e fenotipica dos fatores de
viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos de Proteus mirabilis isolados de

carcacas de frango com celulite. 2019. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2019.

RESUMO

Proteus mirabilis € um patégeno oportunista frequentemente associado a uma
variedade de infec¢gdes em humanos, no qual as do trato urinario séo consideradas as
mais prevalentes. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas genotipicas e fenotipicas dos fatores de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos de 34 cepas de P. mirabilis isoladas de carcacas de frango com
celulite em um abatedouro no norte do estado do Parand, Brasil, a fim de inferir um
possivel risco zoondtico. Das 34 cepas, duas foram escolhidas para avaliar a sua
capacidade em reproduzir as lesdes de celulite experimentalmente em frangos de
corte, sendo uma cepa com maior quantidade de fatores de viruléncia (LBUEL-A33)
e outra com menor quantidade (LBUEL-A34). Os genes mrpA, atfA (fimbrias) ireA
(sideroforo), ptA, zapA (proteases) e hpmA (hemolisina) foram encontrados em todos
os isolados, enquanto os genes pmfA e ucaA (fimbrias) foram encontrados em 33
(97,6%) e 17 (50%) cepas respectivamente. Todas as cepas expressaram adesao
agregativa em células HEp-2 e formaram biofime. Das 34 cepas, 28 (82,35%) exibiram
efeito citotoxico em células Vero. Em relacdo ao perfil de resisténcia, 25 (78,13%)
cepas foram consideradas multirresistentes. A presenca de genes blaessL e blaampc
conferindo resisténcia aos -lactamicos e gnr as quinolonas também foram detectados
nos isolados apds a presuncdo no teste fenotipico, no qual 7 (21,88%) isolados
continham o grupo CTX-M-2, 11 (34,38 %) continham grupo CIT e 19 (59,38%)
continham gnrD. Tanto a cepa LBUEL-A33 quanto a LBUEL-A34 desenvolveram
lesbes de celulite em 24 horas pos-inoculacdo, no qual o grau das lesbes foi
estatisticamente similar ao grau das lesées causadas pelo controle positivo (p< 0,05),
uma Escherichia coli Patogénica de Aves (APEC 046). Microscopicamente, tanto a
cepa LBUEL-A33 quanto a APEC 046 ocasionaram lesdes similares, caracterizadas
pela presenca de infiltrado inflamatorio e necrose da derme e das fibras musculares.
Conclui-se com o presente trabalho que P. mirabilis isolados de carcacas de frango
com lesbes de celulite representam um risco zoondtico, pois possuem uma
diversidade de fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, bem como a
capacidade de desenvolver lesbes de celulite em frangos de corte.

Palavras-chave: Risco zoondético. Multirresisténcia. ESBL. Celulite aviaria. Frangos
de corte.



SANCHES, Matheus Silva. Genotypic and phenotypic characterization of
virulence factors and antimicrobial resistance of Proteus mirabilis isolated from
chicken carcasses with cellulitis. 2019. 100 p. Dissertation (Master's Degree in
Microbiology) — Universidade Estadual deLondrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Proteus mirabilis is an opportunistic pathogen often associated with a variety of human
infections, in which urinary tract infections are considered to be the most prevalent. In
this context, the present study had the objective of evaluating the genotypic and
phenotypic characteristics of the virulence and antimicrobial resistance factors of 34
P. mirabilis strains isolated from chicken carcasses with cellulitis in a slaughterhouse
in the north of the state of Parana, Brazil, in order to assess a possible zoonotic risk.
Of the 34 strains, two were chosen to evaluate their ability to reproduce cellulite lesions
experimentally in broiler chickens, being a strain with the highest number of virulence
factors (LBUEL-A33) and another with a lower number (LBUEL-A34). The mrpA, atfA
(fimbriae) ireA (siderophore), ptA, zapA (proteases) and hpmA (hemolysin) genes were
found in all isolates, while the pmfA and ucaA genes (fimbriae) were found in 33 (97.6%
and 17 (50%) strains respectively. All strains expressed aggregative adhesion on HEp-
2 cells and formed biofime. Of the 34 strains, 28 (82.35%) exhibited cytotoxic effect in
Vero cells. Regarding the resistance profile, 25 (78.13%) strains were considered
multiresistant. The presence of blaessL and blaampc genes conferring resistance to f3-
lactams and quinolones was also detected in the isolates after the presumption in the
phenotypic test, in which 7 (21.88%) isolates contained the CTX-M-2, 11 (34.38%)
contained CIT group and 19 (59.38%) contained gnrD. Both strains LBUEL-A33 and
LBUEL-A34 developed cellulite lesions within 24 hours after inoculation, in which the
degree of lesions was statistically similar to the degree of lesions caused by the
positive control (p <0.05), a Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC 046).
Microscopically, both the LBUEL-A33 and APEC 046 strains caused similar lesions,
characterized by the presence of inflammatory infiltrate and necrosis of the dermis and
muscle fibers. It is concluded with the present study that P. mirabilis isolated from
chicken carcasses with cellulite lesions represent a zoonotic risk, since they have a
diversity of virulence and antimicrobial resistance factors, as well as the capacity to
develop cellulite lesions in broilers.

Keywords: Zoonotic risk. Multiresistance. ESBL. Avian cellulitis. Broiler chickens.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira possui extrema importancia no mercado de frangos de
corte, encontrando-se na segunda melhor posicdo na produgdao mundial,
permanecendo atras apenas dos EUA, e liderando a exportacao do produto. Em 2017,
a industria avicola foi uma excecdo em relacdo aos outros setores no mercado
brasileiro, pois ndo foi abalada frente a crise econb6mica, apresentando bons
resultados e projecdes para o ano de 2018 (ABPA, 2017).

A regido sul do Brasil é responsavel pela maior parte da producdo de frangos
de corte, no qual o estado do Parana é considerado o maior produtor nacional e
responsavel por mais de 35% das exportacdes de toda a carne de frango produzida
no pais (SINDIAVIPAR, 2016). Nesse contexto, é de suma importancia que a
qualidade microbiologica das carcacas de frango seja garantida, a fim de evitar a
transmissao de bactérias que representam um potencial zoonético ao consumidor
(ROUGER; TRESSE; ZAGOREC, 2017).

Dentre os produtos de origem animal, as carnes sdo importantes fontes de
transmissdo de bactérias responsaveis por causar infeccdes em humanos (CHINEN
et al., 2009; DUQUE et al., 2018; CUNHA-NETO et al., 2018). A espécie Escherichia
coli é frequentemente associada a essas infec¢des, por fazer parte da microbiota
intestinal das aves e algumas cepas possuirem fatores de viruléncia e de resisténcia
aos antimicrobianos (MANGES; JONHSON, 2012; MELLATA, 2013). Além de E. caoli,
outras bactérias também séo isoladas de produtos carneos, mas ndo sao vistas como
significantes, devido a pequena quantidade de estudos realizados, como a espécie
Proteus mirabilis.

P. mirabilis € uma bactéria Gram-negativa, considerada um patdégeno
oportunista e relacionada com infeccbes em humanos, principalmente as do trato
urinario (SCHAFFER; PEARSON, 2015). Alguns estudos tém demonstrado que P.
mirabilis encontrados na carne de frango possuem multirresisténcia aos
antimicrobianos (WONG, WAN, CHEN et al., 2013, SHRESTHA et al., 2017), mas
nenhum estudo analisa o perfil de viruléncia desses isolados com o intuito de inferir
um potencial patogénico ao consumidor.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar genotipica e
fenotipicamente os fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos de P. mirabilis
isolados de carcagas de frangos de corte na linha de abate de um frigorifico no municipio

de Londrina - PR a fim de avaliar um possivel potencial zoonético das cepas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROTEUS MIRABILIS

P. mirabilis € uma bactéria em forma de bastonete, mével, dimorfica e Gram-
negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae (COKER et al., 2000). Classificado
como patdgeno oportunista, pois eventualmente pode causar infeccbes em seres
humanos (ROZALSKI; SIDORCZYK; KOTELKO, 1997; ARMBRUSTER; MOBLEY;
PEARSON, 2018).

Este microrganismo € amplamente encontrado no meio ambiente, como em
aguas poluidas e no solo, desempenhando uma func¢do importante na decomposicéo
da matéria organica de origem animal (ROZALSKI; SIDORCZYK; KOTELKO, 1997) e
também nos intestinos de animais selvagens e domésticos que funcionam como
reservatério da espécie (DRZEWIECKA, 2016).

Embora P. mirabilis seja encontrado no ambiente, os relatos de casos
particulares e a descricdo de surtos nosocomiais apontam que essa bactéria é capaz
de ocasionar varias infecgdes (O'HARA; BRENNER; MILLER, 2000; HAMILTON et
al., 2018) principalmente em pessoas que se encontram com o sistema imunolégico
deprimido (DRZEWIECKA, 2016), sendo as infec¢des do trato urinario (ITU) as mais
frequentes (JANSEN et al.,2003; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

P. mirabilis é frequentemente isolado do trato gastrointestinal (WALKER et al.,
1999; NORSWORTHY; PEARSON, 2017). Acredita-se que grande parte das
infeccbes do trato urindrio sdo causadas por bactérias encontradas no trato
gastrointestinal. Esse fato € sustentado pela confirmacdo de que alguns pacientes
com Infec¢des do trato urinario (ITU) ocasionadas por P. mirabilis apresentam a
mesma cepa em suas fezes (PEERBOOMS et al., 1986). Este microrganismo também
pode ocasionar infeccbes no sistema respiratorio, olhos, ouvidos, nariz, pele,
garganta, queimaduras, feridas e também esta relacionado com a meningoencefalite
neonatal, empiema e osteomielite (SCHAFFER; PEARSON, 2015).

P. mirabilis possui varios fatores de viruléncia que o auxiliam no
desenvolvimento da ITU, sendo as fimbrias os principais, que funcionam como
apéndices e possibilitam a interagédo da célula bacteriana com a célula do hospedeiro
e a urease, uma enzima que possui a funcao de hidrolisar a ureia em aménia e dioxido
de carbono (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012).
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2.2 CELULITE AVIARIA

A celulite aviaria é conhecida como um processo inflamatério e foi inicialmente
descrita na Gra-Bretanha (RANDALL et al., 1984) sendo uma patologia que acomete
frangos de corte e causa grandes prejuizos para as inddstrias que comercializam
essas aves, pois estas sdo descartadas devido a condenacéo das carcacas afetadas.
Nos EUA ja foram estimados prejuizos em torno de US$ 30 a 40 milhdes por ano
(NORTON, 1997). Ja no Brasil, a celulite ja foi responséavel pela condenacgéo de 45,2%
das carcacas de frangos de corte condenadas por lesbes cutaneas, 0 que gerou
percas econdmicas em torno de 10 milhdes no ano (FALLAVENA, 2000).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa (IN) no. 210 de 10/11/1998 do Ministério
da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 1998), os frangos designados ao
consumo que possuirem carater inflamatério, como por exemplo celulite, devem ser
submetidos a condenacéo parcial e quando a infeccao for sistémica, a medida a ser
tomada é a condenacéo total da carcaca.

A celulite avidria € uma patologia caracterizada pela inflamacéo purulenta
aguda e difusa do tecido subcutaneo das aves, podendo envolver camadas
musculares, causando alteracdes visiveis nos tecidos (FALLAVENA, 2000) resultando
em um exsudato com aparéncia caseosa no tecido subcutdneo das aves,
especialmente na regido abdominal (REVOLLEDO; FERREIRA, 2009), ocorrendo
com bastante frequéncia também nas sobrecoxas e com menor frequéncia na regiao
da cabeca, pescoco, dorso, asas, peito e regido cervical, sendo regularmente
unilateral (VIEIRA, et al., 2006).

Em relacdo ao aspecto macroscopico da pele dos frangos com celulite, esta
pode ter cor amarelada ou com tons de marrom e encontrar-se inchada no local onde
ocorre a doencga, possuindo um tamanho variavel de 1 a 10 cm. J4 em carater
microscopico € representada por uma inflamacdo do tecido subcutaneo que
geralmente forma massas compostas por restos de células necrosadas e bandas de
fibrina que podem ser revestidas por tecido conjuntivo composto de heterofilos,
macroéfagos e linfocitos (FALLAVENA, 2000).

Um estudo executado por Peighambari et al. (1995), visou induzir
experimentalmente lesdes de celulite em frangos e chegou a conclusdo de que o0s
danos na superficie da pele das aves eram essenciais para o desenvolvimento da

doenca, sustentando sua afirmacéao pelos resultados obtidos, no qual todos os frangos
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que foram infectados por arranhdes desenvolveram sinais de celulite em 24 horas
apos a infeccdo, enquanto os frangos que foram submetidos a infecgdo sem danos na
pele ndo desenvolveram lesbes de celulite.

O diagnéstico de celulite antes do abate de frangos de corte é quase
impossivel, pois para a identificacdo da lesdo é necessario que o tecido subcutaneo
da ave esteja exposto (FALLAVENA, 2000). Peighambari et al. (1995), ressaltam que
apenas a remoc¢ao da parte lesionada ndo € uma acao totalmente segura, pois a
bactéria causadora de celulite aviaria pode penetrar na pele e eventualmente alcancar
a corrente sanguinea acometendo infec¢des nos érgaos da ave.

A colibacilose € um termo atribuido a diversas doencas causadas por E. coli, e
guando acomete a avicultura industrial moderna é responsavel por grandes perdas
econbmicas em todo o mundo, sendo que as doencas relacionadas sao:
Colisepticemia, Peritonite, Pneumonia, Pleuropneumonia, Aerosaculite, Pericardite,
Celulite, Doenca Respiratoria Crénica Complicada (DRCC), Onfalite, Salpingite,
Sindrome da Cabeca Inchada, Panoftalmia e Osteomielite (FERREIRA; KNOBL,
2000).

De acordo com Elfadil et al. (1996a) a celulite esta diretamente relacionada com
a serosite, como por exemplo, pericardite e peritonite e devido a avaliacdo dessas
patologias ocorrerem em linhas de processamentos distintos, torna-se impossivel
concluir se as lesdes de serosite ocorrem antes, simultdnea ou isoladamente da
celulite.

Diversos fatores podem estar associados ao aparecimento de lesbes de
celulite, mas acredita-se que uns dos principais seja a inoculagcéo de fezes na pele por
meio das unhas das aves nos momentos de manutencdo ou coleta para o abate
(REVOLLEDO; FERREIRA, 2009). Esse fator pode ser intensificado pela alta
densidade populacional de frangos, que contribui para o aumento do contato direto
entre as aves e consequentemente o desenvolvimento de celulite (ELFADIL;
VAILLANCOURT; MEEK, 1996b).

Na maioria dos casos de celulite aviaria a bactéria recuperada € quase sempre
E. coli (KUMOR et al. 1998; DERAKHSHANFAR; GHANBARPOUR, 2002). Embora
outras bactérias eventualmente possam ser encontradas, tais como P. aeruginosa, P.
vulgaris, Enterobacter agglomerans, Pasteurella multocida, Streptococcus

dysgalactiae e Staphylococcus aureus, essas ndo sdo vistas como um agente causal
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significante de celulite aviaria (DERAKHSHANFAR; GHANBARPOUR, 2002,
VAILLANCOURT; BARNES, 2008).

Geralmente os isolados de E. coli de lesbes de celulite pertencem a dois
sorogrupos principais, 02 e 078, produzem fatores de viruléncia tais como
aerobactina e colicina (REVOLLEDO; FERREIRA, 2009; VAILLANCOURT; BARNES,
2008) e possuem uma alta capacidade de adesao, aumentando a prevaléncia de
celulite em frangos infectados (LECLERC et al., 2003).

A temperatura e 0 sexo da ave sao fatores que predispde o desenvolvimento
da celulite (ELFADIL, et al., 1996b), tendo em vista que os frangos machos demoram
mais tempo para empenar, ficando mais tempo exposto a possiveis lesdes, e a
temperatura afeta diretamente o empenamento da ave, onde os frangos criados em
temperaturas mais altas possuem um empenamento mais tardio, elevando a
susceptibilidade de lesdes na regido do abddmen e consequentemente o
desenvolvimento de celulite (SCHRADER; SINGER; ATWILL, 2004).

A compactacdo e a umidade da cama de frango também sédo fatores que
favorecem o aparecimento da celulite, pois quanto mais compacta for, mais favorecera
as lesdes na regido do peito e abdémen. Além disso, a umidade favorece a
multiplicacdo de E. coli que eventualmente pode penetrar e desenvolver celulite
nessas lesbes (ROCHA et al., 2002).

Devido a necessidade de producdao em grande quantidade, do perfil de criacéo
e da maneira em que os frangos de corte sdo manejados, as lesbes que acometem a
pele como por exemplo, a celulite, vem tornando-se habitual, sendo uma das
principais causas de condenacao total e parcial de carcacas de frango no mundo todo
(VIEIRA et al. 2006).

Sendo assim, a celulite aviaria € uma das causas que mais perturba a industria
avicola, pois acomete a condenacéo de carcacas em grande escala nos abatedouros
e frigorificos devido a aparéncia repugnante que confere a carcaca e ao receio das
patologias sistémicas (ONDERKA, et al., 1997; KUMOR et al., 1998).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA DE PROTEUS MIRABILIS

P. mirabilis possui diversos fatores de viruléncia, que s&o estruturas
morfoldgicas, produtos secretados e mecanismos estratégicos que contribuem para

sua colonizacdo e infeccdo, como por exemplo: adesinas, toxinas, hemolisinas,
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capsula, urease, sideroforos, flagelos, adesédo e a capacidade de formar biofilme
(NIELUBOWICZ et al., 2010; HAMILTON et al., 2018).

2.3.1 Adesinas

Um dos principais fatores de viruléncia de suma importancia para estabelecer
a infeccdo é a adeséo as células do hospedeiro. P. mirabilis possui uma excepcional
habilidade de adeséo, pois seu genoma consta com o suporte de 17 operons que
codificam fimbrias (PEARSON et al., 2008a).

As principais fimbrias descritas em P. mirabilis sdo: Proteus-like manose
resistente (MR/P), Fimbria Proteus mirabilis (PMF), Fimbria Temperatura Ambiente
(ATF) e Adesina Celular Uroepitelial (UCA), também encontrada na literatura pelo
nome de Fimbria Nao Aglutinante (NAF) (ROCHA; PELAYO; ELIAS, 2007).

2.3.1.1 Proteus-like manose resistente (MR/P)

Entre as fimbrias expressas por P. mirabilis, a MR/P € a mais compreendida
devido ao grande numero de estudos que a envolve, sendo esta importante na
formacdo do biofilme e na colonizacdo dos rins e bexiga do hospedeiro humano
(MIRELES et al., 2015).

Um trabalho realizado por Jansen et al. (2004) teve como objetivo avaliar a
funcdo da fimbria MR/P na formacao do biofilme empregando a cepa selvagem P.
mirabilis HI4320 e mutantes dela que superexpressavam a fimbria (MR/P ON) ou que
eram incapazes de expressa-la (MR/P OFF). Os resultados obtidos demonstraram
qgque (MR/P ON) formou significativamente mais biofilme do que a selvagem (MR/P
OFF), comprovando a importancia desta fimbria na colonizacdo do trato urinario
ascendente.

Outro trabalho executado por Rocha et al. (2007) confirmou as mesmas
observacfes feita por Jansen et al. (2004) sobre a funcdo da fimbria MR/P na
formacao do biofilme, no qual induziu uma mutagdo no gene mrpA tendo como
resultado a reducdo na formacdo do biofilme. Além disso, estes autores
demonstraram que a fimbria MR/P também possui funcdo na aderéncia agregativa
em células HEp-2, pois a cepa mutada perdeu a capacidade de expressar o fenétipo

de adesao agregativa.
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2.3.1.2 Adesina Celular Uroepitelial (UCA)

A fimbria UCA foi primeiramente descrita por Wray et al. (1986) que a
identificou em um isolado de P. mirabilis uropatogénico. A UCA também foi nomeada
de Fimbria N&o-aglutinante (NAF), sendo conhecida pela sua capacidade de se
agregar na superficie de células uroepiteliais (COOK et al., 1995). O termo NAF foi
proposto como uma designacao alternativa para a fimbria UCA na intencao de facilitar
a distincao das outras fimbrias expressas por P. mirabilis (TOLSON et al., 1995).

Em um estudo realizado com o intuito de confirmar se a fimbria UCA
desempenhava alguma funcdo na colonizacdo do trato urinario, Pellegrino et al.
(2013) retiraram e analisaram rins e bexigas de camundongos submetidos a infec¢éo
por uma linhagem selvagem de P. mirabilis que expressava UCA e por mutantes que
ndo a expressavam. Os resultados evidenciaram que o numero de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) dos mutantes recuperados dos rins foi
significativamente menor em comparacdo com a cepa selvagem, enquanto que na
bexiga ndo houve diferenca significativa, sugerindo que esta fimbria desempenha
funcdo no estabelecimento e progressao da ITU a nivel renal.

Scavone et al. (2004) imunizaram camundongos com subunidades estruturais
de UCA pela via intranasal e relataram um aumento significativo da presenca de IgG
e IgA na urina do modelo animal, estes que também apresentaram reducao
significativa no niumero de UFC recuperadas dos rins e bexigas ap6s o experimento,
sugerindo que os anticorpos contra esta fimbria podem proteger o hospedeiro da ITU.

2.3.1.3 Fimbria Proteus mirabilis (PMF)

Bahrani et al. (1993) isolaram e sequenciaram o gene pmfA, o qual faz parte do
operon PMF, relacionado a fimbria PMF e o classificou como um fragmento de 552 pb
gue expressava um polipeptideo de 184 aminoécidos.

Massad et al. (1994), realizaram um estudo para analisar a funcdo da fimbria
PMF no desenvolvimento da ITU utilizando um mutante pmfA para infectar
camundongos da linhagem CBA via transuretral. Os resultados indicaram que a
capacidade dos mutantes em colonizar a bexiga dos camundongos diminuiu
significativamente em comparacéo a cepa selvagem, enquanto nos rins a colonizacéo
foi semelhante a da cepa selvagem, indicando que a fimbria PMF possui importancia

na colonizacéo da bexiga, mas néo dos rins do hospedeiro.
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Em contrapartida, Zunino et al. (2003), obtiveram resultados diferentes
utilizando o mesmo objetivo de Massad et al (1994), porém com uma metodologia
distinta. Infectando camundogos da linhagem CD-1 pela via transuretral e
hematogénica foi possivel constatar que a colonizacdo dos rins e bexiga foi
significativamente mais elevada quando o modelo animal foi submetido a infeccéo
pela cepa selvagem. Os resultados opostos destes trabalhos podem ser justificados
pelo fato de que ambos utilizaram vias de infeccdo e linhagens de camundongos

diferentes.

2.3.1.4 Fimbria Temperatura Ambiente (ATF)

A fimbria temperatura ambiente (ATF) foi purificada e caracterizada por Massad
et al. (1994), sua subunidade maior, AtfA, possui 24 kDa e n&o apresenta semelhanca
com nenhuma das proteinas ou fimbrias codificadas por P. mirabilis. Estes autores
também verificaram que essas fimbrias possuem maior expressao em caldo Luria
Bertani em temperatura 6tima de 23°C.

Um estudo realizado por Zunino et al. (2000) visou constatar o papel da ATF
na colonizag&o do trato urinario utilizando um mutante incapaz de expressar tal fimbria
e uma cepa selvagem. Os resultados certificaram que a ATF ndo apresenta funcdo na
colonizacédo do trato urinario, pois ndo foi observada diferenca estatistica significativa

entre o mutante e a cepa selvagem.

2.3.2 Urease

Um dos principais fatores de viruléncia expressos por P. mirabilis que contribui
para a infeccao do trato urinario € a enzima Urease que hidrolisa a ureia em amonia
(NH3) e diéxido de carbono (CO2) (NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010). A producéo de
amonia eleva expressivamente o pH local que resulta na precipitacdo de ions
formando cristais de calcio (apatita) e fosfato de magnésio e amonia (estruvita), esses
gue encontram-se retidos dentro dos polissacarideos produzidos pelas células
bacterianas formando um biofilme cristalino em cateteres (JACOBSEN et al., 2011,
STICKLER et al., 2014;).
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2.3.3 Formacéo de biofilme

O biofilme bacteriano € caracterizado por um aglomerado de bactérias
circundadas por uma matriz polimérica extracelular autoproduzida que pode aderir-se
a uma variedade de superficies bidticas e abidticas favorecendo a adaptacéo
bacteriana a ambientes hostis (BJARNSHOLT, 2013). Além disso, os biofilmes
bacterianos sdo considerados uma ameaca durante o processo infeccioso, tendo em
vista que esses conferem a bactéria a protecao contra o sistema imune do hospedeiro
e contra a acao dos agentes antimicrobianos, dificultando o tratamento da infecgao
(JAMAL et al., 2018).

A matriz extracelular € uma estrutura complexa secretada pelas proprias
bactérias e composta por uma variedade de substancias poliméricas (EPS -
extracellular polymeric substances), tais como exopolissacarideos, glicoproteinas,
glicolipideos e proteinas. Essas substancias se relacionam entre si e possibilitam a
adesdo as superficies (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007; MARTINEZ;
VADYVALOQO, 2014).

P. mirabilis € bastante conhecido pela sua capacidade em formar biofilme em
diversas superficies abidticas, tais como poliestireno, vidro, latex e silicone e em
superficies biodticas. Essa espécie é frequentemente relatada em biofilmes puros e
também polimicrobianos (JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011). Um dos biofilmes mais
frequentes produzidos por P. mirabilis € associado a cateteres urinarios, o qual torna-
se mais grave devido a expressao da enzima urease (SHAFFER; PEARSON, 2015).
Os biofilmes cristalinos proporcionam protecdo contra o sistema imunoldgico do
hospedeiro e aos antimicrobianos (COKER et al., 2000), além de interromper a
drenagem da urina através do cateter, caso este ndo fosse substituido pode propiciar
o fluxo contréario da urina infectada para os rins, ocasionando pielonefrite (STICKLER,
2014).

O desenvolvimento do biofilme bacteriano é formado por varios estagios que ja
foram bem elucidados, tais como a ligacdo primaria reversivel a uma superficie,
formacdo de microcolbnias (Adeséo irreversivel), inicio da maturacdo do biofilme,
diferenciacao para biofiime maduro estruturado e posteriormente a sua dispersao
(SAUER, 2003). O primeiro estagio é caracterizado pelo processo de adeséao
bacteriana a superficie (Figura 1A), a qual pode ser facilmente removivel por simples

processos de lavagem. Em superficies bioticas, esse estagio € mediado por
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interacdes especificas do tipo receptor-ligante, ao passo que em superficies abibticas
ocorre por interagdes fisico-quimicas, tais como interacdo de carga elétrica. Apds o
estabelecimento da adesdo inicial, essa torna-se irreversivel devido as fortes
interacOes fisico-quimicas ou por meio das estruturas expressas pela bactéria, tais
como as fimbrias e polimeros extracelulares (Figura 1B). Em seguida inicia-se a fase
da maturacdo do biofilme, caracterizado pelo inicio da multiplicacdo bacteriana e
secrecdo das substancias poliméricas (Figura 1C). A maturacdo completa do biofilme
€ exemplificada pela alta densidade celular e arquitetura do biofilme bem definida,
formado por um aglomerado de microcol6nias circudadas pela matriz polissacaridica
(Figura 1D). Nessa etapa, o biofilme apresenta canais que permitem a recepcao de
nutrientes e a eliminacdo de metabdlitos potencialmente toxicos, bem como a
interacdo entre as bactérias. Por fim, ocorre a destruicdo do biofilme e dispersao de
células bacterianas que podem dar inicio a um novo biofilme em outro lugar (Figura
1E) (SAUER, 2003; BJARNSHOLT, 2013; MARTINEZ; VADYVALOO, 2014; JAMAL
et al., 2018).

Figura 1 — Esquema dos estagios de desenvolvimento do biofilme bacteriano.

Fonte: SAUER, 2003.

Um estudo conduzido por Jansen et al. (2004), avaliou a participagdo da fimbria
MRP na formacgédo do Biofilme por P. mirabilis e observou que a cepa selvagem
(MRP/ON) que sempre expressava a fimbria formou significativamente mais biofilme
do que a cepa mutante (MRP/OFF). Esses resultados também foram relados por

Rocha et al. (2007), confirmando a importancia dessa fimbria na formacao de biofilme.
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2.3.4 Adeséo agregativa

O padrao de adesao agregativo foi identificado por Nataro et al. (1987), o qual
estudou diversas cepas de E. coli isoladas de fezes de criancas com diarreia e
verificaram que algumas dessas expressavam um fenotipo de adesdo em forma de
“tijolos empilhados” em cultura de células HEp-2 e laminula. Esse padréo de adesao
foi utilizado para classificar um novo patotipo de E. coli, diarreiogénica denominado
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).

A capacidade de adesdo no padrao agregativo pode auxiliar a bactéria na
persisténcia durante o processo infeccioso e conferir protecdo contra o sistema
imunologico (JANSEN et al., 2004). Esse fendtipo de adesao ja tem sido relatado em
Klebsiella pneumoniae isoladas de feridas abdominais (FAVRE-BONTE et al., 1995)
e em P. mirabilis isolados de ITU. (Rocha et al., 2007). Sabe-se que a fimbria MRP
contribui significativamente para a expressdo desse fenotipo de adesdo em P.
mirabilis (Rocha et al., 2007).

2.3.5 Proteases

Em P. mirabilis a protease que desempenha os processos-chave centrais para
estabelecer a infeccdo no hospedeiro € codificada pelo gene zapA e possui a
capacidade de degradar IgA e IgG (CARSON, 2011;SCHAFFER; PEARSON, 2015).

A proteina ZapA contribui para a habilidade do patégeno em colonizar o trato
urinario e destruir os componentes estruturais da matriz extracelular do hospedeiro,
no qual a sua presenca pode ser detectada na urina de pacientes com infeccao
ocasionada por P. mirabilis (ANEAS et al., 2001; NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010). A
principio, acreditava-se que esta protease era especifica em degradar
imunoglobulinas, particularmente IgA, mas estudos posteriores comprovaram que
essa é capaz de degradar uma ampla diversidade de proteinas do sistema
imunologico do hospedeiro (CARSON, 2011; BELAS; MANOS; SUVANASUTHI,
2004).

2.3.6 Sideré6foros

Os sideréforos sao peptideos que possuem intensa afinidade por ferro, sao

expressos por microrganismos e desempenham a atividade de sequestrar e
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transportar Fe* para o meio intracelular da célula bacteriana (ANDREWS et al., 2003).
E considerado um fator de viruléncia de suma importancia quando o ferro esta escasso
no ambiente, (DRECHSEL, et al., 1993; BENITE; MACHADO; MACHADO, 2002), pois
€ capaz de sequestra-lo do hospedeiro para ser utilizado no metabolismo bacteriano
(RUSSO et al., 2002; VIEIRA et al., 2007).

Segundo Winkelmann (2002), os principais precursores requeridos para a
biossintese de sideroforos sdo citrato, aminoacidos e dihidroxibenzoato. Uma vez
sintetizado e conduzido para o meio externo da célula bacteriana, o sideréforo quela
o ferro e liga-se com alta especificidade a um receptor que se encontra na membrana
externa que o conduzird para o periplasma (BRAUN, 1995) no qual ser& transportado
por proteinas até o citoplasma, onde o ferro se dissocia do sideréforo e € reduzido a
forma ferrosa (Fe*?) (FARALDO; SANSOM, 2003).

Em P. mirabilis a funcéo de sideroforo € desempenhada especialmente por a-
cetoacidos provindos da desaminacao do triptofano e fenilalanina (acido indolpirtvico
e acido fenilpiravico) e de outros a-cetoacidos que apresentam capacidade de quelar
ferro (DRECHSEL et al., 1993).

A principio pensava-se que P. mirabilis ndo possuia um sideréforo classico,
como o produzido em outros membros da familia Enterobacteriaceae, porém o
sequenciamento da cepa P. mirabilis HI4320 evidenciou que esta codifica dois
operons que sintetizam sideroforos (NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010), constituindo
um mecanismo importante na quelacdo do ion ferro, o qual é essencial para o
metabolismo bacteriano (SIQUEIRA, et al., 2009).

2.3.7 Hemolisinas

As hemolisinas s&o toxinas que se inserem na membrana plasmatica
eucaribtica e causam danos as células. Estas estdo relacionadas a proliferacéo de
bactérias nos rins do hospedeiro e ao desenvolvimento de pielonefrite em infeccdes
do trato urinario (MOBLEY; CHIPPENDALE, 1990). A atividade hemolitica expressa
por P. mirabilis é desempenhada por dois genes, hpmA e hpmB, que codificam,
respectivamente, as proteinas HpmA (166 kDa) e HpmB (63 kDa) (UPHOFF; WELCH,
1990; COKER et al., 2000; CESTARI et al., 2013).
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A proteina HpmA esta localizada no periplasma e sua acao é dependente da
proteina HpmB, que é encontrada na membrana externa e possui a fungéo de ativar
e transportar HpmA para o meio extracelular (TIMOTHY; RODNEY, 1990).

As hemolisinas produzidas por P. mirabilis sdo toxinas que possuem a funcéo
de induzir poros na membrana plasmética celular de organismos eucariontes e ndo
sao fundamentais para estabelecer a infec¢ao na fase inicial da ITU inferior (COKER,
2000). Sua acédo pode ser identificada por meio da lise de hemacias de carneiro,
originando um halo de hemodlise em torno do crescimento bacteriano em agar sangue
(MORGAN et al., 1985).

De acordo com Cestari et al. (2013) existem evidéncias de que a atividade
hemolitica esta relacionada com a capacidade invasiva e citotdéxica em células Vero
(Rim de macaco verde africano) por P. mirabilis, elevando sua viruléncia perante a
infeccdo. Tal indicio foi constatado por Swihart & Welch (1990), no qual fizeram uso
de mutantes hpmA e evidenciaram que estes perderam tanto a capacidade hemolitica
guanto citotoxica em células Vero.

Além disso, Swihart & Welch (1990) também observaram gue alguns isolados
de P. mirabilis podem expressar, além da HpmA, a hemolisina HIyA, que apresenta
similaridade com a HIyA produzida por E. coli e ndo é tdo frequente em P. mirabilis

guando comparada com a HpmA.

2.3.8 Proteus toxic agglutinin (Pta)

O gene ptA em P. mirabilis codifica uma protease alcalina dependente de
calcio, autotransportadora, imunogénica e com funcgéo proteolitica (NIELUBOWICZ;
SMITH; MOBLEY, 2008).

Um estudo realizado por Alamuri et al. (2009) visou construir mutantes de P.
mirabilis para os genes das citotoxinas hpmA e ptA com a finalidade de investigar a
atividade de ambas na infec¢cdo do trato urinario. A inativacdo da citotoxina Pta
resultou em diminuigdes significativas nas cargas bacterianas dos mutantes nos rins
dos camundongos, enquanto o mutante para os dois genes produziu menor efeito
citotoxico, sugerindo que o efeito aditivo de ambas toxinas € critico na infeccéo do

trato urinario.
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2.4 Sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é reconhecida como um problema de saude
publica crescente em todo o mundo, pois a maioria dos pacientes que desenvolvem
infeccbes adquiridas nos hospitais sdo causadas por bactérias patogénicas ou
oportunistas resistentes aos antimicrobianos (GUIDOS, 2011: FRIERI; KUMAR,;
BOUTIN, 2017).

A resisténcia bacteriana pode ser classificada como inata ou adquirida. A
resisténcia adquirida pode ser mediada por mutacdo ou por processos de
transferéncia genética, tais como conjugacao, transformacédo e transducédo. Esses
métodos de transferéncia conferem a bactéria uma ampla diversidade de mecanismos
bioguimicos de resisténcia, sendo os mais frequentes a inativacdo do composto
quimico por enzimas e a alteracéo do sitio alvo do antimicrobiano (GIEDRAITIENE et
al., 2011; ROCA et al., 2015).

O uso de antimicrobianos na producdo animal, especialmente na avicultura,
contribui diretamente para o aumento da resisténcia bacteriana. Os frangos de corte
possuem grande comercializacdo em todo o mundo, e devido a grande demanda de
vendas, a criacdo intensiva dessas aves acaba por utilizar altas quantidades de
antimicrobianos com o intuido de profilaxia, tratamento e como promotores de
crescimento (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI; CARRIQUE-MAS, 2017).

A utilizacéo de antimicrobianos na avicultura € um fator de risco para a saude
humana e muito se questiona sobre a presenca de residuos desses compostos
guimicos nos tecidos dos animais, além disso, o uso estendido desses compostos na
avicultura pode resultar na selecdo de bactérias resistentes e patogénicas em
humanos (MENDES, et al., 2013; FOUNOU et al., 2018).

O aumento da frequéncia de novas linhagens resistentes a antimicrobianos na
medicina veterinaria tem se tornado uma grande preocupacdo, pois as bactérias
resistentes estdo mais relacionadas com o alto indice de morbidade e mortalidade
quando comparadas com as cepas sensiveis (HELMS, et al., 2002; O'NEILL, 2016).

Os antimicrobianos foram introduzidos na medicina veterinaria posteriormente
a sua comercializacdo para fins terapéuticos em humanos. Alguns desses foram
atribuidos exclusivamente para o uso veterinario desde o inicio, mas pertencem as

classes de antimicrobianos comumente utilizados na medicina humana e que sao
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estruturalmente semelhantes, tais como os macrolideos e fluoroquinolonas
(PUYVELDE; DEBORGGRAEVE; JACOBS, 2018).

Wang et al. (2014) realizaram um estudo em hospitais de Taiwan com o intuito
de verificar a susceptibilidade e resisténcia de P. mirabilis isolados de varias fontes
entre os anos de 2002 a 2012 e constataram ao longo dos anos um aumento da
resisténcia aos antimicrobianos cefotaxima, ceftazidima e ciprofloxacina. O alto indice
de resisténcia a cefotaxima foi associado a producdo de B-lactamase e o de
ciprofloxacina ao elevado consumo de quinolonas.

Um estudo realizado por Wong, Wan e Chen (2013) avaliou o perfil de
suscetibilidade e resisténcia de 50 cepas de P. mirabilis isoladas de carcacas de
frango em Hong Kong e constatou que 80% destes eram resistentes a sulfametoxazol,
66% a cloranfenicol e acido nalidixico, 60% a ampicilina e estreptomicina, 52% a
ciprofloxacina, 46% a canamicina, 38% a gentamicina, 36% a ceftriaxona, 34% a
cefotaxima, 22% a ceftiofur e 16% a amoxicilina + acido clavulanico.

Nesse sentido, a resisténcia aos antimicrobianos na area veterinaria representa
Sérios riscos a saude humana, tendo em vista os relatos de bactérias multirresistentes
encontradas em alimentos de origem animal, representando um potencial patogénico

aos consumidores.

2.4.1 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Os antimicrobianos classificados como [-lactamicos sdo amplamente
empregados no tratamento de infeccbes causadas por Enterobactérias. Esses
incluem as classes das cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos. Em
contrapartida, uma das limitagcdes no tratamento com esses antimicrobianos, é devido
ao aumento de cepas produtoras de B-lactamases, enzimas que inativam o0s
antimicrobianos hidrolisando o seu anel estrutural B-lactamico (BEVAN; JONES;
HAWKEY, 2017). Esse fenbmeno de resisténcia bacteriana é responsavel por
consideraveis falhas terapéuticas, visto que essas cepas geralmente apresentam
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, limitando a terapéutica hospitalar
(DHILLON; CLARK, 2011; PITOUT, 2012).

As [-lactamases sao classificadas de acordo com dois sistemas de
nomenclaturas principais, o de Ambler e o Bush-Jacoby. O sistema de classificagao

de Ambler agrupa as enzimas de acordo com a sua estrutura, similaridade e sequéncia
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dos aminoacidos, essas sdo divididas em quatro grupos: A, B, C e D. O sistema de
classificagdo de Bush baseia-se na afinidade da hidrolise pelo substrato e na
inativacdo perante a inibidores destas enzimas (BONOMO, 2017).

O sistema de divisao de Ambler classifica as B-lactamases que possuem o
aminoacido serina no centro ativo da enzima como pertencentes as classes A, C e D,
sendo denominadas de serina-f-lactamases. Na classe B, séo agrupadas as enzimas
que sdo dependentes de ions zinco (Zn*?) como cofator para a sua funcionalidade,
denominadas de metalo-B-lactamases (RAWAT; NAIR, 2010).

Os genes responsaveis por codificar essas enzimas estdo localizados, na
maioria das vezes, em plasmideos, o que possibilita a sua transferéncia horizontal
para outras bactérias, inclusive de espécies distintas (DIERIKX et al., 2013). Nestes
plasmideos podem ser encontradas diversas familias de genes codificadores de (-
lactamases, tais como CTX-M, SHV, TEM e OXA (YE et al., 2013; RAHMAN, et al.,
2018).

Os genes codificadores de B-lactamases pertencentes a familia CTX-M e
mediados por plasmideos é relatado por todo o mundo, devido a alteracbes na
sequéncia génica, como a causada por mutacdo, que possibilitou o surgimento de
mais de 100 variantes distintas de CTX-M. A distribuicdo destas enzimas variam de
acordo com a localidade geografica, CTX-M-2 é a mais prevalente na América do Sul,
Israel e Japdo, CTX-M-14 na China e CTX-M-9/14 na Espanha (BONNET, 2004;
BEVAN; JONES; HAWKEY, 2017).

Geser, Stephan e Hachler (2012) avaliaram a presenca de enterobactérias
produtoras de ESBL nas fezes de animais de producéo na Suicga, correlacionando-as
com um possivel potencial zoon6tico a partir da disseminacdo destas cepas para a
cadeia alimentar. Foi possivel constatar a presenca de cepas produtoras de ESBL em
isolados de suinos, bovinos, ovinos e frangos, destacando-se as cepas isoladas de
frangos no qual foi encontrada uma alta prevaléncia de isolados ESBL positivo, com
0s genes blactx-m-1 (71%), blasnv-12 (17%) e blatem-s2 (10%).

Uma pesquisa realizada com 116 E. coli patogénica de aves (APEC) no Egito
evidenciou uma alta porcentagem de isolados portadores de ESBL (58,6%), no qual
0s genes blaTtem e blacrx-m-1 foram os mais prevalentes (AWAD; ARAFAT; ELHADIDY,
2016). Em outro estudo conduzido na Espanha, de 11 cepas de APEC resistentes as
cefalosporinas, seis eram produtoras de blacrx-m-14, duas de blasnv-12, duas de blacwy-
2 e uma de blashv-2 (SOLA-GINES et al., 2015).
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A alta prevaléncia de genes blacrtx-wem Enterobactérias, particularmente em E.
coli, K. pneumoniae e P. mirabilis, tem sido documentada no mundo todo (ZHAO; HU,
2013). Estudos realizados no Japao avaliaram a disseminagéo de genes blactx-v em
P. mirabilis de varios centros médicos distintos e geograficamente distantes e
constataram que mais de 97,3% dos isolados ESBL positivos eram produtores de
blactx-m-2, evidenciando uma alta prevaléncia desta enzima em isolados clinicos
(SHIBATA et al., 2006; KANAYAMA; KOBAYASHI; SHIBUYA, 2015). Em um Hospital
de Taiwan, na China, das 44 cepas clinicas de P. mirabilis produtoras de CTX-M, duas
carregavam a variante CTX-M-24, duas a CTX-M-66, 22 a CTX-M-14 e 18 a CTX-M-
13 (WU et al., 2008).

Uma das hipoteses que relacionam a emergéncia de bactérias portadoras de
ESBL isoladas de carcacas de frango no Canada é o uso do antimicrobiano ceftiofur,
uma cefalosporina de 3° geracao injetada em ovos com o intuito de controlar a onfalite
causada por E. coli em frangos de corte (Dutil et al., 2010).

Em relacdo a distribuicdo dessas enzimas em carnes de frango no Brasil,
Botelho et al. (2015) avaliaram 136 isolados de E. coli no Rio de Janeiro e detectaram
a presenca dos genes blactx-m-15, blactx-m-2 € blacTx-m-s em um, 17 e oito isolados,
respectivamente. Koga et al. (2015a) tiveram 0 mesmo objetivo e constataram uma
alta prevaléncia do grupo CTX-M-2, seguido por CTX-M-8. Outro estudo realizado por
Koga et al. (2015b) também detectou uma alta prevaléncia de CTX-M-2 e CTX-M-8
em isolados de carcassas de frango comercializadas no Norte do Parana. A alta
prevaléncia de CTX-M-2 e CTX-M-8 também foi constatada por Egervarn et al. (2014)
em carne de frango da Suécia importada da América do Sul, principalmente do Brasil,
no qual 95% das amostras continham E. coli produtoras de ESBL.

No Brasil, as enzimas do grupo CTX-M sao as mais prevalentes, destacando-
se CTX-M-2, a qual tem sido encontrada tanto em ambiente hospitalar quanto em
animais de producado. A deteccdo dessas enzimas tem sido relatada em cepas de
Salmonella enterica isoladas de produtos avicolas em varios estados brasileiros,
incluindo o Parana, um dos estados que mais se destaca na produgdo de carne de
frango (SILVA; LINCOPAN, 2012). Um estudo realizado por Warren et al. (2008) no
Reino Unido relatou a presenca de E. coli produtoras de CTX-M-2 em carne de frango
importada do Brasil.

Os estudos que avaliam a presenca de B-lactamases em P. mirabilis de origem

alimentar, assim como a carne de frango, sdo escassos, sendo essencial a realizacao
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de mais pesquisas, a fim de elucidar a sua prevaléncia. Nesse sentido, Wong; Wan e
Chen (2013) realizaram um estudo com 50 cepas de P. mirabilis isoladas de carcassas
de frango em Hong Kong e constataram uma alta prevaléncia de blatem-1(n=21) e
blaoxa-1 (n=18), seguido por Dblactx-m9 (n=6), destacando que alguns isolados

possuiram mais de um tipo de blagenes €m conjunto.

2.4.2 B-lactamases do tipo AmpC

As enzimas pertencentes a classe C de Ambler incluem as B-lactamases
AmpC, que sdo geralmente codificadas por blagenes localizados no cromossomo
bacteriano (BONOMO, 2017). Entretanto, existem algumas B-lactamases do tipo
AmpC codificadas por plasmideos (pAmpC) com alto potencial de disseminacao por
transferéncia horizontal bacteriana. Essas enzimas conferem resisténcia as
penicilinas, inibidores de B-lactamases e cefalosporinas, incluindo as de 32 geracao e
sao sensiveis a cefalosporina de 42 geracao e carbapenémicos (ROJAS, 2009). Além
desses substratos, também possuem atividade frente aos monobactamicos, porém
em nivel menor e geralmente apresentam diminuigdo na suscetibilidade a cefoxitina
(SANTIAGO et al., 2016).

Atualmente existem seis grupos distintos de AmpC mediados por plasmideos,
sendo esses ACC, CIT, DHA, EBC, FOX e MOX (JACOBY, 2009; CHUONG et al.,
2018). A diversidade de AmpC é proporcionada por mutacdes que causam alteracdes
nas sequéncias de aminoacidos e modificam a sua estrutura dando origem a novas
variantes. Dentre essas, CMY-2 (grupo CIT) é a mais prevalente em isolados clinicos
(JACOBY, 2009) e em animais de producédo (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002;
SANTIAGO et al., 2016; LALAK et al., 2016).

A producdo de AmpC em enterobacterias vem sendo relatada em todo o
mundo, tanto em isolados nosocomiais quanto ndo nosocomiais. A disseminacao
dessas enzimas € justificada pela transferéncia de plasmideos intra e interespécies
(JACOBY, 2009). Um grande numero de enterobactérias produtoras de AmpC
também é relatado em animais de producao e seus produtos carneos, em especial a
carne de frango (BOTELHO et al. 2015). A disseminacgao destas cepas portadoras de
genes plasmidiais AmpC ocorre tanto por humanos quanto por animais, destacando-

se os de producéo, que representam um fator de risco consideravel, tendo em vista a
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exportacao da carne e a disseminacao de cepas resistentes (VOETS et al.,2013; WU
et al., 2013).

De acordo com Botelho et al. (2015), linhagens bacterianas ndo patogénicas
codificadoras de B-lactamases ESBL e AmpC mediadas por plasmideos representam
poucos riscos a saude humana, em contrapartida, a possibilidade de transferéncia
horizontal desses genes € possivel, visto que o presente estudo comprovou a
transferéncia por conjugacdo dos genes blacwy-2 e blactx-m de linhagens néo
patogénicas para as patogénicas, representando riscos a saude humana.
Naturalmente, P. mirabilis ndo possui blaampc cromossomal, mas pode apresentar
essas enzimas em plasmideos (JACOBY, 2009; SANTIAGO et al., 2016).

Em relacéo a distribuicdo de pAmpC em alimentos de origem aviaria, Egervarn
et al. (2014) avaliaram a carne de frango importada da Europa e da América do Sul
para a Suécia e constataram E. coli portando a variante CMY-2 em paises europeus
(Alemanha, Dinamarca e Finlandia) e Sul Americanos (Argentina e Chile). A presenca
de E. coli portadora de blacwy também é relatada em carne de frango da América do
Sul importada para o Reino Unido (DHANJI et al., 2010). No Brasil, Koga et al. (2015b)
detectaram apenas o grupo CIT em E. coli no Norte do Parana e Botelho et al. (2015)
a variante CMY-2, no Rio de Janeiro. Em Hong Kong, China, 4\50 (8%) cepas de P.
mirabilis isoladas de carcacas de frangos também foram descritas por carregarem
CMY-2 (WONG; WAN; CHEN, 2013).

2.4.3 Genes de resisténcia as quinolonas (gnr)

Os antimicrobianos pertencentes a classe das quinolonas sao classificados
como sintéticos e de amplo espectro de agdo, comumente utilizados no ambiente
clinico frente ao tratamento de ITU e respiratério, incluindo tuberculose, infeccdes de
pele, intra-abdominais e sexualmente transmissiveis (KIM; HOOPER, 2014). Além do
uso clinico, alguns antimicrobianos pertencentes a essa classe sdo considerados
extremamente importantes para a medicina veterinaria, sendo utilizados no tratamento
de aves de producdo com septicemias, infeccdes respiratérias e doencas entéricas
(WHO, 2011; OIE, 2015).

No entanto, o uso difundindo de quinolonas, desde a sua descoberta, contribuiu
diretamente para o aumento e disseminacdo de cepas resisténtes a esses

antimicrobianos (KIM; HOOPER, 2014). Nesse contexto, 0os genes de resisténcia as
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quinolonas devido a determinantes plasmidiais (PMQR, do inglés, plasmid mediated
quinolone resistance) representam um potencial risco a saude publica, tendo em vista
a sua disseminacdo mundial, com maior prevaléncia em enterobactérias
(STRAHILEVITZ et al., 2009; RUIZ; PONS; GOMES, 2012a; RUIZ et al., 2012b)

A resisténcia as quinolonas devido a PMQR em bactérias Gram-negativas €
geralmente atribuida aos genes qnr, aac(6’)lb-cr, gepA e ogxAB (CATTOIR;
NORDMANN, 2009; HERNANDEZ; SANCHEZ; MARTINEZ, 2011; RUIZ et al.,
2012b). Os genes gnr sao frequentementes encontrados em plasmideos de
multirresisténcia, no qual os genes de (B-lactamases sao os mais comuns (JACOBY;
STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014). As proteinas codificadas por genes gnr reduzem a
suscetibilidade as quinolonas, protegendo as enzimas DNA girase e Topoisomerase
IV, alvos da droga (JONG et al., 2018).

A descoberta do primeiro gene de PMQR, denominado de gnrA foi realizada
por Martinez-Martinez; Pascual; Jacoby (1998) quando estudavam o plasmideo
pMG252 de um K. pneumoniae multirresistente isolada de infec¢do do trato urinério,
em Birmingham, Inglaterra. Atualmente, existem cinco familias de genes de
resisténcia do tipo gnr, sendo essas dominadas de gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS
(CATTOIR et al., 2007; CAVACO et al., 2009; WANG et al., 2009).

Em relacdo a deteccdo de genes qnr carregados por isolados clinicos de P.
mirabilis, gnrC e gnrD ja foram identificados na China (WANG et al., 2009; HU et al.,
2012;), gnrD na ltalia e Espanha (MAZZARIOL et al., 2012; MACHUCA et al., 2017),
gnrB e gnrS no Ird (MAJLESI et al., 2018), gnrA na Tunisia e Nigéria (MAHROUKI et
al., 2013; ALABI et al., 2017). Ja em P. mirabilis isolados de carcacas de frango, gnrA
e gnrD foram relatados em Hong Kong, sendo gnrD o mais prevalente (WONG; WAN,;
CHEN, 2013). Mais estudos precisam ser realizados para elucidar a prevaléncia de
genes qnr em P. mirabilis.

Um trabalho realizado por Zhang et al. (2014) com Salmonella spp isoladas de
carcacas de frango na China, detectou a presenca dos genes gnrA, gnrB e gnrS na
frequéncia de 11,3%, 13,9% e 2,4% respectivamente. Hu et al., (2012) também
identificaram os genes qnrB e gnrS em cepas de Salmonella spp. isoladas de carcagas
de frango em Beijing, China. O gene gnrB também ja foi descrito em Salmonella
isoladas de carne de frango na Coldombia (KARCZMARCZYK et al., 2010) e no Brasil
(FERRARI et al., 2011). O mesmo gene também foi detectado em E. coli, na Italia
(CERQUETTI et al., 2009).
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2.5 E. CoLI PATOGENICA DE AVES (APEC)

E. coli patogénica de aves (APEC) esta diretamente relacionada as doencas
extra-intestinais, a qual ocasiona grandes perdas no cenario avicola, tanto por queda
na producdo, morte e condenacédo de carcacas em matadouros e frigorificos. Essas
cepas podem possuir varios fatores de viruléncia, tais como adesinas, toxinas,
sistemas de captacao de ferro e resisténcia ao soro do hospedeiro (NAKAZATO et al.,
20009).

O aumento e persisténcia de colibacilose podem ser justificados pela grande
quantidade de E. coli isolada das fezes das aves e da cama de frango, o que torna
impossivel o seu controle total no ambiente de criacdo (MCPEAKE; SMYTH; BALL,
2005; DHO-MOULIN; FAIRBROTHER, 1999). Além disso, os principais genes de
viruléncia relacionados a APEC estdo localizados em plasmideos, o que facilita a
transferéncia genética mediada por conjugacédo e a emergéncia de cepas virulentas.
(DOBRINDT et al., 2010)

Johnson et al. (2008) realizaram um estudo comparativo entre cepas de E. coli
isoladas de infec¢éo e fezes aviaria e chegaram a conclusao de que os genes iroN,
ompT, hlyF, iss e iutA localizados em plasmideos sdo encontrados principalmente em
isolados de APEC, sugerindo que esses genes sao os indicadores na identificacao de
cepas de APEC.

Os principais genes associados as cepas de APEC desempenham varias
funcdes na patogenicidade, tais como sequestro de ferro do hospedeiro, no qual o
gene iroN e iutA sintetizam receptores dos sider6foros salmoquelina e aerobactina
respectivamente, ompT que codifica uma protease de membrana externa, iss que
fornece resisténcia ao soro do hospedeiro e hlyF que codifica uma hemolisina
(JOHNSON et al., 2008)

Skyberg et al. (2006) utilizaram uma estirpe receptora de E. coli fecal aviaria
para estudar as contribuicbes do plasmideo pAPEC-O2-ColV e comprovaram
estatisticamente que as cepas comensais que receberam o plasmideo mataram
significativamente mais embrides de frango quando comparado a cepa que nao
possuia o plasmideo, sugerindo que os genes de viruléncia encontrados nessa

estrutura conjugativa contribuem diretamente para a patogenicidade de APEC.
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2.5.1 Receptores de sideréforos IroN e [utA

O ferro € um elemento essencial tanto para o hospedeiro quanto para o patégeno,
pois ambos utilizam esse metal como cofator em vias metabdlicas bésicas, no qual
envolvem a replicacdo celular, transporte de elétrons e sintese de DNA (SCHAIBLE;
KAUFMANN, 2004).

Na maioria dos hospedeiros, a concentragcdo do ion férrico disponivel é
extremamente baixa, tendo em vista que cerca de 99,9% desse ion esta associado
com proteinas ligantes de ferro, como transferrina, ferritina, lactoferrina e hemoglobina
(Ll; STOCKER, 2009; WEINBERG, 2009)

Devido a baixa disponibilidade de ferro livre, as bactérias responderam a esta
alta presséao seletiva evoluindo seus mecanismos e produzindo moléculas de baixo
peso molecular e com alta afinidade por Fe*3, denominadas sideréforos, esses que
possuem a especificidade de sequestrar ferro do hospedeiro para manter o
metabolismo bacteriano ativo (CROSA; WALSH, 2002).

O gene iutA (Iron uptake transport) codifica uma proteina de membrana externa
gue fornece um sitio de ligacdo para o sideroforo aerobactina férrica. Ja o gene iroN
estd relacionado a sintese de receptores de sideréforo salmoquelina (TOKANO,
2008).

A aerobactina e salmoquelina sdo moléculas de captacao e transporte de ferro
comumente utilizadas por E. coli extra-intestinais. Estes sideroforos séo excretados
ao meio externo e se associam ao ion férrico formando um complexo estavel, por meio

do qual o ferro é transportado para o citoplasma bacteriano (MULLER et al., 2009).

2.5.2 Protease OmpT

O gene ompT codifica uma protease localizada na membrana externa capaz
de catalisar a quebra de ligacdes peptidicas em proteinas, liberando peptideos de
tamanhos variaveis ou aminoacidos livres (KIENLE et al., 1992) incluindo aqueles
que apresentam efeito antimicrobiano (STUMPE, et al.,1998).

Um estudo realizado por Hejair et al., (2017) analisou a fungcado do gene ompT
na patogenicidade empregando cepas selvagens e cepas mutantes para o gene em
patos e camundongos. Os resultados indicaram que a perda de ompT resultou na
diminuicao significativa de colonizacdo e capacidade de invasao de cérebros, pulmbdes

e sangue. A inativacdo do gene também reduziu a aderéncia em culturas de células
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BEnNnd.3, concluindo que o gene ompT implica diretamente na pataogenecidade de
APEC.

2.5.3 Resisténcia sérica Iss

A habilidade de algumas bactérias resistirem aos fatores séricos inibitorios do
hospedeiro, especialmente o sistema complemento, tem gerado varias pesquisas e é
considerado um dos principais fatores de viruléncia entre as cepas de APEC, tendo
em vista que bactérias sensiveis ao soro ndo possuem a capacidade de colonizar
orgédos internos e causar a colibacilose sistémica (MELLATA et al., 2003).

Ao que tudo indica, existem diversos componentes bacterianos que contribuem
para os casos de resisténcia sérica, dentre os quais podemos destacar a presenca de
capsula e a expressdo de proteinas de membrana externas, como a proteina Iss
“‘increased serum surviral” (LYNNE et al., 2007).

O gene iss codifica uma lipoproteina de 10-11 KDa localizada na membrana
externa bacteriana e que possui a capacidade de resistir a hidrélise acida. Esta
proteina possui a funcao de bloquear o complexo terminal do sistema complemento
que opera na membrana celular e ocasiona a lise bacteriana (BINNS et al., 1982).

2.5.4 Hemolisina HIyF

hlyF é um gene encontrado no plasmideo pAPEC-0O2-ColV, responsavel por
codificar a hemolisina HlyF de E. coli, sendo considerado um marcador epidemiolégico
entre as cepas de APEC (DISSANAYAKE; OCTAVIA; LAN, 2014).

Murase et al. (2015) fizeram uso de um modelo de infec¢cdo em frangos para a
avaliar a contribuicdo da hemolisina HIlyF na patogenicidade. Os resultados
comprovaram estatisticamente que a cepa mutada para o gene hlyF foi
significativamente recuperada em menor quantidade do sangue em relacdo a cepa
selvagems, comprovando que a hemolisina HlyF contribui para a viruléncia de APEC

durante a infecgéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar P. mirabilis isolados de carcacas de frangos com celulite quanto
ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e potencial de viruléncia por métodos
genotipicos e fenotipicos, além de avaliar a capacidade de duas cepas de P. mirabilis

em desenvolver celulite em frangos de corte.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
% Detectar genes associados a fatores de viruléncia em P. mirabilis;
% Caracterizar o padrao de adesédo em células HEp-2;
% Avaliar a capacidade dos isolados perante a formacao de biofilme;
% Analisar a capacidade citotoxica dos isolados em células Vero;

% Avaliar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico humano e

veterinario;

% Detectar genes de resisténcia aos antimicrobianos -lactamicos e

Quinolonas;

% Avaliar a capacidade de duas cepas de P. mirabilis em desenvolver celulite
em frangos de corte, sendo uma com maior potencial de viruléncia (LBUEL-
A33) e outra com menor potencial (LBUEL-A34).

+ Avaliar se as cepas (LBUEL-A33) + APEC (APEC 046) inoculadas juntas no
subcutaneo das aves causam lesées mais graves em comparacao a quando

foram inoculadas sozinhas.

% Avaliar as alteragBes histopatolégicas na pele e muasculo das aves

submetidas a inoculagdo com P. mirabilis e APEC 046.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 ArRTIGO |

Genotypic and phenotypic profiles of virulence factors and antimicrobial
resistance of Proteus mirabilis isolated from chicken carcasses: potential

zoonotic risk.

Abstract

Proteus mirabilis is an opportunistic pathogen often associated with a variety of human
infections acquired both in the community and in hospitals. In this context, the present
work aimed to evaluate the genotypic and phenotypic characteristics of the virulence
factors and antimicrobial resistance determinants of 32 P. mirabilis strains isolated
from chicken carcasses in a poultry slaughterhouse in the north of the state of Parana,
Brazil, in order to assess a potential zoonotic risk. The isolates presented a variety of
virulence genes that contribute to the development of infection in humans. The mrpA,
pmfA, atfA (fimbriae), ireA (siderophore), zapA, ptA (Proteases), and hpmA
(hemolysin) genes were found in 32 (100%) isolates and ucaA (fimbriae) in 16 (50%).
All isolates showed aggregative adherence in HEp-2 cells and formed biofilms. Of all
strains, 27 (84.38%) showed cytotoxic effects in Vero cells. Antimicrobial susceptibility
was tested using 20 antimicrobials, in which 25 (78.13%) strains were considered
multidrug-resistant. The presence of blaeseL and blaampc genes conferring resistance
to B-lactams and gnr to quinolones were also detected in the isolates after presumption
in the phenotypic test, in which 7 (21.88%) isolates contained the CTX-M-2 group, 11
(34.38%) contained CIT group and 19 (59.38%) contained gnrD. Therefore, chicken
carcasses contaminated with P. mirabilis may pose a health risk to the consumer, as
these isolates have a variety of virulence and antimicrobial resistance characteristics

that can be found in P. mirabilis strains isolated from human infections.
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Introduction

The Brazilian poultry industry has been outstanding in both the national and
international markets, with Brazil being considered the second largest producer and
leader in the world export of chicken meat. The southern region of Brazil is responsible
for the majority of the production of broilers, with Parana state being the largest national
producer and accounting for more than 35% of the exports of all chicken meat
produced in the country [1].

In view of the commercialization and relevance of the product throughout the
world, it is essential to ensure the microbiological quality of poultry meat. In fact, all
processing steps during and after the chicken slaughter can contaminate the meat with
bacteria present in the avian microbiota and in the slaughterhouse, especially in
equipment that helps in the handling of carcasses, cuts, and by-products [2].

The fact that Proteus spp. is isolated from chicken feces along with other enteric
bacteria, such as Escherichia coli, indicates its function as a component of the normal
intestinal microbiota [3]. This facilitates the transfer of these bacteria to the slaughter
line and cross-contamination, especially in the carcass evisceration process [4].

Some of these bacterial contaminants may remain after carcass processing and
survive storage. It is therefore essential for the consumer to be aware that chicken
meat can be a source of transmission of micro-organisms. Therefore, taking care of
the disinfection of the handling tools after the preparation of the meat in order to avoid
possible cross-contamination is essential [4].

The isolation of P. mirabilis from food products is documented in some studies,

especially in those of animal origin, such as chicken meat, and some of these isolates
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are considered multidrug-resistant (MDR) [5, 6]. Bacterial resistance is a global public
health threat and the excessive use of antimicrobials in poultry accelerates this
phenomenon [7]. The problem is predicted to increase considerably in the coming
years due to the intensification of the production of foods from animal origin and the
irrational use of antimicrobials [8].

P. mirabilis is a Gram-negative bacterium widely found in the environment and
isolated from the gastrointestinal tract of humans and other animals [3]. Although it is
considered as a commensal, the reports of occasional cases of infection and the
description of nosocomial outbreaks point to its pathogenic potential as an
opportunistic bacterium. Urinary tract infection (UTI) stands out as the most prevalent
P. mirabilis infection, which has the capacity to cause other diseases in humans [9].

The ability of P. mirabilis to establish a host infection is conferred by the
presence of several virulence factors, such as fimbriae, urease, flagellum, capsule,
siderophores, proteases, and hemolysins that support the development of infection
[10].

Thus, P. mirabilis may have pathogenic potential, cause food poisoning in
consumers [11, 12], and may be a public health threat to society due to its strong
association with a variety of human infectious diseases [13]. Thus, more research is
indicated to discuss and elucidate the zoonotic potential of P. mirabilis.

The present work aimed to characterize P. mirabilis strains isolated from
chicken carcasses in the slaughter line, as well as the genotypic and phenotypic
characteristics of virulence factors and antimicrobial resistance. To our knowledge, this
is the first study from Brazil that explores the general virulence and antimicrobial
resistance characteristics of P. mirabilis strains isolated from carcasses of broiler

chickens, in order to explore their zoonotic potential.
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Materials and methods
Bacterial samples

Overall 32 P. mirabilis strains were collected from the thighs and abdomen of
carcasses of non-eviscerated broilers in two time periods separated by a 15-day
interval. All carcasses were randomly selected in the slaughter line during a sanitary
inspection of a poultry slaughterhouse in the north of Parana, Brazil. The isolates were
collected using sterile Swabs and the collected material was transported in Cary-Blair

medium (Difco™, USA).

Bacterial Identification

The collected material was transferred to Brain Heart Infusion broth (Difco™,
USA) and cultured at 37°C for 24 h. After bacterial growth, the samples were plated on
MacConkey Agar plates (Difco™, USA), and incubated at 37°C for 24 h. Suspected
colonies were confirmed to be P. mirabilis with the biochemical tests EPM, MILi

(PROBAC™, BR) and Simmons citrate (Difco™, USA).

Detection of Virulence Genes

The bacterial DNA was obtained with the boiling extraction method. The
polymerase chain reaction (PCR) was performed on a GeneAmp PCR System 9700
thermal cycler (Applied Biosystems™) containing the final volume of 25 L, composed
of 2 mM MgClz2 (Invitrogen™), 10X buffer (Invitrogen™), 0.2 mM dNTPs (Invitrogen™),
20 pmol Primer Forward, 20 pmol Primer Reverse (Invitrogen™), 1.25U Taq DNA
polymerase (Invitrogen®), bacterial DNA and Milli-Q ultrapure water (Millipore™). PCR
products were size separated with gel electrophoresis on a 2% agarose gel stained
with SYBR SAFE (Invitrogen™) and emerged in TBE buffer (89 mM Tris base, 89 mM

Boric Acid, 2 mM EDTA, pH 8.3). The molecular marker used was a 1 Kb Ladder
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(Invitrogen™). The amplicons were observed in a transilluminator with ultraviolet light
(Vilbert Loumart™). The primers designed in this study were based on a genetic
sequence analysis published in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database and were used in the PCR following the conditions: 95°C/5 min, 30
cycles of 95°C/1 min, hybridization temperature/1 min, 72°C/1 min and final extension
at 72°C/7 min. The strain P. mirabilis HI4320 was used as positive control [14]. Table

1 shows all the genes studied.

Adherence in HEp-2 cells

The adherence capacity of the 32 isolates of P. mirabilis to Human Larynx
Carcinoma (HEp-2) cells was analyzed as previously described [18]. Bacterial-cell
interactions were assayed for 6 hours. HEp-2 cells were grown in 24-well plates with
13 mm coverslips containing 1 mL DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). After
formation of a HEp-2 cell monolayer, the medium was discarded and the plates were
washed three times with phosphate-buffered saline (PBS), containing 9.7 mM
Na2HPO4, 1.25 mM KH2PO4, 137.93 mM NacCl, and 2.68 mM KCI. Next, 1 mL DMEM
without antibiotics supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS) was added to each
well. Subsequently, a 40 uL aliquot of the bacterial culture overnight in tryptic soy broth
(TSB) was added to each well and the plates were incubated for 3 hours at 37°C. After
this step, the wells were washed five times with 1 mL sterile PBS to remove non-
adhering bacteria. Once more, 1 mL of DMEM with 2% SFB was added to the wells
and incubated for an additional 3 hours at 37°C. At the end of the 6 hours period, the
wells were washed 5 times with PBS, then the coverslips were fixed with 100%
methanol and stained with May-Grinwald for 5 minutes and Giemsa for 20 minutes.

The coverslips were observed under a light microscope at 1000x magnification.
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Cytotoxicity in Vero cell cultures

All 32 bacterial isolates were tested in Vero cells (African green monkey kidney)
to evaluate cytotoxic capacity as demonstrated [19], with modifications. The isolates
were cultured in 3 mL TSB broth at 37°C for 18 h under shaking at 180 rpm. After
bacterial growth, the samples were centrifuged at 13000 g for 10 minutes. The
supernatants were collected and filtered through a syringe filter with a PVDF
membrane (Durapore™) with 0.22 um pore size and 47 mm diameter. Filtered
supernatants were added in four repetitions each to a 96-well polystyrene plate at a
dilution of 1:10 and subsequently incubated for 72 h at 37°C and 5% CO:..

The cytotoxicity of the isolates was quantified measuring the metabolic activity
of Vero cells with the MTT (3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide) assay [20]. Cells without bacterial supernatant were used as a negative
control and E. coli 0157:H7 (EDL933) was used as a positive control for cytotoxicity in
Vero cells [21]. The isolate was considered highly cytotoxic when 50% or more of cell

death were measured in comparison with the negative control.

Biofilm formation

The biofilm assay was performed on 96-well polystyrene plates as previously
described [22] using crystal violet. E. coli 042 (O44:H18) [23] was used as positive
control for biofilm formation and TSB Broth (Difco™) only was used as negative control.
The absorbance readings (A) were performed in a spectrophotometer at a wavelength
of 570 nm. The threshold value of the absorbance (T) confirmed the biofilm formation
and was defined as the sum of the arithmetic mean of the negative control (nc) and

three times the standard deviation (8), according to the formula (T = xnc + 30).
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Susceptibility to antimicrobials

The resistance of all 32 isolates was evaluated with the disc diffusion method in
Mueller-Hinton agar, using the antimicrobials as recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute [24]. The antimicrobials (Oxoid™) used were: Ampicillin
(AMP) 10 pg, amoxicillin + clavulanate (AMC) 20/10 g, cephalotin (CFL) 30 ug,
cefoxitin (CFO) 30 ug, ceftazidime (CAZ) 30 ug, Ceftriaxone (CRO) 30 ug, cefotaxime
(CTX) 30 pg, cefepime (CPM) 30 ug, nalidixic Acid (NAL) 30 pg, norfloxacin (NOR) 10
Mg, ciprofloxacin (CIP) 5 ug, trimethoprim-sulfamethoxazole (SUT) 1.25/23.75 ug,
aztreonam (ATM) 30 ug, chloramphenicol (CLO) 30 pg, gentamicin (GEN) 10 ug,
amikacin (AMI) 30 ug, ertapenem (ETP) 10 ug and imipenem (IPM) 10 ug. Additionally,
ceftiofur (CTF) 30 pg, enrofloxacin (ENO) 5 ug were used [25]. The third-generation
cephalosporin-resistant strains were evaluated for the production of extended-
spectrum B-lactamases (ESBL) by the double-disc synergism technique following the
CLSI recommendations [24]. E. coli ATCC® 25922™ was used for quality control

purposes.

Detection of resistance genes

The detection of resistance genes was performed by PCR assay. The isolates
phenotypically positive for ESBL production were screened for the presence of
resistance genes encoding the CTX-M type enzymes 1, 2, 8, 9 and 25 [26], TEM and
SHV [27]. The isolates suspected to produce AmpC were also screened for resistance
genes from six plasmid mediated AmpC-specific families, MOX, FOX, EBC, ACC,
DHA, and CIT [28]. The quinolone resistance genes gnrA, gnrB, gnrS [29] and gnrD

[30] were also investigated in the suspected isolates.
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Results
Genotypic and phenotypic profile of virulence

The bacterial isolates studied presented a variety of virulence genes that enable
and contribute to the development of infection in humans. The mrpA, pmfA and atfA
genes encode fimbriae and were found in 32 (100%) isolates. The ucaA gene also
encodes a fimbriae and was the less prevalent, being found in only 16 (50%) isolates.
Among the protease encoding genes, zapA and ptA were detected in 32 (100%)
isolates. Regarding the genes encoding hemolysins, hpmA was detected in 32 (100%)
isolates and hlyA was not found in any of them. The gene ireA, responsible for
encoding a siderophores receptor was detected in all isolates, evidencing a high
prevalence of these gene in P. mirabilis isolated from chicken carcasses.

The phenotypic characterization of the virulence factors investigated in our
study showed that all 32 (100%) isolates expressed a pattern of aggregative adhesion
to HEp-2 cells cultures and showed a capacity for biofilm formation in polystyrene
plates, in which 17 isolates (53.12%) formed a strong biofilm and 15 (46.88%) a very
strong biofilm. The profile of biofilm formation of the strains is shown in figure 1. In
addition to these phenotypic characteristics of virulence, a highly cytotoxic effect on
Vero cell culture was measured for a total number of 27 (84.38%) isolates. The
genotypic and phenotypic profile of the virulence factors of these strains is presented

in table 2.

Genotypic and phenotypic profile of resistance to antimicrobials
Twenty antimicrobials belonging to several classes were tested. Resistance
profiles of isolates ranged of strains susceptible to all antimicrobials tested to strains

resistant to 15 different antimicrobials. Of all the antimicrobials tested, the isolates
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presented higher frequency of resistance (> 50%) to ampicillin, amoxicillin-clavulanic
acid, cefotaxime, nalidixic acid, enrofloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole and
gentamicin. The isolates showed greater susceptibility to the antimicrobials aztreonam,
chloramphenicol, amikacin, ertapenem and imipenem, highlighting the last two in
which none of the isolates presented resistance. The frequency of antimicrobial
resistance of the isolates is shown in figure 2. Of all the strains, 25 (78.13%) were
MDR, being resistant to three or more classes of antimicrobials [47].

The blaess. genes, responsible for conferring resistance to [(-lactam
antimicrobials were detected in seven (21.88%) presumptive isolates in the phenotypic
test and confirmed in genotypic screening as a CTX-M-2 positive group. Regarding the
blaampc genes, 11 (34.38%) isolated showed only the CIT group.

The plasmidial gene gnrD that confers resistance to quinolones was found in 19
(59.38%) isolates, demonstrating the high prevalence of this gene in P. mirabilis
isolated from chicken carcasses. The CTX-M-2 and CIT groups were found together
in two isolates, CIT and gnrD in seven and gnrD and CTX-M-2 in three isolates. The
three resistance genes detected in our study were not found together in any of the

isolates.

Discussion

The bacterial isolates studied presented a variety of virulence genes that enable
and contribute to the development of infection in humans. Among the virulence factors,
fimbriae are considered of great importance in the infection process, since they allow
the adhesion of the bacterial cell to host cells [9]. Our results evidenced a variety of
genes responsible for encoding fimbriae that contribute to infection in humans. The

fimbriae Mannose-resistant Proteus-like (MR/P), Proteus mirabilis fimbriae (PMF) and
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uroepithelial cell adhesin (UCA) mediate the colonization of the host urinary tract [31,
32]. A study conducted by Barbour et al. [33] detected the mrpA gene in all strains of
P. mirabilis isolated from chicken and human and identified a high nucleotide similarity
between them, suggesting a possible zoonotic potential of these strains. The ambient
temperature fimbriae (ATF) do not contribute to UTI, but its expression may allow the
permanence of P. mirabilis in the environment [16].

A high prevalence of genes encoding proteases, hemolysins and siderophores
receptors was also found in our isolates. The ZapA protease has the ability to degrade
a wide variety of structural proteins, as well as proteins playing a role in the host
immune system [34] and expression of the PtA protease significantly increases the
bacterial colonization in the kidneys of mice [35]. The hemolysin HpmA is commonly
detected in uropathogenic strains of P. mirabilis [17] and play a role in the formation of
pores in the eukaryotic plasma membrane causing damage to host cells. These toxins
are related to the proliferation of bacteria in the kidneys of the host and the
development of pyelonephritis [36]. The hemolysin gene hlyA is less frequent in P.
mirabilis [17, 37] and was not found in any of the bacterial isolates studied by us. The
siderophore receptor encoded by the ireA gene is considered an important factor of
virulence in obtaining Fe*3 from the host and maintaining bacterial metabolism during
the infectious process [38].

Few studies involving research on virulence factors in P. mirabilis strains of food
origin are reported. This is the first study that shows evidence for the presence of the
virulence genes pmfA, ucaA, atfA, hpmA, zapA, ptA and ireA in P. mirabilis isolated
from chicken carcasses.

The colonization of the epithelium is important for P. mirabilis uropathogenicity.

This ability can be demonstrated by experiments using different cell lines [39]. The
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aggregative adherence pattern has been previously reported in clinical isolates of P.
mirabilis [15]. It is known that the expression of the MR\P fimbriae contributes to this
adhesion pattern [15]. This evidence supports our results since all the isolates had the
mrpA gene and expressed the aggregative adherence pattern. This is the first report
of P. mirabilis isolated from chicken carcasses expressing the aggregative adherence
pattern in HEp-2 cells. Until then, this pattern has been demonstrated only in human
clinical isolates [15].

The cytotoxic effect is also considered important in the infection process and
was exhibited by most of our isolates (84.38%). There is evidence that the hemolysin
HpmaA is responsible for most of the cytotoxicity in renal cell lines since the isogenic
mutant strains for this virulence factor were significantly less cytotoxic than the wild
type strains [40]. In addition to hemolysin, the MR/P fimbriae also contributes to
cytotoxicity in Vero cells [41].

Foodborne biofilm-forming bacteria pose serious risks to human health and
have become increasingly frequent in the food industry, opportunizing the
dissemination of biofilm-forming strains, mainly through cross-contamination [42, 43].
Our results are alarming, considering that all the strains isolated from chicken
carcasses in a slaughterhouse in the north of Parana formed strong or very strong
biofilm.

In the host, biofilm formation protects bacteria from the immune system and
antimicrobials, as well as contribute to the persistence of infection [44]. Biofilms in P.
mirabilis are well studied, they are mainly associated with urinary catheters, which can
block urinary flow and cause ascending infection, pyelonephritis and possible sepsis

[45]. It is important to note that some of our isolates, such as the strain LB UEL - A07,
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expressed a biofilm at the intensity similar to the positive control EAEC 042, a
diarrheagenic E. coli very well known to form a very strong biofilm [23] (Figure 1).

The isolation of bacteria that pose a threat to the health of the consumer
becomes more aggravating when these, besides having factors of virulence, also
present resistance to the antimicrobials, mainly when these are used for the treatment
of infections in humans [46]. Our results in figure 2 show, that even though many
antimicrobials are prohibited on poultry farms, a high frequency of P. mirabilis MDR
was found, in which 25 (78.13%) isolates were resistant to three or more classes of
antimicrobials [47].

The presence of MDR P. mirabilis and producers of ESBLs isolated from
chicken meat has been reported in a few studies [6, 48]. The high prevalence of CTX-
M-2 and CIT groups has been reported in E. coli isolated from chicken carcasses in
Parand, Brazil [49]. In addition, a study in the UK reported the detection of the CTX-M-
2 group in E. coli isolated from chicken meat imported from Brazil [50].

It is important to highlight the considerable rate of resistance to quinolones and
cephalosporins of the third and fourth generation found in this study (Figure 2), since
these antimicrobials are frequently used in the treatment of human infections [51, 52].
Similar results were also found in a study in China [6]. Currently, a variety of human
infectious diseases are currently treated with quinolones, including abdominal
infections, chronic bronchitis, community-acquired pneumonia, hosocomial infections,
sexually transmitted infections, skin infections and urinary tract infections [51]. This is
the first study reporting the detection of antimicrobials resistance genes blactx-m-2,
blacit and gnrD em P. mirabilis isolated from chicken carcasses in Brazil.

Therefore, chicken meat can be a source of transmission and dissemination of

P. mirabilis strains resistant to antimicrobials and carriers plasmid-mediated resistance
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genes to the community. Thus, it is essential that chicken producers are cautious about
the prophylactic use of antimicrobial agents in poultry production, mainly as a food
additive [53]. The study of resistant bacteria and plasmid-mediated resistance is
important mainly because infections caused by resistant strains are more related to
high morbidity and mortality rates than susceptible strains [54].

In the present study, it was demonstrated that chicken carcasses of a
slaughterhouse in the north of Parana are a potential risk for consumer health. As
shown in table 2, they carried P. mirabilis strains with a great diversity of virulence
factors and antimicrobial resistance determinants, both phenotypically and genetically.
This finding is alarming, since the state of Parana is responsible for most of the chicken
meat exports from Brazil [1].

P. mirabilis has been associated with outbreak of gastroenteritis and vomiting
in a study that found the identical P. mirabilis strain in a diarrheic stool sample and
vomit of a patient affected with food poisoning [55]. The associations of food poisoning
caused by P. mirabilis were confirmed during an outbreak caused by the consumption
of pork cooked in China, in which a identical strain was isolated from the hospitalized
individuals, kitchen handler, waiter and contaminated food waste, proving the clonal
relation of the strains by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

The high frequency of P. mirabilis recovered from chicken carcasses is alarming
since several cases of human infections caused by this pathogen have been reported,
including gastrointestinal infections [13], Crohn's disease [56], pneumonia [57], sepsis

and infection of the central nervous system [58] and urinary tract infections [10].

Conclusions
In conclusion, P. mirabilis isolated from chicken carcasses have a variety of

virulence factors and are resistant to multiple antimicrobials used in the treatment of
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human infections. Therefore, it is important that the consumer is aware of the risk when
handling and preparing chicken meat, as well as performing a correct disinfection of
the kitchen tools after the preparation of this meat, in order to avoid contact, cross-

contamination, and food poisoning with this pathogen.
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Table 1. Genes associated with virulence of P. mirabilis screened by PCR.

Genes Primers sequences (5" =23") Fragments (bp) Temperatures References
o (B ATAcoRTMcSAGCoCCAS s e
moa  (QOASCHTICMITICOMIMICEA gt s
wan (3 SCTTITACHTCCCCRoCoeT
pmin [QCMITTMICASMCCACIC n o sc Tssud
wn  TMIICHOACCTOCSSTIOCA s we G
- QosAcTSCONTCCocTeT,
aon  (TCSIETCCTTCSCCTCRh
na (QSTICASCCSCTAICMEATC s s
hiyA (F) AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177 63 °C [17]

(R) ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

bp: base pairs



Table 2. Genotypic and phenotypic characteristics of virulence and antimicrobial resistance of P. mirabilis isolated from chicken carcasses.
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Strains Virulence genes A.A C.V.C Biofilm Phenotypic profile of resistance Re;iesrfzgce
LB UEL — AO1 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, amc, cfl, cfo, caz, ctx, nal, eno, sut. CIT, gnrD
LB UEL — A02 MIpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + - + Amp, ctf, amc, cf, cfo, caz, cro, cbx, cpm. nal, eno, CIT, gnrD
LB UEL — AO3 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + - + Amp, amc, cfl, cfo, caz, ctx, nal, sut, gen. CIT
LB UEL — A04 MIpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, am, Cfel'n(g,oéiffzs’uf,“;’eﬁx’ cpm, nal, nor, CTX-M2, gnrD
LB UEL — A05 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, ame, cfl, caz, cr;e,nc.tx, nal, eno, cip, sut, atm, gnrb
LB UEL — A06 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, nal, nor, eno, cip, sut, gen. qnrD
LB UEL — AO7 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, amc, cfl, nal, nor, eno, cip, sut, atm, gen. qnrD
LB UEL — A08 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, amc, cfl, cfo, caz, cro, ctx. CIT
LB UEL — A09 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, amc, cfl, cfoét;:r:%g-x, cpm, nal, eno, sut, CTX-M2, CIT
LB UEL - A10 MIpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + - + Amp, ctf, amc, cfl, Cfo'ci‘l’;’oélftt_x* cpm, nal, nor, eno, CTX-M2, gnrD
LB UEL — A1l mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, cfl, cfo, cro, ctx, cpm, nal, nor, eno, cip, sut. CTX-M2, gnrD
LB UEL — A12 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + cfl, nal, sut. Not found
LB UEL — A13 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + - + Amp, ctf, cfl, cfo, caz, cro, ctx, nal, eno, sut, gen. CIT, gnrD
LB UEL — A14 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Cfl. Not found
LB UEL — A15 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ctf, cfl, cfo, caz, cro, ctx, nal, eno, sut, clo, gen. CIT, gnrD
LB UEL — A16 MIpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amp, ame, cfl, cfo, Cazégr']f"a‘;;’i‘j nal, nor, eno, cip, sut, CIT, gnrD
LB UEL — A17 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + + Amc, cfl, cfo, caz, ctx, cpm, nal, atm. Not found



Amp, ctf, amc, cfl, cro, ctx, cpm, nal, eno, cip, sut,
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LB UEL — A18 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA, + + gen CTX-M2
LB UEL — A19 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Not found. Not found
LB UEL — A20 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, nal, nor, eno, cip, sut, gen. qgnrD
LB UEL — A21 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, cfl, nor, eno, cip, sut, clo, gen. qgnrD
LB UEL - A22 MrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, ctf, am, cfl, cfo, caz, cro, ctx, cpm, nal, nor, CTX-M2, CIT
eno, cip, sut, atm.

LB UEL — A23 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Nal. eno. qnrD
LB UEL — A24 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, cfl, nor, eno, cip, sut, gen. qnrD
LB UEL — A25 MIpPA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, ctf, amc, cfl, cfo, cz;ze,ncro, ctx, nal, eno, sut, clo, CIT, gnD
LB UEL — A26 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, cfl, cfo, nal, nor, eno, cip, sut, gen. qnrD
LB UEL — A27 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, amc, cfl, cfo, caz, cro, ctx, nal, eno, sut, gen. CIT, gnrD
LB UEL — A28 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Ctf, amc, cfl, cfo, nal, sut, gen, ami. Not found
LB UEL — A29 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Nal, eno, cip. qgnrD
LB UEL — A30 mrpA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, ctf, amc, cfl, cfo, cro, ctx, cpm, nal, gen. CTX-M2
LB UEL — A31 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Cfl, cfo, nal, eno. Not found
LB UEL — A32 mrpA, ucaA, pmfA, atfA, ireA, ptA, zapA, hpmA + + Amp, amc, cfl, cfo, nal, sut, gen. Not found

A.A: aggregative adhesion; C.V.C: cytotoxicity in vero cells; +: positive; -: negative; AMP: ampicillin; CTF: ceftiofur; AMC: amoxicillin-clavulanic acid; CFL:
cephalotin; CFO: cefoxitin; CAZ: ceftazidime; CRO: ceftriaxone; CTX: cefotaxime; CPM: cefepime; NAL: nalidixic acid; NOR: norfloxacin; ENO: enrofloxacin;

CIP: ciprofloxacin; SUT: trimethoprim-sulfamethoxazole; ATM: aztreonam; CLO: chloramphenicol; GEN: gentamicin; AMI: amikacin.



Fig. 1. Intensity of P. mirabilis biofilm isolated from chicken carcasses.
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Fig. 2. Frequency of antimicrobial resistance of P. mirabilis isolated from chicken
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5.2 ARTIGO Il

Perfil de viruléncia de Proteus mirabilis isolados de lesdes de celulite em

carcacas de frangos de corte: um novo agente etiologico

Resumo

O presente estudo surgiu com o intuito de isolar Escherichia coli de lesdes de celulite
em carcacas de frangos de corte, sabendo-se que essa € a espécie mais isolada. Em
contrapartida, a espécie mais recuperada das lesbes foi Proteus mirabilis. Sendo
assim, o objetivo do nosso estudo foi caracterizar genotipica e fenotipicamente os
fatores de viruléncia de duas cepas de P. mirabilis isoladas de carcacas de frango
com lesbes de celulite e avaliar a capacidade dessas cepas em reproduzir
experimentalmente as lesbes em frangos de corte. A cepa com maior potencial de
viruléncia (LBUEL-A33) possuiu 0s genes mrpA, pmfA, ucaA, atfA (Fimbrias), zapA,
ptA (Proteases), hpmA (Hemolisina) e ireA (Sideréforo), formou um biofilme muito
forte, expressou o padrdo de adeséo agregativa e citotoxicidade em células Vero, ao
passo que a cepa com menor potencial (LBUEL-A34) ndo possuiu 0s genes pmfA e
ucaA, formou um biofilme forte e ndo expressou citotoxicidade. Ambas as cepas
desenvolveram celulite em 24 horas pés-inoculacao (Pl) e o grau das les6es nao foi
significativamente alterado até 120 horas (Pl), assim como no controle positivo (E. coli
— APEC 046). A cepa LBUEL-A33 também foi inoculada em associagdo com APEC
046 e as lesbes ndo se agravaram significativamente. A analise histoldgica evidenciou
que a cepa LBUEL-A33 desenvolveu alteracdes similarmente a APEC 046, a qual
diferenciou-se pela capacidade de ocasionar infeccdo sistémica, caracterizada pela
presenca de bactérias dentro do vaso sanguineo. Conclui-se que ambas as cepas de
P. mirabilis isoladas em nosso estudo possuem varios fatores de viruléncia e a

capacidade de desenvolver celulite em frangos de corte.
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1 INTRODUCAO

A celulite aviaria é uma doenca caracterizada pela inflamacédo do tecido
subcutaneo, principalmente na regido abdominal e coxas, com a presenca de
exsudatos caseoso e placas fibrinonecroticas (FALLAVENA et al., 2000; BIANCO et
al., 2016). O desenvolvimento da celulite em frangos de corte € predisposto por
traumas e escoriacbes na pele da ave que favorecem a entrada de bactérias
patogénicas (MACKLIN et al., 1999).

No contexto sanitario da producédo avicola, a celulite destaca-se como uma das
principais causas de condenacéo parcial ou total de carcacas, no qual Escherichia coli
é considerada o principal agente etiolégico da doenca (NOLAN et al., 2015; POULSEN
et al., 2018). Além da E. coli, outras espécies também sdo associadas a celulite, tais
como Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Enterobacter agglomerans,
Pasteurella multocida, Streptococcus dysgalactiae e Staphylococcus aureus (GOMIS
et al., 2001), todavia com menor frequéncia e assumem menor relevancia na
patogénese da doenca.

Proteus mirabilis é uma bactéria Gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae e amplamente encontrada no meio ambiente e microbiota
intestinal de diversas espécies de animais que atuam como reservatorio
(DRZEWIECKA, 2016). Em contrapartida, P. mirabilis é classificado como um
patbgeno oportunista, pois eventualmente pode causar infeccbes significantes e
persistentes em seres humanos, como feridas, infecgbes oculares, gastrintestinais e
do trato urinario (ARMBRUSTER et al., 2018). Os estudos associando P. mirabilis as
infeccbes em animais sao escassos, porém ja foram relatadas infeccbes do trato
urinario em cées e gatos (MARQUES et al., 2018) e em peixes, causando grande
indice de mortalidade (PATTANAYAK et al., 2018).

Diversos fatores de viruléncia que auxiliam no desenvolvimento de infecgdes,
como fimbrias, urease, proteases, hemolisinas, sideréforos e a capacidade de formar
biofiilme ja foram descritos em P. mirabilis em isolados de origem humana
(ARMBRUSTER et al., 2018). Dentre esses fatores, as fimbrias sdo consideradas de
suma importancia, ja que P. mirabilis possui uma excepcional habilidade de adeséo
as células do hospedeiro, pois seu genoma consta com o suporte de varios operons
gue codificam fimbrias (PEARSON et al., 2008).
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O presente estudo surgiu com o intuito de isolar E. coli de lesbes de celulite em
carcagcas de frangos de corte, sabendo-se que essa € a espécie mais isolada.
Entretanto, a espécie mais recuperada das lesdes foi P. mirabilis, sendo isolada em
cultura pura e em associagcao com E. coli. Nesse sentido, o presente trabalho teve
como objetivo caracterizar genotipica e fenotipicamente os fatores de viruléncia de
duas cepas de P. mirabilis isoladas de lesdes de celulite em carcacas de frango e
avaliar a capacidade dessas cepas em reproduzir experimentalmente as lesées em

frangos de corte.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foram isoladas 34 cepas de P. mirabilis de lesbes caracteristicas de celulite
localizadas no peito, coxas ou abdome de carcacas de frangos de corte nao
evisceradas em duas coletas separadas por um intervalo de 15 dias. Todas as
carcacas foram selecionadas de maneira aleatéria na linha de abate e inspecéo
sanitaria de um frigorifico localizado no Norte do Parana — Brasil. Os isolados foram
coletados com o auxilio de Swab estéril e transportados em meio Cary-Blair (Difco™,
USA). Todas as 34 cepas de P. mirabilis recuperadas de celulite foram submetidas a
uma caracterizacdo genotipica e fenotipica de seus fatores de viruléncia (dados néo
mostrados). Apenas duas cepas foram selecionadas para a realizacdo do ensaio in
vivo, sendo uma cepa de P. mirabilis com maior potencial de viruléncia (LBUEL-A33)
e outra com menor potencial (LBUEL-A34). As cepas de P. mirabilis HI4320
(PEARSON et al., 2008) e Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC 046) pertencente
a colecéo de isolados do Laboratorio de Medicina Aviaria da Universidade Estadual
de Londrina foram utilizadas como controle positivo na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

2.2 ldentificac&o bacteriana

O material coletado das lesbes de celulite foi transferido para o caldo BHI -
Brain Heart Infusion (Difco™, USA) e cultivado a 37°C durante 24 horas. Apés o
crescimento bacteriano, as amostras foram semeadas em agar MacConkey (Difco™,

USA) e incubadas a 37°C por 24 horas. As colbnias suspeitas foram submetidas a
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triagem bioquimica com o auxilio dos testes de EPM, MILi (PROBAC™, BR) e Citrato
de Simmons (Difco™, USA).

2.3 Deteccéo de genes de viruléncia

Os genes de viruléncia associados a patogenicidade de P. mirabilis foram
detectados pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os
primers descritos na Tabela 1. O DNA bacteriano foi obtido pelo método de extracéao
por fervura seguido de choque térmico. A reacdo da PCR foi realizada em um
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems,
USA), contendo o volume final de 25 pL, composto de MgClz - 2 mM - (Invitrogen®),
tampéo 10X (Invitrogen®), dNTPs - 0.2 mM (Invitrogen®), Primer Forward - 20 pmol,
Primer Reverse - 20 pmol (Invitrogen®), Tag DNA polimerase — 1.25U (Invitrogen®),
DNA template e &gua ultrapura. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% corado com SYBR SAFE (Invitrogen®) e emergido em tampéao
TBE (89 mM Tris base; 89 mM Acido Bérico; 2 mM EDTA; pH 8,3). Foi utilizado o
marcador molecular 1 Kb Ladder (Invitrogen®). Os amplicons foram observados em
transluminador com luz ultravioleta (Vilbert Loumart, France). Além dos genes de
viruléncia de P. mirabilis, os genes plasmidiais iutA, hlyF, iss, iroN, e ompT associados
a patogenicidade de APEC também foram pesquisados, seguindo Johnson et al.
(2008).
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Tabela 1 — Genes associados a viruléncia de P. mirabilis rastreados na PCR.

Genes Primers sequences (5" =23") Fragments (bp) References
Temperatures
Pearson et
lleA  (F) ACTACGATAACGAGCGCCAG .
(R) GCCCTAACTGGGGGAATACG 681 60°C al. (2008)
MpA  (F) GAGCCATTCAATTAGGAATAATCCA 648 58 G Roczhgo‘;t al.
(R) AGCTCTGTACTTCCTTGTACAGA (2007)
UcaA  (F) GCTTTTACATCCCCAGCGGT 476 60 0C Este estudo
(R) GCTGCATTTGCTGGCTCATC
(F) CAAATTAATCTAGAACCACTC .
PMIA (R) ATTATAGAGGATCCCTTGAAGGTA 617 54°C Este estudo
Zunino et
AfA  (F) CATAATTTCTAGACCTGCCCTAGCA .
(R) CTGCTTGGATCCGTAATTTTTAACG 686 60°C al. (2000)
PtA  (F) CCACTGCGATTATCCGCTCT 636 509C Este estudo
(R) ATCGGCAGAAGTGACAAGCA
ZapA (F) TATCGTCTCCTTCGCCTCCA 332 59 °C Este estudo
(R) TGGCGCAAATACGACTACCA
(F) GTTGAGGGGCGTTATCAAGAGTC Cestari et
hpmA  (R) GATACTGTTTTGCCCTTTTGTGC 709 55 °C al. (2013)
Cestari et
HiyA  (F) AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177 639G o o019

(R)ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

pb: pares de base
2.4 Aderéncia em células HEp-2

A capacidade de aderéncia dos isolados as células de Carcinoma de Laringe
Humana (HEp-2) foi avaliada como previamente descrito por Cravioto et al., (1979)
durante um periodo de 6 horas. As células HEp-2 foram cultivadas em placas de 24
pocos com laminulas circulares de 13 mm contendo 1 mL de DMEM (Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco) (Gibco®) com Estreptomicina, Penicilina e Anfotericina B
100 pg/mL (Sigma, St. Louis, MO). Apés a formagédo da monocamada de células HEp-
2 0 meio foi descartado e os pocos foram lavados trés vezes com Solucdo Salina
Tamponada com Fosfato - PBS (NazHPOa4 9,7 mM; KH2PO4 1,25 mM;NaCl 137,93
mM; KCI 2,68 mM). Posteriormente, 1 mL de meio DMEM suplementado com 2% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionada a cada poco junto a
uma aliquota de 40 uL da cultura bacteriana cultivada por 18 horas em caldo triptico
de soja (TSB) (Difco™, USA) e as placas foram incubadas por 3 horas a 37°C.

Posteriormente, os pocos foram lavados cinco vezes com 1 mL de PBS estéril para
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remover as bactérias ndo aderentes. Novamente, 1 mL de DMEM com 2% de SFB foi
adicionada aos pocos e as placas foram incubadas por 3 horas a 37°C. Finalmente,
os pocos foram lavados cinco vezes com PBS e as laminulas foram fixadas com
metanol 100% e coradas com May-Griinwald e Giemsa (Sigma, St. Louis, MO) por 5

e 20 minutos respectivamente.
2.5 Formacao de biofilme

O ensaio de biofilme foi realizado em placas de poliestileno contendo 96 pocos
de acordo com Kwiecinska-Pirdg et al. (2014) utilizando cristal violeta. E. coli 042
(NATARO et al., 1995) foi usada como controle positivo para a formacéo do biofilme
e apenas o caldo TSB (Difco™) como controle negativo. As leituras de absorbancia
(A) foram realizadas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 570 nm. O
valor limiar da absorbancia (T) confirmou a formacé&o do biofilme e foi definido como a
soma da média aritmética do controle negativo (nc) e um valor triplo de seu desvio

padrédo (d), conforme a férmula (T = xnc + 30).
2.6 Citotoxicidade em culturas de células Vero

O perfil de citotoxicidade dos isolados em células Vero foi avaliado como
previamente descrito por Konowalchuk et al. (1977), com modificacdes. Os isolados
foram cultivados em 3 mL de caldo TSB (Difco™) por 18 horas sob agitacdo a 180
rpom. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 13000 x g por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram filtrados em filtro de seringa com membrana de Fluoreto de
polivinilideno — PVDF (Durapore®) com 0,22 um e na sequencia foram adicionados
aos pocos da placa de poliestireno na diluicdo de 1:10, e incubado a 37°C e 5% CO:
por 72 horas. A citotoxicidade dos isolados foi quantificada apds a avaliacdo da
atividade metabdlica das células Vero pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5- difenil- tetrazélio), de acordo com Murakami et al. (2000). Células Vero
sem o sobrenadante foram utilizadas como controle negativo e como controle positivo
a cepa E. coli O157:H7 (EDL933) (YU; KAPER, 1992). O isolado foi considerado
citotoxico quando atingiu um percentual de 50% ou mais de morte celular quando
comparado ao controle negativo.

2.7 Inducao experimental de celulite in vivo
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O experimento in vivo foi realizado no infectério do Laboratério de Medicina
Aviaria da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Todos os procedimentos
realizados em nosso estudo foram aprovados pela comissdo de ética no uso de
animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina protocolo N°25523.2017.93.

Foram alojados um total de 45 frangos de corte de um dia de idade, machos e
pertencentes a linhagem Ross. Os animais receberam agua e racao nao medicada ad
libitum, bem como o aquecimento conforme a idade. Os animais foram distribuidos

em grupos conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Descricéo dos tratamentos avaliados na indugéao experimental de celulite
in vivo.

Tratamentos Descri¢cdes N° de aves
T1 Grupo controle negativo — aves inoculadas com PBS 9
Grupo controle positivo — aves inoculadas com a cepa APEC
T2 9
046
Grupo de aves inoculadas com a cepa P. mirabilis LBUEL-
T3 9
A33
Grupo de aves inoculadas com a cepa P. mirabilis LBUEL-
T4 9
A34
T5 Grupo de aves inoculadas com a cepa APEC 046 em 9

associagcdo com a cepa P. mirabilis LBUEL-A33

2.7.1 In6culo

O preparo do indculo foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Norton et al. (1997) com modificagbes. Assim, as cepas utilizadas no desafio
experimental in vivo foram cultivadas em caldo BHI (Difco™) por 18-24 horas a 37°C.
Apo6s esse periodo, a cultura foi semeada em Tryptic Soy agar (Difco™, USA)
suplementado com 5% de sangue de carneiro. Algumas coldnias foram transferidas
para o caldo BHI (Difco™) e incubadas novamente por 18-24 horas a 37°C. A cultura
foi submetida a diluicdo (1:10) para obter o inéculo de (108 UFC/mL), o qual foi
confirmado com plagueamento em agar MacConkey (Difco™, USA). Todas as aves

foram inoculadas dentro de uma hora ap0s a realizacdo das dilui¢des.
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2.7.2 Desafio e escore das lesdes

O desafio foi realizado aos 15 dias de vida (dv) das aves e consistiu em inocular
1 mL da cultura bacteriana (108 UFC/mL) ou PBS diretamente no tecido subcutaneo
da regido peitoral com o auxilio de uma agulha estéril (0,45x13mm). Previamente ao
desafio foi realizada a assepsia local com Clorexidina 2%.

Nos momentos 24, 72 e 120 horas ap0s a inoculagédo, trés aves de cada grupo
foram eutanasiadas por deslocamento cervical e submetidas ao exame de necropsia.
O material de todas as aves foi coletado com o auxilio de Swab estéril, o qual foi
friccionado sobre a regido subcutanea, apos a assepsia e incisdo da pele. Os Swabs
foram inoculados em caldo BHI (Difco™) e incubado a 37°C por 24 horas. Apés esse
periodo, a cultura foi semeada em agar MacConkey (Difco™, USA) e uma col6nia
bacteriana de cada lesdo/ave foi selecionada para a identificacdo bioquimica e triagem
para os genes de viruléncia, a fim de confirmar a cepa inoculada. O escore
macroscopico da leséo foi classificado em auséncia de leséo, discreta, moderada e
grave de acordo com Peighambari et al. (1995).

2.7.3 Andlise histologica

Com o intuito de avaliar as caracteristicas das lesdes microscopicas,
fragmentos de 1 cm? de pele e musculo do peito das aves pertencentes aos
tratamentos T1, T2, T3 e T5 foram coletados, fixados em formalina tamponada 10%
por 24 horas e posteriormente conservados em alcool 70° GL até o processamento.
Os fragmentos de tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de
alcoois, embebidos em parafina e realizados cortes histolégicos (5um) corados pela
técnica de hematoxilina/eosina (HE). As laminas foram observadas ao microscopio

Optico.

2.7.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Formado por cinco
grupos, contendo nove animais cada um. Os resultados do escore macroscopico das
lesdes (cm?) foram submetidos a andlise de variancia, seguido pelo teste de Scott-
knott, utilizando o software estatistico R versdo 3.5.1. Diferencas estatisticamente

significativas foram consideradas quando p <0.05.



87

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacao genotipica e fenotipica dos fatores de viruléncia.

Em relacdo as caracteristicas genotipicas de viruléncia, ambas as cepas
LBUEL-A33 e LBUEL-A34 possuiram genes relacionados a patogenicidade de P.
mirabilis em humanos. A cepa LBUEL-A33 apresentou todos 0s genes pesquisados e
associados a patogenicidade de P. mirabilis, com excecéo do hlyA, responsavel por
codificar a hemolisina HIyA (Tabela 3). A cepa LBUEL-A34 apresentou um perfil
genotipico de viruléncia similar a LBUEL-A33, diferenciando-se pela auséncia dos
genes pmfA e ucaA, envolvidos na codificacdo de fimbrias (Tabela 3). Os genes
plasmidiais iutA, hlyF, iss, iroN, e ompT comumente associados a viruléncia de APEC
nao foram encontrados em nenhuma das duas cepas.

A caracterizacdo fenotipica dos fatores de viruléncia evidenciou que a cepa LB
UEL-A33 expressava o padrao de adesédo agregativa em células HEp-2, formava um
biofilme com intensidade muito forte e era altamente citotéxica em células Vero. A
cepa LBUEL-A34 também apresentou adesao agregativa, porém formou um biofilme
com intensidade forte e ndo foi considerada altamente citotdxica. O perfil genotipico e

fenotipico de ambas as cepas € representado na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos fatores de viruléncia das
cepas utilizadas no experimento in vivo.

Ensaios genotipicos Ensaios fenotipicos
Cepas Genes de viruléncia de Genes de -
P mirabilis viruléncia de HEp-2* Biofilme Vero**
' APEC
LBUEL-A33 mrpA, pmfA, ucaA, atfA,  Nzo detectado Adeséo Muito forte  Sim
zapA, ptA, hpmaA, ireA agregativa
LBUEL-A34 mrpA, atfA, zapA, ptA, Nao detectado Adeséo Forte Nao
hpmaA, ireA agregativa

* Perfil de adesdo em células HEp-2; ** Citotoxicidade em células Vero.

3.2 Inducao experimental de celulite in vivo

Todas as aves que foram inoculadas com a cepa de APEC 046 (T2), Proteus
mirabilis LBUEL-A33 (T3), LBUEL-A34 (T4) e LBUEL-A33 associada a APEC 046 (T5)

apresentaram lesdes caracteristicas de celulite em 24 horas apds a inoculacao.
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Enquanto que as aves do controle negativo, inoculadas com PBS (T1) néo
desenvolveram lesdes. Foi observado, que 6/9 (66,67%) aves pertencentes ao grupo
T2, apresentaram lesdes classificadas como graves e 3/9 (33,33%) como moderadas.
Ja em T3, 4/9 (44,44%) apresentaram lesbes graves e 5/9 (55,56%) moderadas. No
T4, 3/9 (33,33%) aves apresentaram lesdGes graves, 5/9 (55,56%) moderadas e
1/9(11,11%) discreta, ao passo que no T5, 6/9 (66,67%) aves apresentaram lesdes
graves e 3/9 (33,33%) moderadas.

Em relacdo ao grau das lesfes, foi encontrada diferenca significativa entre os
tratamentos (p < 0,05), mas ndo entre os dias apés a inoculacdo em cada tratamento
(p > 0,05), evidenciando que o tempo nao foi um fator agravante na severidade da
lesdo, a0 menos nas primeiras 120 horas poés-inoculacdo. Todos os tratamentos
diferiram-se do controle negativo (T1), mas nao diferiram entre si, evidenciando que
as cepas APEC 046, LBUEL-A33, LBUEL-A34 e APEC 046 associada a LBUEL-A33
foram capazes de desenvolver grau de lesdes similares.

As aves referentes aos tratamentos T2, T3, T4 e T5 apresentaram lesdes
macroscopicas tipicas de celulite na regido do peito, caracterizadas pela presenca de
exsudatos caseosos e hemorragias j& em 24 horas pds-inoculacdo (Figura 1).
Algumas aves também apresentaram concomitamente congestdo e sufusbes na
musculatura do peito, petéquias, equimoses e edemas. As cepas APEC 046, LBUEL-
A33 e LBUEL-A34 foram recuperadas de todas as lesdes em 24 e 72 horas poés-

inoculacao.
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Figura 1 — Perfil das lesdes de celulite ocasionadas pelas cepas utilizadas na indugao

experimental in vivo.
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Presenca de Placas caseosas (+) e hemorroagias (V) no tecido subcutaneo, 24 horas ap6s o desafio.
(A) T1 - controle negativo (PBS); (B) T2 — Controle positivo (APEC 046); (C) T3 - P. mirabilis com maior
poténcial de viruléncia (LBUEL-A33); (D) T4 — P. mirabilis com menor poténcial de viruléncia (LBUEL-

A34); (E) T5 — Infecgéo mista (APEC 046 + LBUEL-A33).
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3.2 Avaliacao histopatoldgica

A avaliacado microscopica revelou que os fragmentos de pele e musculo peitoral
do grupo controle negativo (T1) ndo apresentaram alteracdes patolégicas (Figura 2A
e 3A). Na pele das aves do grupo controle positivo (T2), foi possivel observar a
presenca de edema intersticial difuso acentuado, congestdo de vasos sanguineos
(Figura 2B), infiltrado inflamatorio histiocitario perivascular e émbolos bacterianos
dentro do vaso sanguineo (Figura 2C). Além disso, foi possivel observar a derme com
uma extensa area de necrose caracterizada por infiltrado heterofilico, difusa presenca
de bactérias Gram-negativas intralesionais cincunscritas por infiltrado histiocitico e
difusa presenca de bactérias Gram-negativas no intersticio com acentuada presenca
de émbolos bacterianos (Dados ndo mostrados). O musculo do peito apresentou
necrose focalmente extensa e moderada das fibras musculares, presenca de infiltrado
inflamatorio (Figura 3B) e colbnias bacterianas em meio a restos celulares de uma
fibra muscular necrosada (Figura 3C).

A pele das aves incouladas com a cepa LBUEL-A33 (T3) apresentou edema
moderado e infiltrado histiocitario na derme (Figura 2D). Também foi possivel observar
a presenca de infiltrado heterofilico e histiocitico difuso discreto na derme, necrose
focal da derme caracterizada por infiltrado heterofilico, restos celulares e bactérias
Gram-negativas intralesionais (Dados nao mostrados). O muasculo peitoral das aves
apresentava discreta presenca de infiltrado inflamatério no epimisio e necrose das
fibras musculares (Figura 3D).

Na pele das aves do grupo infeccao mista (T5) observou-se a presenca de
bactérias no interior de vasos sanguineos (Figura 2E), edema instersticial difuso
acentuado da derme, infiltrado histiocitico acentuado da derme e presenca de
bactérias Gram-negativas intralesionais (Dados ndo mostrados). Ja o musculo peitoral
apresentou uma acentuada necrose das fibras musculares (Figura 3E), infiltrado
histiocitico e heterofilico discreto a moderado, presenca de bactérias Gram-negativas

no intersticio e émbolos bacterianos (Dados ndo mostrados).
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Figura 2 — Alteracdes microscopicas encontradas na pele das aves.

(A)
Pele normal de ave do T1 (controle negativo). HE. Barra 100 um. (B) Pele de ave do T2 (controle
positivo) evidenciando congestéo de vasos ({) e edema intersticial (*) difuso, acentuado. HE. Barra 200
um. (C) Pele de ave do T2 evidenciando émbolos bacterianos dentro do vaso (V) e infiltrado
inflamatério histiocitario perivascular (). HE. Barra 10 uym. (D) Pele de ave do T3 evidenciando
presenca de infiltrado inflamatério (V) e moderado edema (*). HE. Barra 20 um. (E) Pele de ave do T5

evidenciando a presenca de bactérias no vaso (¥). HE. Barra 20 pm.
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Figura 3 — AlteracBes microscopicas encontradas no musculo peitoral das aves.

(A) Masculo normal de ave do T1. HE. Barra 100 um. (B) Musculo de ave do T2 evidenciando necrose
focalmente extensa, moderada das fibras musculares (V) e infiltrado inflamatério (¥). HE. Barra 100
um. (C) Musculo de ave do T3 evidenciando colfnias bacterianas em meio a restos celulares de uma
fibra muscular necrosada (V). HE. Barra 10 um. (D) Musculo de ave do T3 evidenciando discreta
presenca de infiltrado inflamatério no epimisio () e necrose das fibras musculares (V). Barra 100 pm.
(E) Musculo de ave do T5 evidenciando acentuada necrose das fibras musculares (V). HE. Barra 100

um.

4 DISCUSSAO

Tanto a cepa LBUEL-A33 quanto a LBUEL-A34 apresentavam fatores de
viruléncia que contribuem para a infeccdo em humanos, tais como fimbrias, proteases,
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hemolisinas, sideréforos, adeséo agregativa e capacidade de formar biofilme. Dentre
esses fatores, as fimbrias sdo consideradas de suma importancia, pois auxiliam a
adeséao da bactéria as células do hospedeiro (ARMBRUSTER et al., 2018). As fimbrias
Mannose-resistant Proteus-like (MR/P), Proteus mirabilis fimbriae (PMF) e
uroepithelial cell adhesin (UCA) contribuem significativamente para a adesdo e
colonizacéo do trato urinario do hospedeiro (PELLEGRINO et al., 2013; ZUNINO et
al., 2007), no qual uma alta prevaléncia dos genes que as codificam também ja foi
relatada em cées e gatos com ITU (MARQUES et al., 2018). A fimbria temperatura
ambiente (ATF) n&o auxilia no desenvolvimento da ITU (ZUNINO et al., 2000), mas a
sua expressao contribui significativamente para a adesao e formacéao de biofilme em
superficies abidticas (SCAVONE et al., 2016), podendo viabilizar a permanéncia de
P. mirabilis no ambiente aviario, especialmente na cama de frango.

Para que a bactéria persista no hospedeiro durante o processo infeccioso, é
indispensavel que essa tenha a capacidade de evadir do sistema imune do
hospedeiro. Em P. mirabilis, essa habilidade é desempenhada pela protease ZapA,
responsavel por degradar uma ampla variedade de proteinas estruturais e do sistema
imune, tais como IgA e IgG (BELAS et al., 2004). Foi observado neste estudo que
ambas as cepas de P. mirabilis possuiram os genes zapA e foram recuperadas das
lesbes até na ultima necropsia (120 horas apds o desafio), evidenciando a sua
persisténcia na celulite em frangos de corte. Ja a expressao da protease PtA contribui
significativamente para autoagregacao bacteriana e citotoxicidade em linhagens de
células renais e da bexiga (ALAMURI; MOBLEY, 2008).

As hemolisinas HpmA e HIyA sdo consideradas citotoxicas para uma variedade
de células, pois formam poros na membrana plasmética e ocasionam a lise das células
do hospedeiro (ARMBRUSTER et al., 2018). A hemolisina HpmA é frequentemente
mais encontrada do que a HIyA em P. mirabilis uropatogénico (CESTARI et al., 2013),
0 que pode justificar a auséncia do gene hlyA em ambas as cepas do nosso estudo.
A presenca dos genes hmpA e zapA também tem sido relatada em P. mirabilis
causando grande escala de mortalidade em peixes (PATTANAYAK et al., 2018). O
gene ireA é responsavel por codificar um receptor de sideroforo, o qual é considerado
um importante fator de viruléncia na obtencdo de Fe*®* do hospedeiro para a
manuten¢ao do metabolismo bacteriano durante o processo infeccioso (SCHAFFER;
PEARSON, 2015).
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O fato de ambas as cepas apresentarem uma variedade de genes de viruléncia
comumente detectados em P. mirabilis isolados de infecgcdes em humanos, mas nao
possuirem os genes plasmidiais comumente associados a viruléncia de APEC, indica
que P. mirabilis possui os seus préprios fatores de viruléncia que podem estar
envolvidos no desenvolvimento da celulite em frangos de corte.

Esse indicio pode ser sustentado pelo fato de que as fungbes exercidas pelos
principais genes de viruléncia associados a APEC, tais como iroN e iutA (receptores
de sideréforos) ompT (protease) e hlyF (hemolisina) também séo exercidas por genes
de viruléncia encontrados em P. mirabilis, tais como ireA (receptores de sideréforos),
ptA e zapA (proteases) e hpmA (hemolisinas).

Poucos estudos relatam a caracterizacdo dos fatores de viruléncia de P.
mirabilis isolados de infeccbes em animais, 0 que dificulta a compreensédo da
prevaléncia desses fatores nesses isolados. Esse € o primeiro estudo que caracteriza
o perfil de viruléncia de P. mirabilis isolados de lesdes de celulite em carcacas de
frango e comprova experimentalmente a sua capacidade em reproduzir a infecgcdo em
frangos de corte.

A colonizacdo do tecido do hospedeiro € considerada um importante
mecanismo de patogenicidade bacteriana na persisténcia da infeccdo (WANG et al.,
2011). Em nosso estudo, tanto a cepa LBUEL-A33 quanto a LBUEL-A34 expressaram
o padrdo de adesdo agregativa e a capacidade de formar biofilme, fendtipos ja
evidenciados em P. mirabilis uropatogénicos (ROCHA et al., 2007). Embora
multifatorial, sabe-se que a fimbria MRP contribui significativamente para a
expressdo de ambos os fenotipos (ROCHA et al., 2007). Esses resultados suportam
os achados de nosso estudo, pois ambas as cepas de P. mirabilis possuiram o gene
mrpA e expressaram o padrédo de adesdo agregativa e biofilme. A formacéo de
biofilme confere protecédo as respostas imune do hospedeiro e aos antimicrobianos,
contribuindo para a colonizacdo e persisténcia da bactéria durante o processo
infeccioso (KOSTAKIOTI et al., 2013).

O efeito citotéxico sobre células Vero representa a expressao de genes que
contribuem para esse fendétipo, tais como o hpmA, no qual a sua expressao €
responsavel pela maior parte da citotoxicidade em linhagens de células renais
(MOBLEY et al., 1991). Ambas as cepas de P. mirabilis possuiram o gene hpmA, mas

somente a cepa LBUEL-A33 expressou o efeito citotéxico em células Vero, sugerindo
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que a cepa LBUEL-A34 ndo expressou 0 gene hpmaA in vitro, mas que esse pode ser
expresso in vivo e contribuir para a citotoxicidade.

NOs acreditamos que os genes fimbriais mrpA e pfmA ndo contribuem
significativamente para a o desenvolvimento da celulite, tendo em vista que a cepa
LBUEL-A34 n&o apresentava esses genes e ocasionou lesdes estatisticamente
similares a cepa LBUEL-A33 que 0s possuia.

Quanto ao biofilme, foi possivel identificar que as lesdes ocasionadas pela
cepa LBUEL-A33, que expressou um biofilme muito forte, ndo diferiram das lesbes
ocasionadas pela cepa LBUEL-A34, que expressou um biofilme forte, sugerindo que
essas intensidades de biofilme podem contribuir da mesma forma no desenvolvimento
da celulite.

As lesBes macroscopicas evidenciaram que as cepas LBUEL-A33 e LBUEL-
A34 ocasionaram lesfes estatisticamente similares as ocasionadas pelo controle
positivo (APEC 046), uma APEC portadora dos genes iroN, iutA, ompT, hlyF e iss
isolada de um surto de colibacilose no Norte do Parana, Brasil. Além disso, foi possivel
identificar que as lesdes ndo se agravaram quando as cepas LBUEL-A33 e APEC 046
foram inoculadas juntas. Sendo assim, P. mirabilis também pode ser considerado um
agente primario da celulite em frangos de corte e ocasionar a condenacdo de
carcagas, resultando em prejuizos econémicos.

Em nosso estudo, observamos que as placas caseosas e hemorragias no
tecido subcutaneo das aves apareceram em 24 horas pés-inoculacdo (Figura 1),
evidenciando que as cepas de P. mirabilis desenvolvem lesGes de celulite
rapidamente, assim como a APEC 046. Resultados similares foram encontrados por
Norton et al. (1997) que utilizaram uma cepa de E. coli para induzir experimentalmente
a celulite em frangos de corte e observaram o aparecimento de placas caseosas em
18 horas pos-inoculagdo. Estudos anteriores também relataram lesdes macroscopicas
ocasionadas por E. coli semelhantes as relatadas em nosso estudo, caracterizadas
pela presenca de placas caseosas e hemorragias (MESSIER et al, 1993;
PEIGHAMBARI et al., 1995).

Em relacdo as alteracbes patolégicas microscépicas, ndés observamos que
tanto a cepa APEC 046 quanto a LBUEL-A33 ocasionaram lesGes similares,
caracterizadas por edema acentuado difuso, necrose das fibras musculares, infiltrado
heterofilico e histiocitico e bactérias intralesionais. Em contrapartida, a APEC 046

possuiu a capacidade de desenvolver infeccdo sistémica nas aves, evidenciada pela
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presenca de bactérias dentro do vaso sanguineo (Figura 2C), caracteristicas ndo
observadas no T3. As caracteristicas de infec¢do sistémica também foram observadas
no T5 (Figura 2E), confirmando a capacidade de invasdo da APEC 046, porém, mais
estudos precisam ser realizados a fim de elucidar se a infec¢ao sistémica ocasionada
por APEC pode oportunizar a invasao por P. mirabilis.

Dentre as alteragBes microscopicas, a presenca de infiltrado inflamatorio é
frequentemente relatada nos estudos de celulite aviaria ocasionada por E. coli
(MESSIER et al.,, 1993; ONDERKA et al., 1997; FALLAVENA et al.,, 2000;
PEIGHAMBARI et al., 1995). Outro estudo inoculou apenas uma citotoxina purificada
de APEC e também observou a presenca de infiltrado inflamatério, bem como edema
na derme, similarmente ao nosso estudo (QUEL et al.,, 2013). Assim como na
avaliacdo macroscoépica, esses resultados confirmam que as alteracbes
histopatoldgicas ocasionadas por P. mirabilis sdo caracteristicas de les6es de celulite

em frangos de corte.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que, as cepas de P. mirabilis possuem uma diversidade de fatores
de viruléncia e a capacidade de ocasionar celulite em frangos de corte, todavia ainda
nao foi possivel confirmar quais desses fatores contribuem para a sua patogénese na
celulite aviaria. Sendo assim, mais estudos avaliando a funcédo desses fatores séo
necessarios para compreender melhor a sua participacdo no desenvolvimento da

celulite em frangos de corte.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se com o presente trabalho que P. mirabilis isolados de carcacas de
frango representam um potencial zoonético a saude do consumidor, tendo em vista
gue esses possuem uma diversidade de fatores de viruléncia comumente detectados
em isolados clinicos humanos, além de serem multirresistentes aos antimicrobianos.
Sendo assim, é de suma importancia que o consumidor tenha cautela ao manusear e
preparar a carne de frango e que realize um processo de desinfeccdo dos
equipamentos de cozinha apés o seu preparo, a fim de evitar o contato, contaminagao
cruzada e uma possivel infec¢do alimentar por este patdgeno. Além disso, foi possivel
concluir com o nosso estudo que P. mirabilis possui a capacidade de desenvolver
lesbes de celulite em frangos de corte estatisticamente similares as lesdes

ocasionadas pela cepa APEC 046.



