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fatores de viruléncia de proteus mirabilis uropatogénico. 2017. 59 f. Dissertagao
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Londrina, 2017.

RESUMO

A infeccdo do trato urinario (ITU) esta entre as infecgdes mais prevalentes
responsaveis por processos infecciosos, comunitarios e hospitalares, sendo Proteus
mirabilis um dos principais agentes causais de ITU. Alguns de seus fatores de
viruléncia ja foram caracterizados constituindo-se de elementos como flagelo,
enzimas, toxinas, sideroforos e adesinas. As infecgdes causadas por esse bacilo sao
caracterizadas como de longa permanéncia e dificil tratamento, podendo muitas
vezes levar ao 6bito. Com o intuito de contribuir para o estudo dos principais fatores
de viruléncia deste importante patégeno humano, foram analisadas 47 amostras da
colecédo do Laboratério de Bacteriologia da Universidade Estadual de Londrina onde
as mesmas foram caraterizadas genotipicamente pela técnica da PCR e
fenotipicamente, pela formagdo de cristais, biofilme, citotoxicidade e o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico de P. mirabilis uropatogénicos.
Quanto aos genes de viruléncia, foram encontrados 56,25% hpmA, 52,08% hpmB,
68,75% ptA, 0% hlyA, 100% ureA, 6,25% zapA, 14,58% mrpA, 70,83% fimH, 77,08%
pmfA, 85,41% ucaA, 54,16% ireA e 0% ecpA. Todas apresentaram capacidade em
formar cristais in vitro, 90% das amostras formaram biofiime e apresentaram
atividade citotoxica. As amostras apresentaram grande sensibilidade e nenhuma das
47 amostras foram ESBL positivas. Portanto, devido a expressdo de sua potente
urease, deve-se tomar o devido cuidado na escolha do antibiético a ser utilizado no
tratamento da ITU por esta bactéria, pois nem sempre a sensibilidade observada in
vitro € a mesma que in vivo devido a produgao de cristais.

Palavras-chave: Proteus mirabilis. Infeccdo do trato urinario. Fatores de viruléncia.



WALDRICH, Taynara de Lacqua. Genotypyc and phenotypic characteristics of
uropathogenic proteus mirabilis virulence factors. 2017. 59 p. Dissertation
(Master in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Urinary tract infection (UTI) is among the most prevalent infections and accounts for
much of the infectious, community and hospital processes. Proteus mirabilis is one of
the main causative agents of UTI. Some of their virulence factors have been
characterized constituting elements such as flagellum, enzymes, toxins, siderophores
and adhesins. Infections caused by this bacillus are characterized as long-term and
difficult to treat and can often lead to death. In order to contribute to the
understanding of epidemiology main virulence factors, were analyzed 47 samples of
the collection of Bacteriology Laboratory of State University of Londrina where they
were characterized genotypically (by PCR) and phenotypically (crystal formation and
biofilm) of uropathogenic P. mirabilis. Were found 56,25% hpmA, 52,08% hpmB,
68,75% ptA, 0% hlyA, 100% ureA, 6,25% zapA, 14,58% mrpA, 70,83% fimH, 77,08%
pmfA, 85,41% ucaA, 54,16% ireA e 0% ecpA. All were able to form crystals in vitro,
90% of the samples formed biofilm and presented cytotoxic activity. The samples
showed great sensitivity and none of the 47 samples were ESBL positive. Therefore,
due to the expression of its potent urease, due care should be taken in the choice of
antibiotic to be used in the treatment of UTI by this bacterium, since the sensitivity
observed in vitro is not always the same as in vivo due to the production of crystals.

Keywords: Proteus mirabilis. Urinary tract infection. Virulence factors.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo do trato urindrio (ITU) esta entre as infeccbes mais
prevalentes nos paises desenvolvidos e ocorre quando ha comprometimento dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, associado a aderéncia, multiplicacdo e
persisténcia de um patégeno em uma regido do trato genito-urinario. Os fatores
complicadores do hospedeiro e os fatores de viruléncia da bactéria sdo os que
facilitam o estabelecimento e, a manutencdo da bacterilria ou o agravamento que
acometem os rins.

Ha diversos patdégenos relacionados com a ITU, sendo a Escherichia
coli a mais prevalente, seguindo de Klebsiella spp, Proteus spp, Enterococcus spp,
Staphylococcus spp, Streptococcus spp e Pseudomonas spp.

Dentre os patdgenos causadores desta infeccdo, Proteus mirabilis
se destaca devido aos seus fatores de viruléncia como a sua rapida mobilidade,
fenbmeno denominado swarming, capaz de invadir e colonizar o tecido hospedeiro e
a producéo de urease, responsavel pela formacao de calculos e danos teciduais e
por este motivo tendem ser mais graves, persistentes e de dificil tratamento. Assim
sendo, neste presente trabalho, foram avaliados os principais fatores de viruléncia
desta bactéria como também, a sua capacidade de formar cristais in vitro e biofilme

em placas de poliestireno.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgdo do Trato Urinario

A infeccéo do trato urinario (ITU) é uma das infecgcdes mais comuns,
afeta mais de 25% da populacdo nos paises desenvolvidos, especialmente as
mulheres jovens (PARN et al., 2016; GENAO; BUHR, 2012; FOXMAN, 2002).
Responde por grande parte dos processos infecciosos, comunitarios e hospitalares,
seguido das infeccBes respiratérias, sendo que 80% das pessoas cateterizadas
desenvolvem ITU (VIEIRA, 2003; COELHO et al.,, 2008; RUMMUKAINEN et al.,
2013).

A ITU é definida como colonizacdo microbiana e invaséao tissular de
algum sitio do trato genito-urinario, sendo capaz de ultrapassar a capacidade
defensiva do hospedeiro e causar lesdo (MENIN; GRAZZIOTIN, 2010). Todas as
porcBes do trato urindrio tém a possibilidade de serem infectadas: o rim, a pelve
renal, os ureteres, a bexiga, a uretra, a préstata e o epididimo (SATO et al., 2005;
FREITAS et al., 2016).

Segundo Goldman e Ausielo (2009), as ITUs séo classificadas pelo
tipo de infeccdo, presenca ou auséncia de sintomas, tendéncia a recorréncia e
presenca ou auséncia de fatores complicadores. As infec¢gdes recorrentes podem ser
subdivididas em reinfec¢cdes causadas por novas cepas bacterianas ou pelas
mesmas cepas que causaram as infec¢gbes presentes. Os fatores complicadores sao
do hospedeiro, que facilitam o estabelecimento e, a manutencéo da bacteridria ou o
agravamento do prognéstico das ITUs que acometem o0s rins.

A maior suscetibilidade a infeccdo no sexo feminino € devida as
condi¢cdes anatdmicas: uretra mais curta e maior proximidade entre vagina e anus,
episédios prévios de cistite, 0 ato sexual, a gestagéo, diabetes e a higiene deficiente
(HOOTON, 2000; VALIQUETTE, 2001; FIHN, 2003; LOPES; TAVARES, 2005).

No adulto do sexo masculino, favorece a ITU a instrumentacdo das
vias urinarias, incluindo-se o cateterismo vesical, e a hiperplasia prostatica. Sendo a
ITU adquirida em hospital, considerada a principal causa de bacteremia por bacilos
Gram-negativos (LOPES; TAVARES, 2005; WARREN, 1997; PEWITT,;
SCHAEFFER, 1997).
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Segundo Hooton e Stamm (1997), a infec¢cdo do trato urinario baixo
(cistite), quando sintomética, exterioriza-se clinicamente pela presenca habitual de
disuaria, urgéncia miccional, polaciuria, nictaria e dor suprapubica. O aspecto da urina
pode também trazer informacdes valiosas: urina turva (pela presenca de pidria) e/ou
avermelhada (pela presenca de sangue), causada por célculo e/ou pelo préprio
processo inflamatério.

Ja a infeccao do trato urinario alto (pielonefrite), que habitualmente
se inicia como um quadro de cistite € habitualmente acompanhado de febre,
calafrios e dor lombar. A dor lombar pode se irradiar para o abddomen ou para o(S)
flanco(s) e, mais raramente, para a virilha, situagcdo que sugere mais fortemente a
presenca de calculo, com ou sem infeccéo, na dependéncia da presenca dos outros
sintomas relacionados. Os sintomas gerais de um processo infeccioso agudo podem
também estar presentes, e sua intensidade é diretamente proporcional a gravidade
da pielonefrite (RONALD; HARDING, 1997; LOPES; TAVARES, 2005).

P. mirabilis € um importante causador de ITU (BAHASHWAN;
SHAFEY, 2013), embora E. coli seja a bactéria responsavel pela maioria dos casos,
as infeccdes causadas por Proteus sp séo significantes devido aos seus fatores de
viruléncia como a producdo de urease, responsavel pela formagdo de célculos e
danos teciduais e por este motivo tendem ser mais graves e persistentes. Cerca de
44% das infec¢Bes urinarias associadas ao uso de cateteres nos Estados Unidos
envolvem P. mirabilis (JACOBSEN et al., 2008; O’HARA et al., 2000), a qual é
conhecida por ser frequentemente persistente e de dificil tratamento, podendo ser
fatal, dependendo da severidade da infeccdo. Outras bactérias também podem
causar ITU como: Klebsiella spp, Citrobacter spp, Enterococcus spp e
Staphylococcus spp (APOLINARIO et al., 2014; COKER et al., 2000).

As infecgbes do trato urinario, associadas a sondagem vesical de
demora, estédo entre 8% e 35% das infecgbes em centros de terapia intensiva (CTIs).
As infec¢bes do trato urindrio mais comuns foram as bacteridrias assintomaticas
(WAGENLEHNER et al., 2006; VINCENT et al., 2003.; MCCUSKER et al., 2002). Um
estudo realizado no CTI entre agosto de 2005 e janeiro de 2008 no Brasil,
demostrou que essas foram responsaveis por 37,6% das infec¢cdes notificadas no
CTI, sendo 76,4% assintomaticas e 33,6% sintomaticas (OLIVEIRA et al., 2010).

O risco de ITU esta relacionado com o tempo de permanéncia do

cateter e, nos pacientes idosos e deficientes cateterizados por meses ou anos, a
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presenca de bactéria na urina é inevitdvel (KUNIN, 1997). Os cateteres de longa
permanéncia tornam-se colonizados por biofilmes extensos, 0s quais tém efeito
profundo na saude do paciente, sendo o biofilme cristalino o mais agressivo
(GETLIFFE; MULHALL, 1991).

Os microrganismos que produzem ITU sdo os mais frequentes
encontrados nesses processos infecciosos, representam em torno de 70 a 80% das

amostras isoladas na rotina de laboratério (FOXMAN, 2014).

2.2 Proteus sp

O género Proteus pertence a familia Enterobacteriaceae e €
amplamente distribuido na natureza. O traco marcante que o diferencia de outros
membros desta familia € o swarming, uma diferenciacdo celular que facilita a
movimentacado e € importante no processo infeccioso (WILLIANS; SCHWARZHOF,
1978; MOBLEY; BELAS, 1995). Bactérias deste género sao bacilos Gram-negativos,
dimorficos, anaerdbio facultativos, moveis com flagelos peritriqueos (ZUNINO et al.,
2001). Esses microrganismos exibem atividade proteolitica sob condi¢cdes de
aerobiose e anaerobiose facultativa. A desaminacdo oxidativa de aminoacidos
(triptofano e fenilalanina) e a habilidade de hidrolisar ureia com a producdo de
amonia e diéxido de carbono séo as propriedades bioguimicas mais representativas
deste género (MELO, 2010).

Proteus spp. apresentam uma taxa de degradacdo de ureia de 6 a
30 vezes mais rapida quando comparada com outros microrganismos produtores de
urease. Esta é uma das razfes pelo qual esta bactéria esta relacionada com danos
histol6gicos mais severos que as ITU causadas por E.coli e Klebsiella spp (JONES;
MOBLEY, 1987; JOHSON et al., 1993).

O género Proteus € composto por quatro espécies: P. mirabilis, P.
vulgaris, P. penneri e P. myxofaciens, sendo a ultima néo relacionada a infeccdo em
humanos (O'HARA et al., 2000). A espécie mais comum é P. mirabilis que, de longe,
€ 0 membro mais estudado (MANOS; BELAS, 2006).
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2.3 Proteus mirabilis uropatogénico

P. mirabilis € uma bactéria oportunista capaz de colonizar e infectar
seres humanos, principalmente com deficiéncias anatbmicas e fisiologicas
(ROZALSKI et al.,, 1997). Frequentemente relacionada com infec¢cdes urinarias,
facilitadas pela sua capacidade em degradar ureia, tem sido encontrado colonizando
cateteres vesicais (MICHELIM, 2008).

Segundo Chow et al. (1979), estas infeccbes podem ser divididas
em duas categorias: infeccOfes sistémicas ou hematogénicas e infeccdes
ascendentes, na qual ocorre a colonizagdo de todo o trato urinario, desde a uretra
até o rim, sendo esta o tipo mais frequente (LI et al., 2002; PEARSON et al., 2008).

As complicacdes frequentes sdo urolitiase, obstrucdo de cateteres
urinarios, litiase vesical, além de complicacGes renais como pielonefrite (PEARSON
et al.,, 2008). Sado caracterizadas como de longa permanéncia e dificil tratamento,
podendo muitas vezes levar ao 6bito (PENNER, 1992).

Bahaswan e Shafey (2013), descreveram que P. mirabilis é
considerado uma das principais causas de infec¢des hospitalares. Correspondendo
a 12% dos processos infecciosos, ja em bacteriria por cateter de longa
permanéncia, € o segundo agente mais frequente apos E. coli, ocorrendo em 15%
dos casos (HIMPSL et al., 2008).

Hé diversos fatores de patogenicidade que favorecem a participacao
de P. mirabilis em processos infecciosos, tais como: a capacidade de mobilidade,
adesao as celulas do hospedeiro, producdo de protease, urease e hemolisina. A
correta co-regulacdo desses fatores de viruléncia durante a diferenciacdo de
swarming esté relacionada com a capacidade de colonizar e invadir o tecido do
hospedeiro (MICHELIM, 2008).

2.4 Fatores de viruléncia de P. mirabilis

Os fatores de viruléncia séo estruturas, produtos ou estratégias que
as bactérias utilizam para colonizacdo e desencadear a infeccdo. Alguns estdo

relacionados com a colonizagdo do microrganismo e outros com as lesdes do
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organismo hospedeiro. P. mirabilis possui diversos fatores de viruléncia que
contribuem para as ITUs tais como: hemolisina, toxinas, capsula, enzimas, flagelo,
sideroforos, adesinas e biofilme (NIELUBOWICZ et al., 2010) (Figura 01).

o & v

NH :
’ .:. Lipases Hemolysin ! vv
co,

Capsule =
Peptidoglycan -+

Fimbriae

Secretion H
Systems

Figura 1 - Fatores de Viruléncia de P. mirabilis uropatogénico.
Fonte: JACOBSEN, S. M.; STICKLER, D. J.; MOBLEY, H. L. T, 2008.

2.4.1 Hemolisina (Hpm)

A hemolisina é uma toxina que se insere na membrana da célula
eucariotica causando dano celular. Ela facilita a propagacéo de bactérias dentro do
rim e desenvolvimento de pielonefrite durante a ITU. A hemolisina secretada por P.
mirabilis, denominada de Hpm €& extremamente comum em isolados clinicos,
apresentando essa atividade hemolitica tanto na auséncia (extracelular), quanto na
presenca de contato hemacia/bactéria (HACKER; HUGHES, 1985; MOBLEY;
CHIPPENDALE, 1990). Os genes da hemolisina de P. mirabilis s&o hpmA e hpmB,

gue codificam as proteinas HpmA e HpmB, respectivamente. HpmB transporta e
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ativa HpmA. HpmA é encontrada no periplasma e sua producdo parece estar na
dependéncia da regulacéo da sintese de flagelo durante a diferenciacdo em células
hiperflageladas capazes de realizar swarming (MICHELIM, 2008; ALLISON et
al.,1992b), enquanto HpmB é provavelmente encontrada na membrana externa,
participando do processo de secrecdo de HpmA (LUKOMSKI et al., 1991).

Segundo Coker (2000), as hemolisinas de P. mirabilis sdo toxinas
formadoras de poros que se inserem em alvos da membrana de células eucariontes,
nao sendo considerado um fator essencial na fase inicial da infeccdo do trato
urinério inferior. Podem ser detectadas através da lise de hemécias de sangue de
carneiro pela visualizagdo de um halo de hemdlise ao redor do crescimento
bacteriano em agar sangue (MORGAN et al., 1985).

A producdo de varias proteinas de viruléncia € regulada
positivamente durante o ciclo swarmer de Proteus, sendo que a sintese e secrecao
da hemolisina HomA € modulada em paralelo com a expressao do gene flagelar,
com atividade hemolitica aproximadamente 20 vezes maior em células swarm
hiperflageladas do que em células vegetativas (FRASER et al., 2002; ALLISON et
al., 1992).

2.4.2 Proteus toxic agglutinin (Pta)

O gene ptA de P. mirabilis HI4320 codifica a proteina Pta que é auto
transportadora com acéao proteolitica (KLUSKENS et al., 2002).

A Pta foi caracterizada como uma proteina que medeia a agregacao
de célula-célula e também contém um a-dominio cataliticamente ativo capaz de lisar
células do rim e da bexiga (FLANNERY et al., 2009; ALAMURI et al., 2008). A
inativacao simultanea causada por uma mutacéo de ptA e hpmA resulta numa maior
reducdo da citotoxicidade, indicando que HpmA e Pta tém um efeito aditivo.
(FLANNERY et al., 2009).
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2.4.3 Flagelo

O flagelo facilita a colonizacao e disseminagao a partir do local inicial
da instalagcdo do microrganismo. Em P. mirabilis, & responsavel pelo fendbmeno
swarming, o qual faz a ascensdo da bactéria do ureter aos rins (células alongadas,
5um — 80um de comprimento e hiperflagelados) ou swimmer (bastonete com lum a
2um de comprimento, moéveis com 6 a 10 flagelos peritriqueos por célula) (Figura
02). A mudanca da forma de swarming para swimmer € uma resposta adaptativa da
bactéria ao ambiente do hospedeiro para facilitar a colonizacdo no trato urinario
(MOBLEY, 2000).

A visualizacdo das conexdes helicoidais formadas em swarming
durante a migracado revela que estas ligacdes consistem em filamentos de flagelos
entrelacados de células swarming adjacentes (JONES et al., 2004). A maioria das
cepas de P. mirabilis sdo incapazes de se diferenciar em células swarming em meio
liguido, sem a adicdo de um agente espessante, por iSSO pensa-se que a
diferenciacdo € acionada por contato com a superficie ou inibicdo de rotacdes
flagelares (HART et al.,, 2011; CALVO, 1994). A decisdo para forma swarming
parece ser influenciada pelo estado metabdlico e a presenca de aminoacidos
especificos, incluindo histidina e glutamina, que sdo dois dos aminoacidos mais
concentrados em urina humana (TAN; GAJRA, 2006).

Além de proporcionar mobilidade para as bactérias o flagelo pode
ser ainda mais relevante na patogenicidade bacteriana, atuando também como
adesina, promovendo a formacdo de biofilme, translocacdo de proteinas de
viruléncia ou desencadeamento de respostas pro-inflamatérias (DUAN et al., 2013).
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Figura 2 - P. mirabilis alterna entre as formas swimming e swarming. A esquerda é uma
micrografia eletrénica de transmissdo (MET) de células cultivadas em caldo, vegetativas
exibindo flagelos peritriqueos. A direita € uma MET de células swarm diferenciadas, aonde
os pacotes de flagelos séao visiveis.

Fonte: SCHAFFER, J. N; PEARSON, M. M, 2015.

2.4.4 Urease

7

A urease do P. mirabilis, € uma metaloenzima, Ni2+ dependente,
gue € essencial para a colonizacdo da bexiga e rins (MIRELES et al., 2015). O
elevado nivel desta enzima induz a rapida formacéo de cristais de calcio (apatita) e
fosfato de magnésio e amodnia (estruvita), os quais ficam presos dentro dos
polissacarideos produzidos por células bacterianas formando biofilme cristalino em
cateteres (JACOBSEN et al., 2011; KOSIKOWSKA et al., 2011; STICKLER et al.,
2014). Os biofilmes cristalinos fornecem uma protecdo do sistema imunolégico e aos
antimicrobianos (COKER et al., 2000). Estas estruturas também podem bloquear
drenagem da urina dos ureteres, reter a urina na bexiga, potencialmente resultando
em refluxo da urina infectada, e se o cateter ndo for trocado, poderd promover a
progressdo para pielonefrite, sepse e choque séptico (STICKLER, 2008;
ARMBRUSTER et al., 2012).
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Segundo Struble et al., (2009), a formacé&o de calculo de estruvita
ocorre somente quando ha aumento de producdo de amoénia e o elevado pH da
urina diminui a solubilidade do fosfato. A producédo de aménia e o aumento do pH sé
ocorre gquando a urina esta infectada com organismos produtores de urease, como
P. mirabilis. Assim, a urease €& considerada um dos fatores de viruléncia mais
importantes, uma vez que leva a danos e necrose do tecido renal (AL-SAFAR, 2015;
ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012; TORZEWSKA, 2003; BALDO et al., 2014).

2.4.5 Proteases

As proteases microbianas vém se destacando como importantes
fatores de viruléncia devido a acdo direta sobre proteinas do hospedeiro,
particularmente imunoglobulinas. O estudo em P. mirabilis tem sido focalizado na
protease ZapA (mirabilisina), enzima capaz de degradar IgA e 1IgG (MICHELIM,
2008).

A ZapA de P. mirabilis € membro da familia de metaloproteases
bacterianas. Secretada no local da infeccéo, esta protease desempenha um papel
fundamental no processo de infec¢do, que contribui para a destruicdo dos tecidos
como também, afeta o sistema imune do paciente infectado. A inibicdo deste fator de
viruléncia pode representar uma estratégia antimicrobiana de atenuar a viruléncia do
patégeno infectante (CARSON, 2012).

2.4.6 Sideré6foros

O ferro € necessario para a fungdo de muitas proteinas e enzimas
envolvidas em diversos processos biologicos, incluindo transporte de oxigénio,
regulacédo de genes e fixacao de nitrogénio. Em condi¢cdes aerobicas e pH neutro, o
ferro existe na forma ferrosa insoltvel (Fe*®), que pode ser toxico ap6s a interacéo
com oxigénio (HIMPSL et al., 2010).

Sideréforos sdo peptideos com altissima afinidade por ferro
produzidos por microrganismos onde eles desempenham a funcdo de sequestrar e

transportar Fe*® até as células bacterianas (ANDREWS et al., 2003). S&o quelantes
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de baixo peso molecular, secretados sob condicbes de deficiéncia de ferro
(NEILANDS, 1995; EMERY, 1986; BENITE et al., 2002), ou seja, constituem
mecanismos de extracdo de ferro do hospedeiro para o metabolismo bacteriano
(VIEIRA et al., 2007).

O trato urinario € limitado em ferro e a aquisicdo de ferro por
receptores da membrana externa € importante durante a ITU (ALTERI; MOBLEY,
2007; HAGAN; MOBLEY, 2009; SNYDER et al., 2004).

A analise de P. mirabilis HI4320 cultivada sob limitagcdo de ferro
identificou varios genes putativos significativamente regulados por este metal. Os
genes putativos PMI10229-0239 codificam um sistema de sideroforo independente de
peptideos sintetase (NRPS) néo ribossébmico para produzir um novo sideroforo
proteobactina porém, os genes PMI2596-2605 estdo contidos na ilha de alta
patogenicidade, originalmente descrita em Yersinia pestis, e codifica proteinas
(HIMPSL et al., 2010).

Esta atividade mais significativa em Proteus é apresentada por a-
cetoacidos resultantes da desaminacéao do triptofano fenilalanina (acido indolpirdvico
e acido fenilpirivico) e de outros a-cetoacidos que apesar de nao formarem
complexos estaveis com o ferro, possui conformacédo suficiente para quelar ferro na
auséncia de siderdéforos classicos (DRECHSEL et al., 1993).

Estes mecanismos de quelacdo sdo fundamentais na captacdo do
ion ferro, que é essencial para o metabolismo da grande maioria das bactérias
(EMODY et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2009; ZAPPA, 2015).

Mdltiplas proteinas da membrana externa de P. mirabilis séo
reguladas positivamente tanto na urina humana como no meio limitador de ferro
(SHAND et al., 1985) e trés proteinas da membrana externa induzidas por inani¢éo
de ferro estao envolvidas na captagdo de heme em P. mirabilis 6515 (PICCINI et al.,
1998). Um destes demonstrou funcionar como um receptor heme que contribui para
a uropatogénese de P. mirabilis 6515 (LIMA et al., 2007).

2.4.7 Adesinas

A adesdo as ceélulas hospedeiras é considerada como principal

mecanismo de patogenicidade e o primeiro passo, a fim de estabelecer uma



21

infeccdo (ALAMURI et al., 2010). O sequenciamento e anotacdo do genoma da cepa
P. mirabilis HI 4320 revelou que esta pode expressar uma gama diversificada de
fimbrias responsaveis pela adesédo as células renais e uroepiteliais (PEARSON,
2008; WRAY et al.,, 1986), possuindo um caso particular onde varios tipos de
fimbrias podem ser expressos simultaneamente (MOBLEY; BELAS, 1995). Em P.
mirabilis sdo descritas varias fimbrias: Fimbria ndo aglutinante (NAF), Fimbria
Proteus mirabilis (PMF), Fimbria Temperatura Ambiente (ATF) e Proteus-like
manose resistente (MR/P).

Entre estas, a fimbria MR/P é a mais estudada. Ela facilita a
formacao de biofilme e colonizacdo da bexiga e rins, e sdo cruciais para a formacao
de biofilme em cateter (MIRELES et al., 2015).

Alguns estudos demostram a participacdo da fimbria MR/P na
adeséao e formacédo do biofilme. Rocha et al (2007) mostram que uma mutacdo em
mrpA diminui a aderéncia agregativa em células HEp-2 bem como na formacao do
biofilme. Mutantes de P. mirabilis que superexpressam a fimbria MR/P apresentam
significantemente mais biofilme na presenca de urina do que cepas que
subexpressam ou mesmo a cepa selvagem, que formam niveis semelhantes de
biofilmes (JANSEN et al., 2004; SCHAFFER; PEARSON, 2015).

Outras fimbrias codificadas por P. mirabilis incluem PMFs (P.
mirabilis fimbriae), sdo importantes para colonizacao da bexiga e do rim (MASSAD et
al., 1994; ZUNINO et al.,, 2003) e NAFs (non-agglutinating fimbriae), que sé&o
capazes de se ligar as células uroepiteliais in vitro. PMFs foram descobertas nas
tentativas de identificar os genes que codificam as fimbrias de UCA (BAHRANI et al.,
1993). Ela pode ter um papel de curta duracdo, mas é essencial em causar ITU
(SCHAFFER; PEARSON, 2015). UCA, também conhecida como fimbria n&o-
aglutinante (NAF) foi identificada pela sua capacidade em se ligar a superficie de
células uroepiteliais (COOK et al., 1995).

A subunidade estrutural principal desta fimbria denominada de UcaA
é variavel (KUAN et al.,, 2014), e essa variagdo permite a bactéria aderir em
diferentes alvos (SCHAFFER; PEARSON, 2015). O termo NAF foi proposto como
um nome alternativo para a UCA, a fim de distingui-la das outras fimbrias de P.
mirabilis (TOLSON et al., 1995). Embora as sequéncias de aminoacidos fimbrias de

UCA e NAF tenham mostrado ser as mesmas (LATTA et al., 1998), alguns autores
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ainda empregam a denominacao UCA, refletindo uma falta de consenso sobre a
nomenclatura para esta adesina.

As fimbrias ATF (fimbria temperatura ambiente), cuja expressao
ocorre a 25°C (MASSAD et al., 1994), ndo sao importantes para a colonizacdo do
hospedeiro de P. mirabilis, pois ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre a colonizacdo da cepa mutante de ATF e da selvagem num modelo de
infeccdo urinaria (ZUNINO et al., 2000) porém, em caso de pacientes cateterizados
sao importantes na colonizac&o do cateter.

Ha também a Fimbria Manose Sensivel (MS), a qual codifica uma
subunidade proteica de 29KDa, responsavel pela adesdo intima a receptores D-
manose nas células (ABRAHAM et al., 1987). A fimbria MS €é do tipo 1 e é
encontrada em varios membros da Familia Enterobacteriaceae, sendo composta
principalmente por um Unico mondmero de proteina o qual é codificada por um grupo
de genes responsaveis pela subunidade estrutural, pela adesina, por proteinas
acessorias envolvidas no transporte, montagem e fixacdo da fimbria (ABRAHAM et
al., 1987). Em Proteus spp. € pouco citada e nem sempre esta relacionada com ITU
(OLD; ADEGBOLA, 1982; MOBLEY; CHIPPENDALE, 1990).

O pilus comum de E. coli (ECP) é uma estrutura adesiva produzida
por todos os patotipos de E. coli, é codificada pelo operon cromossdémico
ecpABCDE, é composta por uma subunidade de pilina principal constituida de
proteina com 21 kDa chamada EcpA, a qual ndo possui qualguer semelhanca
bioquimica com qualquer outra proteina de pilus conhecida e esta presente em
algumas espécies de Enterobactérias, como: Citrobacter rodentium, Shigella boydii,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter (RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2009;
MARTINEZ-SANTOS et al., 2012).

2.5 Sensibilidade a Antimicrobianos de Uso Clinico

Devido a acdo da urease e consequentemente formacédo de
calculos, Proteus spp. apresentam um mecanismos de evasao dos antimicrobianos,
como por exemplo, incrustacdo nos calculos, podendo mascarar a susceptibilidade
assim, nem sempre as resisténcias observadas in vivo sdo as mesmas que in vitro
(R'OZALKI et al., 1997).
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Em individuos com ITU recorrente, que inclui cerca de 3% das
mulheres, as crescentes taxas de resisténcia a antibidticos para terapias de primeira
e de segunda linha pode tornar o tratamento de ITU desafiador. Na Turquia, o
antibiotico de primeira linha para ITU, trimetoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX), foi
amplamente utilizado no inicio de 1980. Até o inicio 1990, as taxas de resisténcia a
TMP-SMX tinham aumentado acima de 50%. Na década seguinte a mudanca para
quinolonas para o tratamento de ITU apresentou uma taxa de resisténcia na Turquia
em quase 30% (KARACA et al., 2005). Nos EUA e Canad4, aproximadamente 10-
25% dos isolados de ITU ndao complicada sao resistentes ao TMP-SMX, e na
Espanha e Portugal a taxa de resisténcia chega a 35% (KARACA et al.,, 2005;
GUPTA et al., 2001; ZHANEL et al., 2005).

Um trabalho realizado em Brasilia no periodo de 2001 a 2005 teve
como objetivo identificar os agentes etioldgicos mais frequentes e o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos das bactérias isoladas de uroculturas de pacientes
ambulatoriais atendidos no Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Foram
analisadas 2.433 uroculturas positivas, onde E. colifoi a bactéria mais isolada
(62,4%), seguida de K. pneumoniae (6,8%) e P. mirabillis (4,7%). P. mirabilis foi
altamente sensivel aos aminoglicosideos e quinolonas (PIRES et al., 2007). Outro
trabalho publicado no Jornal Brasileiro de Nefrologia em 2013, mostra que foram
coletados amostras de janeiro a dezembro de 2010 de pacientes com ITU onde a
prevaléncia foi E. coli (76,6%), seguido de P. mirabilis (10,3%) e Staphylococcus
saprophyticus (4,1%) (LO et al., 2013).
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RESUMO

A infeccdo do trato urinario (ITU) esta entre as infecgcbes mais prevalentes e responde por
grande parte dos processos infecciosos, comunitarios e hospitalares. Proteus mirabilis é um
dos principais agentes causais de ITU. As infec¢cdes causadas por esta bactéria séo
caracterizadas como de longa permanéncia e dificil tratamento, podendo muitas vezes levar
ao 6bito. Com o intuito de contribuir para o conhecimento dos principais fatores de viruléncia
deste importante patégeno, no presente estudo, foram analisadas 47 cepas de P. mirabilis
uropatogénico. As analises englobaram a pesquisa de genes de viruléncia através da PCR e
as caracteristicas fenotipicas dos fatores de viruléncia, como formacao de cristais e biofilme,
citotoxicidade e a verificagdo do perfil de sensibilidade a antimicrobianos de uso clinico. Os
resultados mostram que P. mirabilis uropatogénico apresenta diversos genes de viruléncia.
Foram encontrados 56,25% hpmA, 52,08% hpmB, 68,75% ptA, 0% hlyA, 100% ureA, 6,25%
zapA, 14,58% mrpA, 70,83% fimH, 77,08% pmfA, 85,41% ucaA, 54,16% ireA e 0% ecpA.
Todas as cepas apresentaram capacidade em formar cristais in vitro, 90% destas formaram
biofilme e apresentaram atividade citotdxica. Portanto, a analise molecular dos fatores de
viruléncia, teste de formacdo de cristais, biofiime e sensibilidade a antimicrobianos séo
importantes para a identificagdo desta bactéria, auxiliando no diagndstico e devido

tratamento.

Palavras-chave: Proteus mirabilis. Infec¢éo urinéria. Fatores de viruléncia.
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ABSTRACT

Urinary tract infection (UTI), is among the most prevalent infections and accounts for much of
the infectious, community and hospital processes. Proteus mirabilis is one of the main
causative agents of UTI. Infections caused by this bacillus are characterized as long-term
and difficult to treat and can often lead to death. In order to contribute to the understanding of
the main virulence factors of this important human pathogen, in the present study, we
analyzed 47 samples of uropathogenic P. mirabilis. Preliminary analyzes encompassed
search of virulence factors by PCR, the phenotypic characteristics of virulence factors such
as crystal formation and biofilm and checking the sensitivity profile antimicrobial clinical use.
The results showing that uropathogenic P. mirabilis presents diverse virulence genes. Were
found 56,25% hpmA, 52,08% hpmB, 68,75% ptA, 0% hlyA, 100% ureA, 6,25% zapA,
14,58% mrpA, 70,83% fimH, 77,08% pmfA, 85,41% ucaA, 54,16% ireA e 0% ecpA. All were
able to form crystals in vitro, 90% of the samples formed biofilm and presented cytotoxic
activity. Therefore, the molecular analysis of virulence factors, crystal formation test, biofilm
and antimicrobial susceptibility are important for identification of the bacteria, aiding in the
diagnosis and proper treatment.

Keywords: Proteus mirabilis. Urinary tract infection. Virulence factors.

INTRODUCAO

Anualmente, ocorrem cerca de 150 milhdes de caso de ITU
sintomaticas ao redor do mundo, dos quais aproximadamente 2% dos pacientes
apresentam infeccbes complicadas. Sua incidéncia varia entre os géneros de acordo
com a idade, porém, na vida adulta a infeccao do trato urinario se eleva e se mantém
em predominio no sexo feminino, principalmente a partir do inicio da vida
sexualmente ativa (HACHUL et al., 2015). Portanto, individuos com alto risco de ITU
incluem neonatos, mulheres sexualmente ativas e homens e mulheres que estejam
utilizando cateter uretral (COKER et al., 2000).

Embora E. coli seja a bactéria responsavel pela maioria dos casos,
as infeccbes causadas por Proteus mirabilis sdo significantes devido aos seus
fatores de viruléncia (JACOBSEN et al., 2008; O’HARA et al., 2000). P. mirabilis €
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um importante causador de ITU, apresentam uma taxa de degradacéo de ureia de 6
a 30 vezes mais rapida quando comparada com outros microrganismos produtores
de urease (JONES; MOBLEY, 1987). Este microrganismo é capaz induzir a
formacdo de cristais, sendo que esta formacdo estd associada a presenca de
bactérias que produzem urease, uma enzima capaz de hidrolisar a ureia presente na
urina, produzindo ions de aménia e carbonato, e ainda alcalinizar a urina (NICOLLE,
2001; STICKLER, 2008). Segundo Struble et al., (2009) os calculos sdo compostos
de uma combinacdo de fosfato amoniaco magnesiano (estruvita) e carbonato de
calcio (apatita).

P. mirabilis frequentemente forma biofilmes em cateteres urinarios
devido a deposicdo de cristais nesses biofilmes, pode ocorrer o bloqueio dos
cateteres urinarios e levar a retencéo de urina na bexiga e episédios de bacteridria.
Esses episddios de bacteritria possibilitam a ocorréncia de febre, sepse e outros
sinais de cistite (STICKLER; ZIMAKOFF, 1994). A incrustacdo nos cateteres pode
causar traumas na mucosa da bexiga e da uretra apés a remocado (STICKLER;
ZIMAKOFF, 1994, MELO, 2010).

Os fatores de viruléncia de P. mirabilis sdo fundamentais na
uropatogénese desta bactéria e também, ndo ha muitos estudos que caracterizam a
viruléncia dos isolados clinicos. O objetivo do presente estudo foi caracterizar
genotipica e fenotipicamente os fatores de viruléncia de cepas de P. mirabilis

uropatogénico.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 47 cepas de P. mirabilis uropatogénicos
pertencentes a colecdo do Laboratério de Bacteriologia da Universidade Estadual de
Londrina. Todas as cepas foram isoladas de urina de pacientes com ITU internados
no Hospital Universitario da UEL, no periodo Janeiro a Dezembro do ano de 2009 e
identificadas por provas bioquimicas (indol, citrato, H,S,ureia, fenil, lisina, arginina,

ornitina, motilidade e gas) e em seguida, mantidas em caldo infusdo cérebro coracdo
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(BHI) com glicerol e armazenadas em -80°C.Como controle positivo nos diversos
experimentos, foram utilizadas as bactérias padrdes P. mirabilis ATCC 7002 e P.
mirabilis HI 4320 (PEARSON et al., 2008).

Obtencao do DNA bacteriano

O DNA bacteriano foi extraido por fervura e congelamento, seguindo
as recomendacdes de Blanco et al., (2004). Assim, 500uL da cultura em caldo LB foi
transferida para um microtubo esterilizado de 1,5mL e centrifugado a 10.000xg por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido com
300uL de &gua ultrapura estéril e levado a fervura (100°C) por 10 minutos. Apés a
retirada do material da fervura, foi dado choque térmico em banho com gelo (0°C)
por 3 minutos. A amostra passou por nova centrifugacdo a 10000xg por 5 minutos,
retirando-se o sobrenadante, o qual representa o lisado bacteriano, denominado de

DNA, que foi utilizado para as reacdes de PCR.

Pesquisa de Genes de Viruléncia Através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

A fim de avaliar a presenca de cada fator de viruléncia, a reacéo
enzimatica foi efetuada no termociclador contendo: 0,5uL do sobrenadante de lisado
bacteriano, dNTPs - 0.2 mM (Invitrogen®), MgCl, - 2 mM (Invitrogen®), tampé&o 10X
(Invitrogen®), iniciador - 20 pmol (Invitrogen®) e Tag DNA polimerase - 1.5 U

(Invitrogen®). A tabela 1 mostra todos os genes pesquisados.

Tabela 1 - Gene alvo, sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho do fragmento e

temperatura de hibridizagao.

Sequéncia do

Gene oligonucleotideo iniciador Fragmento  Temperatura Referéncia
(523 (pb)
hpmA (F)GTTGAGGGGCGTTATCAAGAGTC 709 55°C Cestari et al.

(R)IGATACTGTTTTGCCCTTTTGTGC (2013)



hpmB

hlyA

ureA

mrpA

fimH

pmfA

ucaA

ecpA

ireA

(F) CAGTGGATTAAGCGCAAATG
(R) CCTTCAATACGTTCAACAAACC

(F) AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT

(R) ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
(F)GCTTTTTACTGCAGGCCTTGTT
(R)AATTTGGTGCCATCGGGGAA

(F) GAGCCATTCAATTAGGAATAATCCA

(R) AGCTCTGTACTTCCTTGTACAGA

(F) TGCAGAACGGATAAGCCG GG

(R) GCAGTCACCTGCCCTCCGTGA

(F) CAAATTAATCTAGAACCACTC

(R) ATTATAGAGGATCCCTTGAAGGTA

(F) GCTTTTACATCCCCAGCGGT

(R) GCTGCATTTGCTGGCTCATC
(F)ICGCGGATCCATGAAAAAAAAGGTTCTGGC
(R)CGCGAATTCTAACTGGTCCAGGTCGCGTCG
(F) ACTACGATAACGAGCGCCAG

(R) GCCCTAACTGGGGGAATACG

422

1177

240

648

508

617

476

588

681

55°C

63 °C

60°C

58°C

63°C

54°C

60°C

55°C

60 °C
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Cestari et al.
(2013)
Johson et al
(2000)
Este estudo

Rocha et al.
(2007)
Johson et al.
(2000)
Zunino et al.
(2003)
Este estudo

Rendon et al.
(2011)
Pearson et al.
(2008)

F: senso, R: anti-senso.

Eletroforese em gel de agarose

Depois de amplificado, o produto foi submetido a eletroforese em gel

de agarose 1% a 2%, dependendo do tamanho do fragmento amplificado, corado

com o intercalante de DNA, SYBR® SAFE (Invitrogen), submerso em tampéao TBE
(89mM Tris base; 89mM Acido Boérico; 2mM EDTA; pH 8,3). As amostras e um

padrdo de marcador molecular (1Kb Ladder — Invitrogen) foram aplicados em

tampao de amostra para DNA (Ficoll 400 2,5%; Azul de Bromofenol 0,025%; Xileno

cianol FF 0,025%). O sistema foi submetido a uma diferenga de potencial (70V) com

amperagem constante por 50 minutos. Apds a eletroforese, os produtos dos genes

foram visualizados em transiluminador de

Loumart).

luz ultravioleta ECX-20.M (Vilbert
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Formagéo de cristais

A deteccdo da formacéo de cristais de apatita ou estruvita em agar
urina foi realizada de acordo com Silva et al. 2002. As urinas humanas de quatro
voluntarios saudaveis, duas masculinas e duas femininas, foram coletadas em
frascos estéreis. O pool destas urinas foi formado por quantidades volumétricas
iguais das respectivas urinas. O pool foi centrifugado a 5000xg por 10min a 4°C e
entdo filtrado em filtro de seringa, com membrana em PVDF (Fluoreto de
polivinilideno) Neobio® com 0,22 ym de diametro. O agar bacteriolégico foi
preparado separadamente, autoclavado e adicionado ao pool de urina estéril para
uma concentracao final de 1%. As amostras bacterianas foram cultivadas em caldo
de triptona soja (TSB) a 37°C por 18h. Em seguida, foi realizada a técnica de pour
plate, onde 100uL do cultivo bacteriano foi misturado com o &gar urina e entao as

placas foram incubadas a 37°C por 72h.

Biofilme

O teste para verificar a formacao do biofilme bacteriano foi realizado
em placas de poliestireno de acordo com a metodologia descrita por Rocha et al.
(2007).

Bactérias isoladas foram cultivadas em caldo LB por 18h com
temperatura de 37°C depois, diluidas na concentracido de 1:10 em 200ul de pool de
urina humana estéril, em placas de poliestireno de 96 pocos e incubadas durante
24h a 37°C. Cepas padrdes P. mirabilis HI 4320 e ATCC 7002 foram usadas como
controle positivo e o pool de urina humana estéril como controle negativo.

Apoés a incubacéo, o conteudo de cada poco foi aspirado e lavado
trés vezes com 200ul de 4gua destilada estéril. As microplacas foram secas ao ar e
as bactérias aderidas, coradas com 200ul de cristal violeta aquoso a 0,1% durante
15 min. Depois de trés lavagens com agua destilada estéril, foi adicionado 200ul de
dimetilsulfoxido (DMSO).
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Destes 200ul, 100ul de solucdo de cristal violeta e DMSO foram
transferidos para uma nova placa de poliestireno e a densidade éptica (DO) de cada

cavidade foi medida a 595nm. Os testes foram realizados em triplicata.

Ensaio de citotoxicidade em células Vero

Todas as cepas foram avaliadas quanto a capacidade de produzir
efeito citotoxico em células Vero conforme descrito por Beutin et al., (1989), com
modificacdes. Os isolados bacterianos foram cultivados em 3mL de caldo Luria-
Bertani (LB) a 37°C por 18h sob agitacdo a 180rpm. Apos este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 13000xg por 10min. Os sobrenadantes foram coletados e
filtrados em filtro de seringa, com membrana em PVDF (Fluoreto de polivinilideno)
com 0,22 um de diametro.

Placas de 96 orificios foram semeadas com aproximadamente 2x10°
células Vero/mL em meio de cultivo DMEM, contendo 10% de SFB e antibidticos
(penicilina 1000 U/ml e estreptomicina 1 mg/ml) e incubadas por 24h a 37°C e 5% de
CO,. Os sobrenadantes filtrados foram adicionados aos orificios na diluicdo de 1:10
em duplicatas e, em seguida, as placas foram incubadas por 72h a 37°C e 5% de
CO,. Células incubadas apenas com o DMEM , sem toxinas, foram utilizadas como
controle.

A citotoxidade dos isolados foi quantificada ap6s a andlise da
atividade metabolica das células Vero pelo ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio), de acordo como Murakami et al., (2000).
Apos a leitura por absorbancia em espectrofotometria a 550nm em leitor de ELISA, o
percentual de citotoxicidade foi determinado pela férmula 1 — (Aamostra / Acontrole) X
100. Um isolado foi considerado altamente citotoxico quando atingido um percentual

de 50% ou mais de morte celular quando comparado ao controle.

Sensibilidade a antimicrobianos

Este ensaio foi realizada segundo o Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) (2015), empregando os antimicrobianos da marca Oxoid™
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preconizados pelo: Acido Nalidixico 30pug (NAL), Amoxicilina + Acido Clavulanico
30ug (AMC), Cefalotina 30ug (KF), Cefoxitina 30ug (FOX), Cefotaxima 30ug (CTX),
Ceftazidima 30ug (CAZ), Aztreonam 30ug (ATM), Cefepime 30ug (FEP), Ertapenem
10ug (ETP), Meropenem 10pg (MER), Gentamicina 10pug (GEN), Amicacina 30ug
(AMI), Ciprofloxacin 5ug (CIP), Levofloxacin 5ug (LEV), Sulfametoxazol+Trimetoprim
25ug (SXT), Norfloxacin 10pug (NOR).

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software R Core Team
(2015) sendo que os resultados foram analisados e considerados significativos

quando o valor de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo genotipica foi realizada através da PCR. Foi
investigada a presenca dos seguintes genes de viruléncia - hpmA, hpmB, ptA, hiyA,
ureA, zapA, mrpA, fimH, pmfA, ucaA, ecpA e ireA em quarenta e sete amostras de
P. mirabilis uropatogénico conforme verificado na tabela 02. Foram encontrados
56,25% (27 isolados) hpmA, 56,25% (27 isolados) hpmB, 68,75% (33 isolados) ptA,
0% hlyA, 100% (47 isolados) ureA, 6,25% (3 isolados) zapA, 14,58% (7 isolados)
mrpA, 70,83% (34 isolados) fimH, 77,08% (37 isolados), pmfA, 85,41% (41 isolados)
ucaA, 54,16% (26 isolados) ireA e 0% ecpA.

Tabela 02 - Amostras e seus respectivos fatores de viruléncia verificados através da PCR.

N° AMOSTRA hpmA hpmB ptA hlyA ureA zapA mrpA fimH pmfA ucaA ecpA ireA

1 116 HU + + + - + - - + + +

2 50 HU + + - - + - - + - + - +
3 102 HU + + - - + - - + +

4 112 HU - - + - + - - + + - - +

5 33 HU + + - - + - - + - + - +
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

115HU

30 HU

29 HU

41 HU

32 HU

22 HU

40 HU

52 HU

113 HU

48 HU

27 HU

5HU

54 HU

16 HU

31HU

39 HU

7 HU

36 HU

101 HU

38 HU

15 HU

73 HU

49 HU

104 HU

45 HU

62 HU

86 HU

18 HU

64 HU

11 HU

103 HU

28 HU

53 HU

9 HU

44
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40 8 HU + + + - + - - + - + - +
41 24 HU - - + - + - - + + +
42 20 HU - - - - + - - + + + - +
43 21 HU - - + - + - - + + +
44 14 HU + + - - + - - - - + - +
45 34 HU - - + - + - - - + +
46 26 HU - - - - + - - + + + - +
47 43 HU + + + - + - - + + +

Legenda: Presente (+), Ausente (-).

A hemolisina facilita a propagacdo de bactérias dentro do rim e o
desenvolvimento de pielonefrite durante ITUs (MOBLEY; CHIPPENDALE, 1990),
uma vez que a producdo dessa proteina tem sido correlacionada com a
citotoxicidade em células Vero (PEERBOOMS et al., 1984; SWIHART; WELCH,
1990).

Koronakis et al., (1987) e Welch (1987) relataram dois tipos de
atividade hemolitica em P. mirabilis, uma associada a célula (HpmA) sendo que a
mesma é codificada por dois genes (hpmA e hpmB) e outra extracelular (HIyA).

A alfa-hemolisina calcio independente (HlyA) é encontrada no
sobrenadante de alguns isolados de Proteus spp., principalmente em P. vulgaris. A
HIyA de Proteus spp., esta relacionada com HIyA de E. coli e a producdo da
hemolisina HpmA é mais comum em Proteus spp. do que HIyA (SENIOR; HUGHES,
1987; SWIHART; WELCH, 1990).

Neste trabalho foram encontrados 56,25% (27 isolados) das
amostras possuiram o gene hpmA, 56,25% (27 isolados) possuiram o gene hpmB e
nenhuma amostra possuiu o gene hlyA. Sénior e Hughes (1987) verificaram que
94% das cepas de P. mirabilis produziram fator hemolitico associado a célula e
calcio-independente, caracteristica da hemolisina HpmA. Swihard e Welch (1990)
descreveram que HpmA é a hemolisina mais comum encontrada em isolados de P.
mirabilis. Silva et al., (2003) fez um estudo com 35 cepas onde 100% apresentaram
atividade hemolitica em heméacias de carneiro. Cestari et al., (2011) verificaram
através da PCR e sequenciamento, que 211 isolados (97,15%) apresentaram 0s
genes hpmA e hpmB e néo foi encontrado o gene hlyA.

A toxina PtA é uma toxina que se autotransporta, medeia a

agregacao de célula-célula e também é capaz de lisar células renais e da bexiga



46

(FLANNERY et al., 2009). Neste trabalho, foram encontrados 68,75% (33 isolados)
com o gene ptA, indicando alta prevaléncia nas amostras estudadas.

Alamuri et al.,, (2009) investigou o0s papéis das citotoxinas, a
hemolisina HpmA e a Pta, associada a superficie. Foi realizada a analise de
mutantes em um modelo de ratos com ITU ascendente. A inativacdo de pta, mas
nao a inativacdo de hpmA, resultou em diminui¢cdes significativas nas cargas
bacterianas do mutante nos rins e no baco em comparacdo com as cargas
bacterianas do tipo selvagem. Estes resultados indicaram que as atividades de
HpmA e Pta sdo independentes uma da outra, mas aditivas, uma vez que
contribuiram para a citotoxicidade (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012).Confirmando o
que foi encontrado neste trabalho, que nem todas as amostras que apresentaram o
gene hpmA, também possuem o gene ptA. Porém, a presenca desses genes foi
confirmada em uma porcentagem bem préxima uma da outra.

Ha evidéncias de que a hemolisina aumenta a viruléncia em
infeccdes de P. mirabilis, uma vez que a producdo dessa proteina tem sido
correlacionada com a citotoxicidade em célula Vero (PEERBOOMS et al., 1984;
SWIHART; WELCH, 1990). Silva et al., (2003) realizaram um estudo com 35 cepas
de P. mirabilis, quando testada em célula Vero, apos 3h de incubacéo foi observado
efeito citopético e apds 6h lise total das células.

Das 47 amostras analisadas nesta pesquisa, em 100% foi observado
efeito citotoxico em células Vero (Figura 01). Um isolado é considerado altamente
citotéxico quando atinge um percentual de 50% ou mais de morte celular quando
comparado ao controle (MURAKAMI et al., 2000).

< . . ‘ -
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Figura 01 - Densidade 6tica referente a citotoxicidade em células Vero das 47 cepas de P.

mirabilis.
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Quanto a formagédo de cristais, todas as amostras formaram
quantidades representativas de cristais apatita e estruvita. Em média, cada cepa
formou 27 cristais de apatita e 24 cristais de estruvita (Figura 2). Estes cristais
podem proteger as bactérias contra antibioticos, anticorpos e inibidores de urease
além de poder causar obstrucdo de cateteres de demora (SILVA et al., 2002).
Nossos resultados confirmam o que foi citado por outros autores, relacionando P.
mirabilis como sendo a bactéria mais isolada (cerca de 70%) com a formacédo de
calculos urinarios (MOHAMMED et al., 2016; TORZEWSKA et al., 2014; RAMPURE
et al., 2013), sendo uma das razbes para a recorréncia da doenca pela capacidade
de invadir as células uroepiteliais, persistirem nas células hospedeiras e servirem
como reservatorios potenciais para infeccdo (TORZEWSKA et al., 2014).

Esta formacdo de calculos esta diretamente relacionada com a
enzima ureA, onde neste trabalho foi confirmada em 100% das cepas. A hidrdlise da
ureia em CO, e ambnia no trato urinario altera o pH da urina, causando a
precipitacdo de ions, favorecendo a formacédo de calculos de cristais de estruvita e
apatita, contendo fosfato de céalcio e magnésio (MURRAY et al., 2007), contribuindo
significantemente para a viruléncia.

Ja a enzima ZapA é uma metaloprotease que cliva imunoglobulinas
(SENIOR et al., 1991), proteinas do citoesqueleto, da matriz do hospedeiro e
peptideos antimicrobianos (BELAS et al., 2004). Neste presente trabalho, foram
encontrados 6,25% (3 isolados) com o gene zapA. J& Carson et al., (2011),
encontraram 160 amostras (100%) com este gene. ZapA € expressa em muitas
cepas de P. mirabilis (SENIOR et al., 1987; BELAS et al., 2004). Esta enzima é
importante para a colonizacdo e posterior infeccdo do trato urinario, possuindo
atividade de degradacédo de IgA (PHAN et al., 2008). Estudos tém demonstrado que
uma atividade protease que degrada IgA esta presente na urina de pacientes com
ITU de P. mirabilis (BELAS; SUVANASUTHI, 2004; MOBLEY; BELA, 1995;
WALKER et al., 1999; SENIOR et al., 1991; LOOMES et al., 1992), sugerindo que
ZapA participa na patogénese do trato urinario, degrada varios substratos, incluindo
imunoglobulina A (IgA) e defensinas do sistema imunitario do hospedeiro (PHAN et
al., 2008; WALKER et al., 1999; WASSIF; BELAS, 1995).
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Figura 02 - Formacdao de cristais in vitro por Proteus mirabilis em agar urina. O pool de urina
humana foi filtrado e adicionado em uma concentracao final de agar a 1%. Foi incubado a
37°C por 48h. Forma estruvita, aparéncia dendritica (seta menor) e apatita, forma X (seta

maior).

As adesinas favorecem a adesdo as células do hospedeiro e
formacao de biofilme, sendo um dos principais mecanismos de patogenicidade a fim
de estabelecer a infeccdo (ALAMURI et al., 2010). Das 47 amostras estudadas, 91%
apresentaram capacidade para a formacdo de biofiime em placas de poliestireno
(Figura 03). Conforme foi descrito por outros autores a maioria das cepas de P.
mirabilis apresenta capacidade de formacédo de biofime (MELO, 2010; ROCHA et
al., 2005; JANSEN et al., 2004; SABBUBA et al., 2002). As cepas consideradas
como formadoras de biofiime foram as que apresentaram uma D.O> 0,2 (MELO,
2010).
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Figura 03 - Densidade 6tica referente a formacéo de biofilme das 47 cepas de P. mirabilis.

Segundo Melo (2010), 99% das cepas estudadas em seu trabalho
formaram biofilme. Segundo Rocha (2005), Jansen (2004) e Sabbuba (2002), 100%
das cepas apresentaram esta capacidade. Sendo nitida a importancia do biofilme na
patogénese de P. mirabilis. Esta variacdo de valores pode ser dada devido ao
método realizado por cada um dos autores, meio cultivado ou até mesmo pela
influéncia do ambiente em que elas se encontravam.

A formacéo de biofilme de P. mirabilis em material de cateter € um
fenbmeno bem documentado (MORRIS et al.,, 1997, SABBUBA et al.,, 2002,
JANSEN et al., 2004). Estas estruturas podem bloquear drenagem da urina dos
ureteres, resultando em refluxo e promover a progresséo para pielonefrite, sepse e
choque; bem como o bloqueio de cateter urinario (ARMBRUSTER et al., 2012).
Deste modo, contribui para a persisténcia da infec¢cdo bacteriana, além de tornar o
microrganismo mais resistente aos agentes antimicrobianos (TOKUDA et al., 2010).

Dada a importancia das fimbrias para a formacdo de biofilmes
(JANSEN et al.,, 2004, ROCHA et al., 2007), neste trabalho foram encontrados:
14,58% (7 isolados) mrpA, 70,83% (34 isolados) fimH, 77,08% (37 isolados), pmfA e
85,41% (41 isolados) ucaA e 0% ecpA.

Além da formacéo de biofilme em cateter (SCHAFFER e PEARSON,
2015), a fimbria MR/P também esta relacionada com adesédo (ROCHA et al., 2007) e
consequentemente, colonizacéo da bexiga e rins (MIRELES et al., 2015).

Um estudo realizado por Bijlsma et al. (1995), verificaram que todos
os isolados de P. mirabilis testados apresentaram o gene ucaA. Pellegrino et al.,

(2013) relatou que as mutacdes na ucaA levam a uma diminuicdo da adesdo as
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células uroepiteliais e a capacidade de colonizar os rins de ratos. Neste trabalho foi
encontrado 85,41% (41 isolados) com o gene ucaA.

Neste estudo, pesquisamos também a prevaléncia do gene ecpA em
P. mirabilis, j& que o0 mesmo est4 presente no genoma de outras Enterobactérias
(RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2009). Curiel et al., (2013) demonstraram
através da PCR que 96% das cepas de K. pneumoniae continham ecpA e 94%
destas cepas produziam ECP durante a adesao a células epiteliais cultivadas sendo
gue 80% das cepas formadoras de biofilmes sobre vidro produziram ECP, sugerindo
gue a ECP é necessaria, pelo menos in vitro, para a expressao desses fenotipos.

Este pilus tem sido relatado como auxiliar na adesdo celular de
patotipos de E. coli (EHEC, EPEC, EAEC e ETEC ). Um estudo recente mostrou que
ECP desempenha um papel na formacdo do biofilme e na aderéncia celular
(GARNETT et al., 2012). Réndom et al., (2007) demonstraram que de 169 amostras
analisadas de E.coli, 121 (71.6%) apresentaram a producéo de ECP.

Os nossos dados mostraram que nenhuma das 47 amostras de P.
mirabilis apresentaram este gene, apesar de ser encontrado em Varias
Enterobactérias (Martinez-Santos et al., (2012)).

J& o sideroforo (ireA), constitui um mecanismo de captacéo de ferro
do hospedeiro para o metabolismo bacteriano (MARANGONI et al., 1998; VIEIRA et
al., 2007). Nesta pesquisa, 54,16% (26 isolados) apresentaram o gene ireA.

O ferro é necessario para a patogenicidade de P. mirabilis, e a falta
de ferro resulta na atenuacao da viruléncia, codificando receptores que contribuem
para a colonizagdo da bexiga e do rim (MASSAD et al., 1994). Segundo Zunino et
al., (2000), o sideroforo parece ser o mecanismo primario para a quelacédo do ferro
em P. mirabilis, sendo mais prevalentes nos isolados de ITU do que nos isolados
nao-ITU.

Quanto a resisténcia aos Betalactamicos, nenhuma das 47 amostras
estudadas mostrou um perfil de producédo de ESBL. Foram encontrados (Tabela 03):
100% sensivel a MER, 91,4% sensivel a STX (43 isolados), 100% sensivel a AMI,
100% sensivel a GEN, 100% sensivel a ETP, 91,4% sensivel a CFZ (43 isolados),
95,7% sensivel a FOX (45 isolados), 95,7% sensivel a KF (45 isolados) 95,7%
sensivel a NOR (45 isolados), 80,8% sensivel a NAL (38 isolados), 97,8% sensivel a

LEV (46 isolados) e 95,7% sensivel a CIP (45 isolados). Rebello; Regua Mangia
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(2014) demonstram que a presenca de bactérias resistentes variam de acordo com a
regido geogréfica, origem da espécie e patotipo estudado.

P. mirabilis possui percentuais de resisténcia as cefalosporinas de 12
geracao (cefalotina) (PELOSO, 2015) e possui uma maior taxa de cepas resistentes
a esses antimicrobianos em comparagao com drogas mais recentes, Como 0 grupo
de quinolonas e fluoquinolonas (LEVY, MARSHALL 2004).

ITU causada por P. mirabilis pode ser dificil de tratar uma vez que as
bactérias podem persistir no trato urinario devido a complicagcdes como formacao de
calculos na bexiga e nos rins, obstrucdo de cateteres ou resisténcia antimicrobiana
(NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010). Embora as ITU sejam comumente tratadas com
antibioticos, tais regimes sdo menos bem sucedidos no caso de cepas resistentes
aos mesmos, como em ITUs recorrentes, pacientes cateterizados e naqueles com
anormalidades do trato urindrio ou quando o0s céculos renais, atuam como focos

para a persisténcia bacteriana (SCAVONE et al., 2014).

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram que P. mirabilis uropatogénico
possui diversos fatores de viruléncia, € citotoxico, capaz de formar calculos urinarios,
biofilme, constituindo-se um problema de saude humana, principalmente para
pessoas que utilizam cateter urinario de demora. Observamos também, a
sensibilidade a certos antibioticos de uso clinico. Devido a expressao de sua potente
urease, deve-se tomar o devido cuidado na escolha do antibiético a ser utilizado no
tratamento da ITU por esta bactéria, pois nem sempre a sensibilidade observada in

vitro € a mesma que in vivo devido a producao de cristais.
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CONCLUSOES

Este estudo comprova que Proteus mirabilis € um dos principais
agentes causais de infec¢des do trato urinario, devido os seus fatores de viruléncia.
E capaz de formar célculos, apresentou citotoxicidade em células Vero, biofilme e
apesar das cepas se mostrarem sensiveis a antibioticos de uso clinico, deve-se
tomar o devido cuidado na escolha do antibiético a ser utilizado no tratamento das

infeccbes causadas por esta bactéria devido a formacéo de cristais.





