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SILVA, Luana Carvalho. Epidemiologia molecular e caracterizacio de Proteus mirabilis
isolados de hortalicas e infeccoes do trato urinario em Londrina-PR 2025. 97p. Tese
(Doutorado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, 2025

RESUMO

Proteus mirabilis ¢ uma bactéria ubiquitaria, pertencente a microbiota normal intestinal de
humanos, animais homeotérmicos, répteis € ao meio ambiente. Entretanto, em individuos
imunocomprometidos ou em sitios ndo convencionais, esta bactéria pode causar uma série de
doengas, sobretudo as infec¢des do trato urinario (ITU). Além disso, P mirabilis tem sido
isolado de diversos tipos de alimentos, como carnes; no entanto, pouco se sabe sobre sua
ocorréncia em hortalicas, as quais sdo comumente consumidas in natura e inadequadamente
higienizadas. Assim, o objetivo deste estudo foi realizar um amplo isolamento de P. mirabilis
oriundas de hortaligas cultivadas convencionalmente em solo € em sistemas hidroponicos, bem
como de infec¢des do trato urinario adquiridas na comunidade na cidade de Londrina-PR, no
sul do Brasil. Nosso estudo evidenciou a presenca de diversos fatores de viruléncia e resisténcia
bacteriana entre os isolados, além de relagdes clonais entre cepas provenientes de alimentos e
de infecgdes humanas, sugerindo uma possivel via de contaminacdo. Cepas multirresistentes
aos antibacterianos foram identificadas, com maior prevaléncia em hortalicas hidropdonicas
(n=21/42%). A partir do sequenciamento do genoma total e a aplicacdo de pipelines de
bioinformatica, pode-se classificar e identificar sequence types (STs) compartilhados entre
isolados de alimentos e de ITU-humano (ST773), a circulagdo de possiveis clones
internacionais, como os ST135 e ST336 entre Brasil e China. Adicionalmente, foi detectado a
presenca de sequéncias de inser¢dao adjacentes ao gene blaKPC-2, os quais podem favorecer
sua mobilidade. Esses achados refor¢am que isolados de P. mirabilis podem acumular multiplos
fatores de viruléncia e resisténcia aos antibacterianos Sob a perspectiva One Health, os
resultados evidenciam a interconexdo entre ambiente, alimentos e saide humana na
disseminagdo desse patogeno e da resisténcia aos antimicrobianos, indicando que sua presenca

em alimentos representa um risco emergente a satide publica e ndo deve ser negligenciada.

Palavras-chave: ST135, Morganellaceae, blaKPC-2, Patogeno Alimentar, Clone Internacional



SILVA, Luana Carvalho. Molecular Epidemiology and Characterization of Proteus
mirabilis Isolated from Vegetables and Urinary Tract Infections in Londrina-PR. 2025.
97p. Thesis (Doctorate in Microbiology) — State University of Londrina, 2025

ABSTRACT

Proteus mirabilis is a ubiquitous bacterium belonging to the normal intestinal microbiota of
humans, homeothermic animals, reptiles, and the environment. However, in
immunocompromised individuals or when present in non-conventional sites, this bacterium can
cause a range of diseases, particularly urinary tract infections (UTIs). In addition, P. mirabilis
has been isolated from various food matrices, such as meat; nevertheless, little is known about
its occurrence in vegetables, which are commonly consumed in natura and inadequately
sanitized. Thus, the aim of this study was to perform a comprehensive isolation of P. mirabilis
from vegetables conventionally cultivated in soil and hydroponic systems, as well as from
community-acquired urinary tract infections (CA-UTIs) in the city of Londrina, Parana,
southern Brazil. Our study revealed the presence of multiple virulence factors and antimicrobial
resistance among the isolates, in addition to clonal relationships between strains originating
from food sources and human infections, suggesting a possible route of contamination.
Multidrug-resistant (MDR) strains were identified, with a higher prevalence among hydroponic
vegetables (42%). Based on next-generation sequencing (NGS) and the application of
bioinformatics pipelines, it was possible to classify and identify shared sequence types (STs)
between food-derived and human UTI isolates, notably ST773, as well as the circulation of
potential international clones, such as ST135 and ST336, shared between Brazil and China.
Additionally, insertion sequences adjacent to the blaKPC-2 gene were detected, which may
favor its mobility. These findings reinforce that P. mirabilis isolates can accumulate multiple
virulence and antimicrobial resistance determinants. From a One Health perspective, the results
highlight the interconnection between the environment, food, and human health in the
dissemination of this pathogen and antimicrobial resistance, indicating that its presence in food

represents an emerging public health risk and should not be neglected.

Keywords: ST135; Morganellaceae; blaKPC-2; Foodborne pathogen; International clone
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INTRODUCAO

Proteus mirabilis ¢ uma bactéria Gram-negativa, pertencente a familia Morganellaceae,
amplamente distribuida no ambiente e associada a microbiota de humanos, animais
homeotérmicos, répteis e plantas. Clinicamente, destaca-se como um importante agentes
etiologicos de infecgdes do trato urindrio adquiridas na comunidade (ITU-CA).
Simultaneamente, sua deteccdo em alimentos tem despertado um alerta para a saude publica,
pois ja pode ser detectada em alimentos carneos, frutas e fontes de dgua. Apesar de ser um
microrganismo de pouca preocupagdo para a seguranga alimentar, seu isolamento em alimentos
evidencia uma rota evidencia uma rota alternativa de disseminacdo, com risco direto ao
consumidor, atuando como reservatorios de genes de viruléncia e resisténcia aos mais diversos

antimicrobianos.

Dentre os mecanismos de viruléncia de P. mirabilis, podemos listar a producao de uma
potente urease, capacidade de formagdo de biofilmes de alta intensidade, motilidade do tipo
swarming ¢ expressdo de proteinas adesivas, favorecem sua persisténcia em ambientes
bioldgicos e abiodticos, contribuindo para o estabelecimento de infecgdes. Além disso, o
aumento na detec¢do de genes de resisténcia, como beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL), carbapenemases, somados a mecanismos de resisténcia intrinseca, tem comprometido

a eficacia de terapias antimicrobianas contra esta bactéria.

Nesse contexto, as analises gendmicas, clonais e de bioinformatica surgem como
ferramentas essenciais para compreender e identificar relacdes epidemioldgicas entre isolados
de P. mirabilis de diferentes fontes. A caracterizacdo fenotipica e genotipica permite elucidar
sua viruléncia, resisténcia e adaptabilidade ambiental, fornecendo evidéncias robustas para

inferir rotas de disseminagdo e possiveis origens comuns entre isolados clinicos e alimentares.

Diante desse contexto, o presente estudo propde uma abordagem integrada para
investigar isolados de P. mirabilis oriundos de infec¢des do trato urinario da comunidade (ITU-
CA) e de hortalicas comercializadas na cidade de Londrina-PR. Por meio de andlises
fenotipicas, genotipicas e bioinformaticas, este estudo visa determinar a relagao clonal entre os
i1solados, caracterizar seus perfis de resisténcia e viruléncia e compreender sua epidemiologia.
Os achados deste estudo poderdo fornecer informacgdes uteis para o monitoramento
epidemioldgico, patogenicidade de P mirabilis, seguranga dos alimentos e controle da

disseminagdo de microrganismos multirresistentes na comunidade.
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REVISAO DA LITERATURA

1. GENERO PROTEUS

O género Proteus ¢ composto atualmente por 9 espécies, sendo elas: Proteus mirabilis,
P vulgaris (Hauser, 1885), P. penneri (Hickman et al., 1982), P hauseri (O’Hara et al., 2000),
P terrae (Behrendt et al., 2015), P columbae (Dai et al., 2018), P. alimentorum (Dai et al.,
2018), P. faecis e P. cibi (Dai et al., 2019), sendo as trés primeiras as mais prevalentes e
relevantes como patogenos. Existem ainda outras duas espécies ndo nomeadas, sendo
classificadas como Proteus genomosp. 4 ¢ 6 (O’Hara et al., 2000). Apesar de bactérias
pertencentes a esse género serem consideradas comensais, algumas espécies podem ser

consideradas patdgenos oportunistas.

1.2 Proteus mirabilis

Inicialmente descrito por Gustav Hauser em 1885 (Manos; Belas, 2006), P. mirabilis é
uma bactéria bastonete pertencente a familia Morganellaceae, juntamente com bactérias
pertencentes aos géneros Morganella e Providencia (Adeolu et al., 2016). Sua estrutura de
parede ¢ classificada como Gram-Negativa, ¢ produtora de sulfeto de hidrogénio e uma potente
urease, além de possuir metabolismo anaerdbio-facultativo (Armbruster; Mobley; Pearson,

2018; Manos; Belas, 2006).

Por ser um patdgeno ubiquitario, esta presente na agua, solo, na microbiota normal de
animais homeotérmicos e répteis (Drzewiecka, 2016). Entretanto, possui capacidade de causar
uma ampla variedade de doencas como sepse, prostatite, bacteremia e infec¢des do trato
urindrio, estando frequentemente associado com obstrugdo de cateteres urindrios por formacao
de biofilme cristalino (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Drzewiecka, 2016; Kushwaha;
Babu; Juneja, 2014; Manos; Belas, 2006).

P mirabilis apresenta uma grande diversidade de fatores de viruléncia, incluindo
fimbrias, sider6foros, hemolisinas, proteases, corroborando diretamente com a patogenicidade
e sobrevivéncia bacteriana (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018). A presenga desses fatores,
podem estar associados, principalmente, com a capacidade de formagdo de biofilme,
citotoxicidade e adesdo (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Rocha et al., 2007). Além de

fatores de viruléncia, ¢ comprovado que P. mirabilis apresenta capacidade de acumular genes
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de resisténcia aos antimicrobianos, com alta capacidade de dissemina¢do (De Almeida et al.,

2025; Sanches et al., 2023).

Outra propriedade importante de P. mirabilis ¢ a capacidade de diferenciacdo de sua
forma vegetativa. Essas células, quando cultivadas em meios liquidos, apresentam formato de
bacilos mais curtos, pouco flagelados, sendo denominados swimmer cell. Entretanto, quando
cultivadas em meios solidos, essas células se tornam mais alongadas, altamente flageladas,
dando origem a swarmer cell. Apesar da mudanga de conformacao, uma Unica célula swarmer
ndo ¢ capaz de produzir a motilidade do tipo swarmming (também conhecido como véu de
Proteus spp.) (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Budding et al., 2009; Pearson et al., 2010).
Para isso, faz-se necessaria a presenga de um grupo de células coordenadas, atingindo uma
movimentagdo rapida em superficies. Este processo de diferenciacdo e migracdo celular de
swimmer e swarmer da origem a um padrdo de crescimento caracteristico da espécie (Rather,

2005), o swarming de P. mirabilis (figura 1).

Figura 1- Motilidade de P. mirabilis em agar Nutriente, dando origem ao fendmeno

Swarming

'

Motilidade em enxame (swarming) de P. mirabilis em agar, evidenciada pela formagao de zonas concéntricas

caracteristicas
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Fonte: Os géneros Proteus, Morganella e Providencia: importancia e implicagdes das infeccdes bacterianas em
humanos e animais. (Rocha et al., 2024)

1.2.1 Fatores de viruléncia de P. mirabilis

Fatores de viruléncia (Figura 2) sdo caracterizados como fatores de sobrevivéncia e
patogenicidade bacteriana, que corroboram com o estabelecimento da doenga (Brogden, 2000).
Devido a sua capacidade de expressar diversos destes fatores (Coker et al., 2000), como
fimbrias, proteases, receptores de sideroforos e hemolisinas, P. mirabilis tem potencial para
desencadear diversas infecgoes (Danilo De Oliveira et al., 2021; O’Hara et al., 2000; Sanches
et al., 2021; Schaffer; Pearson, 2016), abrangendo desde feridas, infec¢des do sistema
respiratorio, ouvidos, pele, garganta, queimaduras, trato gastrointestinal, osteomielite e,
sobretudo, trato urinario (ITU) (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Jacobsen et al., 2008;
O’Hara et al., 2000; Schaffer; Pearson, 2016), mas sua presen¢a em alimentos vem sendo
frequentemente relatada na literatura (Li et al., 2023a; Sanches et al., 2021, 2023; Shoket et al.,
2014).

Figura 2- Fatores de viruléncia de P. mirabilis

PMP
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Demonstragdo dos principais fatores de viruléncia de P. mirabilis: as fimbrias MR/P, UCA, PMF; producao de
urease; capacidade de formagao de biofilme, producao de toxinas como ptA, lipopolissacarideo proveniente da
membrana externa (LPS)

Fonte: Armbruster, Mobley, Person, 2018.
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P mirabilis apresenta uma excelente capacidade de adesdo, favorecendo sua
permanéncia no epitélio do hospedeiro e no ambiente (Rocha; Pelayo; Elias, 2007; Soto;
Hultgren, 1999). Esta espécie apresenta um grande numero de operons ligados a fimbrias,
totalizando 17 ja descritos, sendo o maior numero de operons fimbriais ja relatados e anotados
em Enterobacterales (Schaffer; Pearson, 2016). Dentre as mais importantes ja relatadas, estao
as fimbrias Proteus-like manose resistente (MR/P), Fimbria Proteus mirabilis (PMF), Adesina
Celular Uroepitelial (UCA) e Fimbria Temperatura Ambiente (ATF) (Danilo De Oliveira et al.,
2021; Rocha; Pelayo; Elias, 2007; Sanches et al., 2021).

Outro aspecto importante na viruléncia de P. mirabilis ¢ sua capacidade de causar danos
as células hospedeiras por diversos fatores. Um exemplo € a aglutinina toxica de Proteus (Pta),
um autotransportador codificado pelos sistemas de secre¢ao de proteinas do tipo V que funciona
tanto como aglutinina bacteriana quanto como toxina para as células hospedeiras (Alamuri;

Mobley, 2008a; Leyton; Rossiter; Henderson, 2012; Schaffer; Pearson, 2016).

Além disso, as proteases, como a mirabilisina ZapA, desempenham um papel crucial na
sobrevivéncia bacteriana, degradando uma variedade de proteinas hospedeiras (Belas; Manos;
Suvanasuthi, 2004; Schaffer; Pearson, 2016; Wassif; Cheek; Belas, 1995)[8, 19, 20]. Essa
espécie também produz a hemolisina independente de céalcio (HpmA), capaz de lisar células
nucleadas e eritrocitos, contribuindo assim para a patogenicidade do microrganismo (Cestari et

al., 2013a; Swihart; Welch, 1990; Uphoft; Welch, 1990).

Quando estdo em culturas liquidas, as células de P. mirabilis apresentam o formato de
bastonetes curtos com alguns flagelos peritriquios, entretanto, em meios solidos enriquecidos,
as cé€lulas se diferenciam para bastonetes mais alongados, polinucleados com centenas a
milhares de flagelos. Essa diferenciacdo celular, dd origem ao swarmer, o qual permite a
motilidade em swarming, um movimento organizado da populagdo bacteriana, sob superficies

solidas (Schaffer; Pearson, 2016).

Os sideroforos também sdao considerados importantes fatores de viruléncia em P
mirabilis, sobretudo em ambientes onde a escassez de ferro afeta o metabolismo microbiano
(Sanches et al., 2021; Schaffer; Pearson, 2016). Mediante a falta deste componente, os
sideroforos sdo capazes de sequestrd-lo do hospedeiro para sua propria utilizagcdo, como ¢ o
caso dos sideroforos codificados pelo gene ireA (Danilo De Oliveira et al., 2021; Sanches et

al., 2021; Schafter; Pearson, 2016).
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De fato, a capacidade desta bactéria expressar diversos fatores de viruléncia e causar
diversos tipos de patologias ¢ algo que merece atencdo e ndo pode ser negligenciado, pois,
somado a sua capacidade de adquirir e disseminar fatores de resisténcia aos antimicrobianos,

torna seu isolamento, principalmente em alimentos, ainda mais relevante.

1.2.1.1 Fimbrias
P. mirabilis apresenta uma grande diversidade de operons codificantes de fimbrias em

seu genoma (Pearson et al., 2008; Rocha; Pelayo; Elias, 2007). Distribuidas de forma peritriquia
ao redor da célula bacteriana, codificam elementos diferentes de flagelos, apresentando-se de

forma mais numerosa e com um comprimento menor (Edwards; Puente, 1998).

Como processo inicial da colonizacdo, as bactérias necessitam de um mecanismo de
adesdo ao epitélio do hospedeiro. Desta forma, as fimbrias de P. mirabilis, como a Manose-
Resistente Proteus like (MR/P) (Adegbola; Old; Senior, 1983), Fimbria P. mirabilis (PMF)
(Bahrani et al., 1993), Adesina de células Uroepiteliais (UCA), também denominada de Fimbria
ndo aglutinante (NAF) (Tolson et al., 1995) e Fimbria Temperatura Ambiente (ATF) (Massad;
Bahrani; Mobley, 1994), auxiliam no processo inicial da infec¢do (Rocha; Pelayo; Elias, 2007).

Além deste processo, sabe-se que as fimbrias também sao estruturas extremamente
importantes para um processo de adesdo a outras células bacterianas, essencial para a formagao
estrutural de comunidades bacterianas, os denominados biofilmes (Chahales; Thanassi, 2016),

que serdo detalhados no decorrer deste trabalho.

1.2.1.1.1 Fimbria Manose Resistente Proteus-like (MR/P)
Classificada como uma fimbria do tipo 3, a fimbria MR/P tem como caracteristica

principal, ndo ser inibida mediante a presenca do monossacarideo D-manose (Sareneva;
Holthofer; Korhonen, 1990). Esta fimbria ¢ codificada pelo operon mrp, o qual é constituido
por 8 genes, onde mrpA constitui a subunidade principal estrutural, enquanto os genes mrpB,
mrpE, mrpF e mrpG constituem as subunidades menores. Os genes mrpD e mrpC codificam
uma chaperona periplasmatica e a parte usher, respectivamente. O gene mrpH codifica a parte
adesiva da fimbria, mrpJ € o gene responsavel por codificar a repressao da transcri¢do (Bahrani;
Mobley, 1994; Rocha; Pelayo; Elias, 2007) e mrpl codifica uma recombinase, capaz de suprimir

ou permitir a transcrigdo deste operon (Rocha; Pelayo; Elias, 2007; Zhao et al., 1997).
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Na literatura, € possivel verificar a presenca desta fimbria em diversas cepas, de maneira
homogeénea, independente da fonte de isolamento (Danilo De Oliveira et al., 2021; De Almeida
et al., 2024; Sanches et al., 2021), demonstrando sua importancia para a espécie bacteriana.
Outros estudos ainda associam a agdo desta fimbria com a capacidade de formacao de biofilme
de maior intensidade em comparagdo com cepas mutadas (Jansen et al., 2004) e associagdo com

o padrdo de adesdo do tipo agregativa em células epiteliais do tipo HEp-2 (Rocha et al., 2007).

1.2.1.1.2 Fimbria Temperatura ambiente (ATF)
Esta fimbria recebe este nome devido a sua caracteristica de 6tima de expressao na

temperatura de 23°C e auséncia de expressao em temperaturas maiores (42°C), sugerindo que
cepas ambientais poderiam expressar mais estas fimbrias, quando comparada com cepas
colonizadoras de humanos (Massad; Bahrani; Mobley, 1994). Anos depois, foi comprovado que

esta fimbria ndo desempenha papel importante na hemaglutinagao (Zunino et al., 2000).

1.2.1.1.3 Fimbria Uroepithelial cell adhesin (UCA)
Com divergéncia de nomes na literatura, a fimbria UCA também pode ser denominada

de non-aglutinating fimbriae (NAF). Descoberta no ano de 1986, a partir de um isolado de
origem do trato urindrio (Wray et al., 1986), esta fimbria estd fortemente associada a adesdo e
progressao de infeccdes do trato urindrio causadas por P. mirabilis (Pellegrino et al., 2013),

além de favorecer a formacao de biofilmes mais estaveis e funcionais (Scavone et al., 2016).

1.2.1.1.4 Fimbria Proteus mirabilis (PMF)
Codificada pelo operon pmfACDEF, (Massad; Bahrani; Mobley, 1994) a fimbria PMF

desempenha um importante papel na patogénese de P. mirabilis, com organizagcdo genética
similar a da fimbria P de E.coli uropatogénica (UPEC) (Soto; Hultgren, 1999). Estudos com
mutantes evidenciaram que cepas contendo o operon pmfACDEF tentem a colonizar a bexiga
urindria de uma maneira muito mais efetiva (cerca de 83 vezes mais), quando comparada com
cepas mutantes, confirmando seu papel importante para a colonizagdo do trato

urinario.(Massad; Bahrani; Mobley, 1994; Rocha; Pelayo; Elias, 2007).
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1.2.1.2 Receptor de siderdforo IreA
O gene IreA ¢ responsavel pela codificacdo um receptor de siderdforo férrico, um

importante fator de viruléncia para P. mirabilis. Desta forma, o gene auxilia na captacao de
ferro do hospedeiro, sequestrando-o para o interior da bactéria, que o utiliza para a manutengao

de seu proprio metabolismo (Schaffer; Pearson, 2015).

Em recente estudo com P mirabilis provenientes de ITU-CA, Oliveira e seus
colaboradores, em 2021, identificaram uma alta prevaléncia do gene ire4 (Danilo De Oliveira
et al., 2021), assim como no estudo mais recente, na mesma regido (De Almeida et al., 2024)
comprovando sua importancia para um processo infeccioso eficaz. Corroborando com estes
estudos, Sanches e seus colaboradores em 2021, também detectaram alta prevaléncia desse gene
em isolados de ITU-CA ocasionados pela mesma espécie bacteriana, sugerindo que o gene ireA

esteja altamente relacionado com ITU de P. mirabilis (Sanches et al., 2021).

1.2.1.3 Hemolisinas
Consistem em toxinas importantes para a viruléncia bacteriana, as quais apresentam

capacidade de causar danos a membrana plasmatica das células hospedeiras (Braun; Focareta,

1991).

A toxina hpmA, uma potente hemolisina de P. mirabilis, age formando poros na
membrana de células nucleadas e eritrocitos, sendo expressa de forma efetiva na fase
exponencial de crescimento bacteriano. (Alamuri et al., 2009; Braun; Focareta, 1991), o que
corrobora com seu potencial hemolitico e patogénico (Cestari et al., 2013). Estudos ainda
demonstram que inativagao de hpmA reduz significativamente a citotoxicidade de P. mirabilis

em estudos in vitro, com células epiteliais de bexiga (Alamuri; Mobley, 2008a).

Apesar da toxina HIyA estar associada a P. mirabilis (Alamuri; Mobley, 2008; Cestari
et al.,, 2013), a maioria dos estudos disponiveis na literatura ndo detectam a sua presenca,
comprovando sua baixa relacdo com esta bactéria (Cestari et al., 2013; Danilo De Oliveira et

al., 2021; De Almeida et al., 2024; Sanches et al., 2019).

1.2.1.4 Protease ZapA
Comumente expressa em cepas de P. mirabilis (Senior; Albrechtsen; Kerr, 1988) esta

metaloprotease desempenha papel importante na degradacdo de IgA e IgG (Schaffer; Pearson,
2015) sendo de extrema importancia para o estabelecimento de infec¢des, principalmente as do

trato urinario (Belas; Manos; Suvanasuthi, 2004).
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Sanches e seus colaboradores, em 2021, evidenciaram a presenca do gene zapA em
isolados de P. mirabilis provenientes de ITU-CA e carnes de frango, porco e boi. Os resultados
revelaram que este gene esta altamente relacionado com a patogenicidade de P. mirabilis, sendo
encontrado em 100% dos isolados de ITU-CA e carne de porco e 99% dos isolados de carne de
frango e boi (Sanches et al., 2021). Além disso, anos depois, De Almeida e seus colaboradores
detectaram a presenca deste gene em 100% dos isolados de P. mirabilis, antes e durante a

pandemia de COVID-19. (De Almeida et al., 2024).

1.2.1.5 Aglutinina toxica de P. mirabilis (PtA)
Consiste em uma protease alcalina, de acdo eficaz em pH mais alcalino urinario

(proveniente da agdo da urease, que sera relatada mais a frente nesta sessdo) que também
funciona como aglutinina (Alamuri; Mobley, 2008). O silenciamento deste gene acarretar em
problemas na coloniza¢do de forma significativa nos rins, bexiga e bagco, demonstrando seu
importante papel no potencial patogénico desta bactéria.(Alamuri; Mobley, 2008; Armbruster;
Mobley; Pearson, 2018). Sua prevaléncia ¢ alta, independente da fonte (De Almeida et al.,

2024; Sanches et al., 2019).

1.2.1.6 Produc¢do de urease
Outro fator importante para a viruléncia de P. mirabilis ¢ a sua potente urease

(Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Zhao et al., 1998). Fundamental para sua sobrevivéncia
no trato urindrio, esta enzima permite a hidrolise da ureia (Figura 3), produzindo amdnia,

elevando o pH urinério de forma rapida (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018).
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Figura 3- Hidrolise da ureia por P. mirabilis

Fonte: Milo et al, 2016.

Corroborando com seu processo de viruléncia, esta alcalinizagcdo da urina favorece a
precipitacdo de cristais de Ca > e Mg 2", dando origem a cristais de estruvita (fosfato de amonio
e magnésio) e apatita (fosfato de célcio) (Figura 4), que podem, por fim, originar biofilmes de
caracteristica cristalina (uma das maiores causas de obstrucdo de cateteres de longa
permanéncia) (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018). Concomitantemente, o pH elevado da
urina faz com que menos espécies bacterianas sobrevivam e coabitem o mesmo sitio

(Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Nicholson et al., 1993).

Figura 4- Processo de formagao de biofilme cristalino por P. mirabilis

a Neutrophil
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irants L CO, and pH increase and
& ¥ ammonia\ crystal formation Crystalline biofilm
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Filamentation

Catheter

A acdo da potente urease de P. mirabilis favorecendo a formagao de biofilme cristalino pela precipitagdo de cristais

de estruvita e apatita

Adaptado de: Flores-Mireles et al, 2015

1.2.1.7 Capacidade de formagdo de biofilmes
Biofilmes sdo definidos como comunidades bacterianas, envoltas por matriz polimérica

extracelular (MPE), composta por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos
(Costerton; Stewart, 2014; Flemming; Wingender, 2010; Soto, 2014), com capacidade de

adesdo sem superficies biodticas ou abioticas, de caracteristica multifuncional. Dentre elas, estao
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principalmente a evasdo do sistema imune do hospedeiro, protecdo contra agentes

antimicrobianos e dessecacao (Liu; Prentice; Webber, 2024; Sauer et al., 2022).

A estrutura do biofilme ¢ formada a partir de uma adesao bacteriana, ainda reversivel,
como pode ser observada na figura 5, de caracteristica facilmente removivel. Com o inicio da
formag¢do de MPE, essa estrutura tende a fixar-se de forma irreversivel a superficie, em
decorréncia da perca de sua capacidade de locomogdo (caracteristica garantida pela perca de
flagelos bacterianos). Com o aumento da formacao de MPE, essa estrutura, agora maior, com
caracteristica tridimensional, inicia o seu processo de maturacdo. Uma vez maduro, esse
biofilme tende a iniciar a dispersdo de células superficiais, agora planctonicas novamente, com
potencial para dar inicio a uma nova colonia de biofilme bacteriano (Sauer et al., 2022; Soto,

2014).

Figura 5- Esquema demonstrativo da formagao de biofilme bacteriano

(i)- Adesao reversivel; (ii)- adesdo irreversivel (iii)- secrecdo de MPE e inicio da maturagio (iv)-
biofilme maduro v- dispersdo de células superficiais

Fonte: Soto, 2014

A capacidade de formagdo de biofilmes por P. mirabilis ¢ uma caracteristica bem
conhecida na literatura, principalmente na formagdo de biofilmes cristalinos obstruindo
cateteres (Flores-Mireles et al., 2015; Soto, 2014). Em associagdo com a capacidade de produzir
urease, esse processo € essencial para a colonizagdao da bexiga e dos rins e, pode at¢ mesmo,

promover a formacao de céalculos urinarios (Stickler, 2014). Em testes com P. mirabilis em
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cateteres, os resultados comprovam a obstru¢do completa de cateteres em apenas 24 horas (Milo

etal., 2016).

O bloqueio de cateter consiste em um sério problema na clinica, que acarreta em refluxo
de urina contaminada para os rins, podendo ser uma potencial fonte de pielonefrite, formagao
de célculos urindrios, bacteremia e até inicio de uma urosepse (Jacobsen; Shirtliff, 2011;
Stickler, 2014). Uma possivel solugdo para esse problema, ¢ o desenvolvimento de
revestimentos com atividade antimicrobiana e antibiofilme em cateteres urinarios, além de uma

troca constante destes dispositivos (Saikawa et al., 2024).

Somado a capacidade de formar biofilme, P. mirabilis também ¢ capaz de invadir células
uroteliais para sobreviver intracelularmente (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Peerbooms;

Verweij; MacLaren, 1984).

1.2.2 Mecanismos de resisténcia aos antibacterianos
Bactérias podem apresentar mecanismos de resisténcia aos antbacterianos intrinsecos

ou adquiridos. A resisténcia intrinseca consiste na capacidade natural do género ou espécie
bacteriana em resistir a atividade de alguns antimicrobianos de forma especifica. Esse processo
pode ocorrer devido a mecanismos como a presenca de bombas de efluxo bacteriano, alteracdes
de molécula alvo, producdo de enzimas que atuam inativando esses antimicrobianos (como por
exemplo as B-lactamases, carbapenemases), ou seja, mecanismos proprios de um género ou

espécie para resistir aos antimicrobianos (Giedraitiené et al., 2011; Roca et al., 2015).

Quando falamos de resisténcia adquirida, podemos citar mecanismos como a resisténcia
horizontal de genes, pressao seletiva e mutagdes. Neste caso, o microrganismo adquire do meio
ou a partir de um outro microrganismo a capacidade de resistir a um antimicrobiano, no qual

antes era sensivel (Giedraitien¢ et al., 2011; Tenover, 2006).

Segundo o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024), P. mirabilis
apresenta ampla resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos, sendo eles: tetraciclina,
tigeciclina, nitrofurantoina, polimixina B, colistina, e sensibilidade reduzida a imipenem. Além
disso, sabe-se que P. mirabilis apresenta capacidade de adquirir e disseminar diversos genes de

resisténcia, o que torna seu isolamento ainda mais agravante (Danilo De Oliveira et al., 2021;

Sanches et al., 2023).
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Na literatura, ha relatos de P. mirabilis associados a uma grande diversidade de genes
de resisténcia aos antimicrobianos, de diversas classes como cefalosporinas, carbapenemases,
quinolonas, aminoglicosideos e sulfonamidas (De Almeida et al., 2024; Girlich et al., 2020;

Sanches et al., 2023).

Bactérias multirresistentes aos antibacterianos (MDR)
Dentre os principais problemas da clinica, estdo as bactérias MDR (Figura 6). De acordo

com o conceito de Magiorakos e seus colaboradores, em 2012, sdo consideradas bactérias MDR
aquelas resistentes a pelo menos um agente, em trés ou mais classes de antimicrobianos,
utilizando critérios estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), do
Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST) ou da Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos (Magiorakos et al., 2012).

Figura 6- Diagrama representando a relacdo entre bactérias MDR, XDR e PDR

Not MDR

— e

Fonte: Magiorakos et al, 2012

Ainda seguindo os critérios de Magiorakos e seus colaboradores, 2012, podemos ainda
classificar bactérias como XDR (extensivamente resistente a medicamentos) e PDR (resistente
a todos os agentes antimicrobianos), indicando uma grande ameaga para a saude publica

(Magiorakos et al., 2012).
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1.2.2.1 Resisténcia aos antimicrobianos -Lactamicos

1.2.2.1.1 p-Lactamase de espectro estendido (ESBL)
Em defini¢do, B-lactdmicos sdo os antimicrobianos que inibem a sintese da parede

celular bacteriana. Dentre as classes pertencentes a este grupo, podemos citar as cefalosporinas,
0s monobactamicos, as penicilinas e os carbapenémicos (Figura 7) (Suarez; Gudiol, 2009).
Entretanto, algumas bactérias podem produzir enzimas, denominadas B-lactamases, que agem
como um importante mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos (Bush; Jacoby, 2010; Silva;

Lincopan, 2012).

Figura 7- Estrutura quimica dos Antimicrobianos B-lactdmicos

0 o OH 0
| w | g j Ry [
R—C—Ny r Re—C— Ny &2 5. ,,--\_’__ﬂ{ Ry— C—N Ry
4R
— N N = N/ N
o )\ o SR, O/; -{ o Ny
- - ~—0OH
o0 o 0~ TOH Dy
1 2 3 4

Representagdo das moléculas de antimicrobianos B-lactamicos: 1) Penicilinas; 2) Cefalosporinas; 3)
Carbapenémicos 4) Monobactamicos, respectivamente
Fonte: (Bush; Bradford, 2020)

A partir da a¢@o destas enzimas, o anel -lactamico, presente nestes antimicrobianos ¢é
hidrolisado e o composto, antes funcional, agora se torna agua e acido penicildico (Silva;
Lincopan, 2012). Amplamente descritas na literatura desde a década de 80, o nimero de cepas
produtoras de B-lactamases cresce exponencialmente, representando um grave problema de

satde publica (Hawkey et al., 2018).

Hé disponiveis na literatura diversas propostas de classificacao de enzimas B-lactamases
(Ambler, 1980; Ambler; Meadway, 1969; Bush; Jacoby; Medeiros, 1995; Jacoby, 2000) e, até
hoje, estd em constante adaptacdo e tende a evoluir de acordo com a descoberta de novos
mecanismos de resisténcia (Bush, 2023). No entanto, no ano de 2022, diversas autoridades na
area se reuniram em busca de um consenso (Bradford et al., 2022) e adotaram a classificagado

proposta por Bush e Jacoby como a oficial (Bush; Jacoby, 2010).

Esta classificagdo prevé a organizagdo em 3 grandes grupos, buscando uma

homogeneidade entre as classificagdes anteriores, agrupando perfis de substrato e seus
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inibidores: 1) Cefalosporinases (Classe C de Ambler), 2) B-lactamases e serina carbapenemases
(Classes A e D de Ambler) e, por fim, 3) Metalo- B-lactamases (classe B de Ambler) (Bush;
Jacoby, 2010).

As B-Lactamase de espectro estendido (ESBL) pertencem a classe 2 de Bush-Jacoby
(subgrupo 2be) (Bush; Jacoby, 2010). Esse grupo ¢ conhecido por apresentar atividade contra
penicilinas, cefalosporinas iniciais como cefalotina (grupo 2b), além de hidrolisar um ou mais
oxiimino-B-lactamicos, como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam. (Bush; Bradford, 2020;
Bush; Jacoby, 2010). As enzinas CTX-M sdo consideradas as ESBLs mais comuns, com
prevaléncia em todos os continentes. (Bush; Bradford, 2020), com mais 270 variantes descritas
na literatura , de acordo com o The Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD),

no ano de 2025 (McArthur et al., 2013).

Em uso desde a década de 70, antibioticos B-lactdmicos tém sido amplamente utilizados
desde a sua descoberta, potencializando surgimento de uma abundancia de B-lactamases
inativadoras de antimicrobianos B-lactamicos, representando um grave problema de satde
publica (Bush; Bradford, 2020), visto que na literatura ja € possivel verificar a grande incidéncia
destes genes presentes em isolados de diversas fontes de P. mirabilis (De Almeida et al., 2024;

Sanches et al., 2023).

1.2.2.1.2 p-Lactamase do tipo AmpC
Enzimas B-lactaimicos do tipo Cefalosporinases (Classe C de Ambler) apresentam

resisténcia a penicilinas, cefalosporinas de 1* e 2* geragdes, oxiiminocefalosporinas, como
ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona, aos monobactamas e as cefamicinas, como a cefoxitina.
Nao sendo inibidas por inibidores classicos de B-lactamicos como o &cido clavulanico,
sulbactam e tazobactam. Mas, como alternativa terapé€utica, podemos utilizar aztreonam,
avibactam, relebactam e varbobactam. (Bradford et al., 2022; Bush; Freudenberger; Sykes,

1982).

Dentre essas principais enzimas pertencentes a esse grupo, podemos listar as [-
lactamases AmpC mediadas por plasmideos, representadas pelos genes MOX, FOX, ACC,
DHA e CMY. Diante da facilidade de transmissao vertical de genes, através da conjugacao, a
presenca destas enzimas em isolados bacterianos representa uma grande ameaga a resisténcia

aos antimicrobianos. (Jacoby, 2009).
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A presenca de genes codificantes de B-lactamases AmpC mediadas por plasmideos ja é
relatada em isolados de P. mirabilis, de forma isolada, ou ainda, acompanhado de outros genes
codificantes de outras enzimas B-lactamases (CTX-M), inclusive em isolados provenientes de

alimentos (Sanches et al., 2023).

1.2.2.1.3 Enzimas Carbapenemases
Enzimas Carbapenemases possuem a capacidade de inativar antimicrobianos [-

lactamicos, em geral. Amplamente utilizados para tratamento de infec¢des nosocomiais e
bactérias Gram-negativas MDR. Sua presenga simboliza uma grande ameaca. Os genes
codificantes destas enzimas podem estar presente nos cromossomos bacterianos ou ainda, ser

adquiridos por meio de plasmideos (Bush, 2013).

Em 2008, ocorreu o primeiro relato de ocorréncia de uma carbapenemase associada a P.
mirabilis (Tibbetts et al., 2008), isolado de uma hemocultura, demonstrando resisténcia a
imipenem, ertapenem e meropenem. Primeiramente isolada de Klebsiella pneumoniae (Yigit et
al., 2001), essa carbapenemase demonstrou a possibilidade de transferéncia continua entre
diferentes espécies, instaurando uma nova ameaga para a resisténcia aos antimicrobianos.
Antes, a resisténcia aos carbapenémicos eram considerados achados isolados, de origem
hospitalar, mas, atualmente, podemos encontrar a livre circulagdo desse gene, inclusive em

alimentos, como hortaligas (Li et al., 2023).

As carbapenemases mais comuns sao as serina carbapenemases do tipo KPC, mais
prevalentes nas Américas e China, e a Metalo- B-lactamases New Deli Metalo-B-lactamases

(NDM), mais prevalente na India e Europa Oriental (Bush; Bradford, 2020).

1.2.2.2 Resisténcia aos antimicrobianos ndo B-lactamicos

1.2.2.2.1 Resisténcia a sulfonamidas

Descobertas na década de 60 e, em uso clinico desde 1968, as sulfonamidas sdo
classificadas como antimicrobianos sintéticos, sendo os mais antigos ainda em uso. Com
mecanismo de a¢do por competicdo enzimatica, alteram a sintese de DNA, por apresentarem
estrutura andlogas ao acido paraminobenzodico (PABA), essencial para o metabolismo
bacteriano, inibindo competitivamente a enzima di-hidropteroato responsavel pela
incorporagdao do PABA em &cido di-hidrofolico (precursor do acido folico). Desta forma, com

a queda na disponibilidade do acido di-hidrof6lico, a sintese do acido tetraidrofolico fica
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comprometida, pois esse composto atua como cofator essencial para a sintese de DNA

bacteriano (Connor, 1998).

Na literatura, apenas 3 genes associados com a resisténcia a sulfonamidas sao relatados:
sull, sul2 e sul3 (Ben et al., 2017). Esses genes podem estar inseridos no cromossomo
bacteriano, ou ainda, presente em elementos genéticos moveis (Wu et al., 2010). Recente estudo
realizado com P. mirabilis isolados de ITU-CA relatou a presenca de genes su/ em 50% dos
isolados resistentes a sulfonamidas, demostrando sua alta incidéncia, na mesma regido onde

nosso estudo foi realizado (Danilo De Oliveira et al., 2021).

1.2.2.2.2 Resisténcia as Quinolonas e Fluorquinolonas
Assim como as sulfonamidas, as quinolonas também sdo classificadas como

antimicrobianos sintéticos, descobertos na década de 60, com o desenvolvimento do Acido
Nalidixico, um residuo do medicamento Cloroquina (Andersson, 2003; Bisacchi, 2015). Com
destaque no tratamento de infec¢des do trato urinario e respiratorias (Van Bambeke et al., 2005),
esses compostos vém sendo amplamente utilizados, principalmente em infecgdes comunitarias.
Devido ao seu potencial de amplo espectro, seu uso disseminado corroborou para a o
surgimento e sele¢dao de cepas resistentes, garantindo resisténcia aos antimicrobianos devido a

reducgdo da ligagdo da girase ao DNA (Rodriguez-Martinez et al., 2016).

Atualmente, sabe-se que um importante mecanismo de disseminacdo destes genes ¢
mediado por plasmideos (PMQR). Genes como Onr e aac(6’)-1b-cr podem corroborar com esse
fenotipo (Rodriguez-Martinez et al., 2016). Diante disso, ¢ possivel encontrar na literatura,
diversos estudos que avaliam a presenga destes genes em isolados de diferentes alimentos
contendo P. mirabilis, como carnes, por exemplo (Sanches et al., 2023; Wong; Wan; Chen,

2013).

1.2.2.2.3 Resisténcia aos Aminoglicosideos

Amplamente utilizados no tratamento de infec¢des causadas por Gram-negativos,
incluindo P. mirabilis, os aminoglicosideos apresentam acao bactericida, através da inibigcao da
sintese proteica, de custo reduzido quando comparados com outros antimicrobianos. Entre os
antimicrobianos pertencentes a essa classe, podemos listar podemos listar a gentamicina,

amicacina, canamicina e tobramicina (Jana; Deb, 2006).

A maioria das cepas resistentes a aminoglicosideos adquire resisténcia devido a presenca

de enzimas. Com base na literatura, podemos afirmar que diversas familias de enzimas estio
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associadas a esses fenotipo, das quais podemos citar as aminoglicosideo acetiltransferases
(AAC), aminoglicosideo nucleotidiltransferases (ANT) e aminoglicosideo fosfotransferases

(APH) (Jana; Deb, 2006).

1.2.2.2.4 Resisténcia a Fosfomicina

Utilizada como alternativa terapéutica para microrganismos MDR, a fosfomicina
destaca-se devido a sua eficacia de amplo espectro. Descoberta em 1969, esse antimicrobiano
pode ser produzido de maneira natural, a partir de Streptomyces spp., ou sintética (Falagas et

al., 2016; Popovic et al., 2010).

E usada principalmente para o tratamento de doengas infecciosas em granjas, para o
tratamento de frangos de corte e leitdes. Com agdo bactericida, esse antimicrobiano age na
parede celular bacteriana, com capacidade de penetragdo inclusive em biofilmes (Falagas et al.,
2016). Além disso, tem sido utilizada para o tratamento de ITU, principalmente complicadas,
como ocasionadas por bactérias MDR (Sojo-Dorado et al., 2022; Zhanel; Zhanel; Karlowsky,
2020) e pacientes cateterizados (Cai et al., 2018).

Diante do retorno de sua utilizacdo, sua resisténcia tem sido relatada na literatura.
Através da presenca de metaloenzimas transferida por via plasmidial em Enterobacterales
(familia FosA) (Bernat; Laughlin; Armstrong, 1997), pode até ser correlacionada com outros
genes codificantes de enzimas de outras classes, como blaCMY, bla CTX-M, blaTEM, blaSHV,
aac(6’)-1b-cr, sull e sul2, representando sérios problemas para a saude publica. (Jiang et al.,
2015). Sua presenca ja ¢ associada a P. mirabilis, em estudos realizados na mesma regido

(Sanches et al., 2023).
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1.3 P. mirabilis um patéogeno ubiquitario
1.3.1 P. mirabilis em alimentos

Recentes relatos da literatura evidenciam P. mirabilis como um contaminante de
diversos alimentos, como produtos carneos de diferentes espécies, frutas, agua e hortalicas,
podendo ainda estar associado a deterioragcdo de alimentos (Botschner et al., 2023; Gong et al.,
2019; Li et al., 2023a; Sanches et al., 2021, 2023; Shoket et al., 2014; Wang et al., 2010).
Embora infec¢des bacterianas provenientes de alimentos sejam normalmente autolimitadas e
ndo oferecam riscos a saude, estes alimentos podem funcionar como carreadores destes
microrganismos para o organismo ou ainda, favorecer a contaminagao cruzada. Uma vez dentro
do hospedeiro, pode interagir, por exemplo, com microrganismos presentes na microbiota
intestinal e estar passivel a transmissdo horizontal de genes de resisténcia aos antimicrobianos

(Flores-Mireles et al., 2015).

1.3.1.1 P. mirabilis em produtos cdarneos

P. mirabilis tem sido frequentemente isolado de produtos carneos de diversos tipos,
como carne de frango (Barbour et al., 2012; Sanches et al., 2021, 2023; Wong; Wan; Chen,
2013; Yeh; Line; Hinton, 2018; Yu et al., 2021), porco (Ma et al., 2022; Sanches et al., 2021,
2023; Wang et al., 2010), boi (Sanches et al., 2021, 2023) e frutos do mar (Fernandez-Delgado
etal., 2007; Ma et al., 2022).

Sanches e seus colaboradores realizaram um grande isolamento de P. mirabilis de
produtos carneos, no Brasil (Sanches et al., 2021). Entre as proteinas analisadas estavam as
carnes de frango, porco e boi. Interessantemente, a taxa de isolamento dessa bactéria em carnes
de frango foi altissima (presentes em 100% das amostras analisadas), acendendo um alerta para
o consumo dessa proteina de forma mal-passada. Somado a essa problematica, além da presenca
de diversos fatores de viruléncia (como proteases, fimbrias, receptores de sideréforos e
hemolisinas), esses isolados apresentaram capacidade de formar biofilme de alta intensidade,
além de estarem relacionados geneticamente com cepas causadoras de ITU em humanos,

através da técnica ERIC-PCR (Sanches et al., 2021).

Em outro estudo realizado com os mesmos isolados de Sanches et al., 2021), Sanches e
seus colaboradores, em 2023, abordaram a resisténcia dos isolados de P. mirabilis de produtos
carneos. Os resultados evidenciaram que estes produtos continham P. mirabilis como portador

de genes codificantes de enzimas ESBL e AmpC. Além da resisténcia aos Beta-lactamicos, este
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estudo demonstrou a presenca de genes relacionados a outros grupos de antimicrobianos, como
gnrD, aac(6’)-1b-cr, sull e 2, fosA3, cmlA e floR. Outro dado preocupante ¢ que cerca de 75%
dos i1solados de carne de frango puderam ser classificados como MDR, enquanto apenas 6%
dos isolados de carne bovina apresentaram esta caracteristica, mais uma vez ressaltando que o
consumo de carnes de aves podem ser grandes disseminadores de P. mirabilis para humanos

(Sanches et al., 2023).

Kim et al. 2005, detectaram a presenca de P mirabilis em alimentos céarneos
comercializados em varejo, nos Estados Unidos. Entre as proteinas pesquisadas estavam a carne
de peru moida, carne de frango moida, carne de boi moida e carne de porco moida. Neste estudo,
carnes de peru (taxa de isolamento de 93,3%) e frango (taxa de isolamento de 33,33%) foram
as mais prevalentes no isolamento, elucidando a importancia de aves, de uma forma geral, como

grandes reservatorios da espécie (Kim; Wei; An, 2005).

Outro estudo de grande notoriedade quando se fala de isolamento de P. mirabilis de
produtos carneos ¢ o de Wong; Wan; Chen, de 2013, o qual evidenciou a presenca desta bactéria
em 85% das amostras de carcagas de frango analisadas, em Hong Kong, na China. Neste estudo,
além do alto indice de isolamento de P. mirabilis, os autores evidenciaram altas taxas de
resisténcia a diversos antimicrobianos de classes diferentes, como penicilinas, quinolonas,
cefalosporinas e sulfonamidas, apontando esta bactéria como uma possivel ameaga a saude

publica.

Em estudo realizado na Venezuela, (Fernandez-Delgado et al., 2007) evidenciaram a
ocorréncia de P. mirabilis associados a duas espécies de ostras originadas de uma area turistica
do pais. Neste trabalho, além do isolamento e da identificacdo bacteriana realizada por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA, o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos também foi
tracado, ficando evidente a resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, como penicilinas,
cefalosporinas, sulfonamidas e tetraciclina. Entretanto, os isolados explorados neste estudo se
mostraram suscetiveis a antimicrobianos da classe das quinolonas. De fato, a presenga de
bactérias patogénicas em alimentos como ostras, as quais sao normalmente consumidas cruas e
sem nenhum tipo de preparo, tornam o seu consumo ainda mais agravante, podendo ser
considerado um grande problema de saude publica para a transmissdo de patdégenos, como P.

mirabilis.

De fato, a presenca de P. mirabilis em produtos carneos ¢ motivo de preocupagdo, uma

vez que essa bactéria pode apresentar potencial patogénico e estar associada a um amplo
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espectro de infecgdes. Além disso, esse microrganismo pode carregar genes de resisténcia a
antibacterianos, o que dificulta o tratamento das infec¢des e representa um risco adicional de

transferéncia desses genes para a microbiota humana.

1.3.1.2 P. mirabilis em verduras, frutas e legumes
Em comparagdo com os produtos carneos, o consumo de frutas e vegetais contaminados

com P. mirabilis podem representar um risco de seguranca alimentar ainda maior, visto que
normalmente estes alimentos sdo consumidos mal higienizados ou ndo sdo preparados sob
fontes de aquecimento, os quais poderiam inviabiliza-lo. Atualmente, sabe-se que hortaligas
podem ser contaminadas com bactérias, por meio da fertilizagdo orgénica, irrigagdo com agua
de fontes contaminadas, contaminagdo direta durante a producdo, transporte e distribui¢ao

(Holzel; Tetens; Schwaiger, 2018).

O isolamento de P. mirabilis em frutas ja foi relatado, inclusive em estudo recente na
China, P. mirabilis foi encontrado em 48% das amostras de frutas minimamente processados.
Essa grande presenca surpreendeu até mesmo os pesquisadores por se tratar de um patdégeno

oportunista, muitas vezes podendo carrear multiplos genes de resisténcia (Y1 et al., 2023).

Relatos de isolamento de P mirabilis em diversos tipos de vegetais frescos ja ocorreram
na Nigéria (Chrun et al., 2023), na China (Li et al., 2023) e na India (Shoket et al., 2014). Certas
hipoteses sobre a presenca deste microrganismo nesses alimentos incluem o uso de dejetos
animais inadequadamente compostados como fertilizante (Shoket et al., 2014). Entretanto, nao
ha muitos estudos buscando o isolamento exclusivo de P. mirabilis, justificando a reducao dos
relatos de isolamento. Desta forma, a presenca de P. mirabilis em vegetais frescos podem ter

sido subestimada (Li et al., 2023).

Além da presenga de P. mirabilis em vegetais frescos ou prontos para o consumo (Uzeh;
Alade; Bankole, 2009), estudos recentes relatam a presenca de forma simultanea de P. mirabilis
com E. coli portadora de genes de resisténcia como hlaNDM e mcr-1 (Li et al., 2023a). P,
mirabilis apresenta uma grande capacidade de adquirir e disseminar ativamente genes de
resisténcia aos antimicrobianos, sobretudo os isolados MDR, o que torna o co-isolamento de P.
mirabilis e E. coli preocupante em relacdo a possibilidade de propagacdo de resisténcia entre

diferentes microrganismos (Li et al., 2023).
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1.3.1.3 Ocorréncia de P. mirabilis em agua
A disponibilidade de agua potavel ¢ um direito universal e indispensavel a vida.

Entretanto, assim como os alimentos, este recurso natural estd passivel de sofrer contaminagdes
por atividades humanas, como por exemplo, o despejo irregular de dejetos e esgoto

(Nascimento Santos et al., 2023).

P. mirabilis tem sido relatado como um contaminante de fontes de agua, como revela o
estudo de Njova et al, 2022. Neste estudo, dguas residuais hospitalares e do rio Mfoundi, em
Camardes, abrigavam P. mirabilis altamente resistentes a -lactdmicos e quinolonas, além de
isolados caracterizados como MDR. Este fato sugere que os isolados de P. mirabilis sao
passiveis de acumular diversos fatores de resisténcia aos antimicrobianos ¢ podem ter sido
selecionados a partir do uso de forma intensiva, e despejo irregular, principalmente em ambiente

hospitalar, representando um risco para a satide humana e ambiental.

Em Ontario, no Canada, Botschener et al, 2023, recuperaram 2 isolados de P. mirabilis
de amostras de dguas residuais em uma estacdo de tratamento, com o objetivo de rastrear
patégenos de origem alimentar. Essas bactérias foram sequenciadas por Illumina MiSeq,
obtendo 99,8% de similaridade genética entre si, onde ambas apresentaram genes de resisténcia
para tetraciclina (resisténcia intrinseca da espécie) e cloranfenicol (catA4). Os genomas foram
montados, anotados e depositados no banco de dados do NCBI, estando disponiveis para

analises gendmicas comparativas.

Outro estudo realizado em Bangladesh, realizado por Chouduri e Wadud, 2013, avaliou
a presenca de Enterobacterales em 100 amostras de agua de torneira. Os autores puderam
confirmar que a 4gua fornecida em Rajshahi apresentava diversas bactérias pertencentes a este
grupo, sobretudo, P. mirabilis. Dois isolados de P. mirabilis foram identificados e sua
resisténcia a cefalosporinas e a aminoglicosideos foi detectada, o que enfatiza que P. mirabilis

pode sim, ser veiculado também por dgua (Chouduri; Wadud, 2013).

Apesar de poucos relatos na literatura especificamente para a contaminag¢do de dguas
pela presenca de P. mirabilis, estima-se que possa haver uma subnotificacdo de casos, ja que a
maioria dos testes realizados para detecgdo de microrganismos na agua seja destinado para

Escherichia coli e coliformes totais (Nascimento Santos et al., 2023).
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1.3.1.4 Importancia na deteriorac¢do de alimentos por P. mirabilis

Guias microbiologicos de seguranca alimentar recomendam considerar que frutas,
vegetais, carnes nao cozidas, ovos e leite crus estejam contaminados com bactérias do género
Proteus. Além disso, sugerem que a presenga de enzimas como proteinases, lipases,
descarboxilases e aminotransferases poderia acarretar em um apodrecimento precoce de certos
alimentos (Kushwaha; Babu; Juneja, 2014). Até o momento, acredita-se que por ser uma
enterobactéria, P. mirabilis esta associado a deterioracdo de alimentos, € que compostos mal-
cheirosos como a putrescina, indol, sulfeto de hidrogénio possam estar ligados a distribuigao
mecanica dessa bactéria, devido a a¢ao de insetos atraidos pelo odor, como moscas e baratas

(Drzewiecka, 2016).

Apesar de P. mirabilis ser capaz de produzir esses compostos, e trabalhos comprovarem
a presenca da bactéria em vetores artropodes (Gupta et al., 2012; Nazni et al., 2005; O’Hara et
al., 2000; Tatfeng et al., 2005; Vazirianzadeh et al., 2014; Yi et al., 2023) pouquissimos estudos
demonstraram experimentalmente que P. mirabilis é realmente capaz de deteriorar alimentos.
Ahmed e seus colaboradores, em 2019 mostrou que em atum enlatado, P. mirabilis produz
compostos como histamina, cadaverina, tiramina, em concentragdes suficientemente altas para
causar intoxicagdes em humanos. Yi e seus colaboradores em 2023, comprovaram que um
inoéculo de P mirabilis em meldes cantaloupes recentemente fatiados pode acelerar a
deterioragdo dessa fruta em temperatura ambiente. Este mesmo estudo relatou uma mudanca
significativa nos compostos volateis liberados pela fruta. Esses resultados sdo indicios de que
1: a deterioragdo de alimentos por P. mirabilis é possivel, gracas ao seu perfil bioquimico, e ii:
essa degradacdo pode garantir alguma vantagem em sua disseminacdo. Mesmo com essas
evidéncias, o papel exato de P. mirabilis na deterioracdo de alimentos € incerto, e mais estudos

sS40 necessarios.

1.3.1.5 Casos de toxinfecg¢do alimentares por P. mirabilis
O primeiro relato disponivel na literatura envolvendo P. mirabilis ocasionando

toxinfec¢do alimentar ocorreu em 1941 por (Cooper; Davies; Wiseman, 1941), no Reino Unido.
Neste estudo, 8 dos 9 individuos contaminados apresentaram fortes dores abdominais, vomito
e diarreia severa ap6s o consumo de um embutido preparado a base de carne de porco. Embora
os autores tenham estabelecido claramente que o surto deve ser atribuido as toxinas de P.

mirabilis, mais informacdes e testes deveriam ter sido realizados para tal afirmacao.
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Em 1944, 29 militares da marinha foram contaminados ¢ desenvolveram sintomas de
gastroenterite como vOomitos, diarreia e fortes dores abdominais, apds o consumo de presunto
defumado, servido na noite de Natal. Dentre os materiais analisados estdo amostras de vomito,
fezes e amostras das sobras da refeicao servida para os militares da marinha dos Estados Unidos.
Ap6s as andlises, foi constatado que P. mirabilis foi, possivelmente, o microrganismo associado

como agente etiologico desta gastroenterite (Cherry; Lentz; Barnes, 1946).

Em um estudo realizado na China em 2010, Wang e seus colaboradores relataram um
surto de intoxicagdo alimentar por P. mirabilis envolvendo 13 pessoas, no ano de 2008, apds a
ingestdo de almondegas de porco cozidas em molho. A partir da técnica de pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), pode-se concluir que o cozinheiro e os garcons do restaurante onde
foram servidos o prato contaminado eram a fonte infecciosa, € os bolinhos de carne de porco

cozidos em molho eram vetores de contaminagao (Wang et al., 2010).

Embora poucos casos de intoxicagdo alimentar relacionados a presenca de P. mirabilis
e suas toxinas sejam relatados na literatura, ha a possibilidade de que ocorra uma subnotificagao
destes episodios, devido principalmente, a quadros autolimitados de sintomas, falta de um
diagnéstico especifico, somado ainda a capacidade desta bactéria em expressar diversos fatores
de viruléncia, sobretudo, potentes toxinas (Cestari et al., 2013; Sanches et al., 2021) e
capacidade de causar patologias em diversos sitios do organismo (Armbruster; Mobley;
Pearson, 2018; Danilo De Oliveira et al., 2021; Manos; Belas, 2006; O’Hara et al., 2000;
Sanches et al., 2021).

1.4 Proteus mirabilis em humanos

Apesar de pertencer a microbiota normal intestinal de diversos animais € humanos, P.
mirabilis apresenta um amplo espectro infeccioso, causando desde infec¢des sanguineas
(Laupland; Edwards; Harris, 2024; Tumbarello et al., 2012), meningites (Costa Filho; Furlan;
Avner, 2023), pneumonias (Ullah et al., 2023), osteomielite (Chiang et al., 2021), abcessos
(Muddassir et al., 2020), destaca-se ocasionando principalmente, infec¢des do trato urindrio

(Danilo De Oliveira et al., 2021; Jacobsen; Shirtliff, 2011; Sanches et al., 2021, 2023).

Dependendo da localizacao geografica, P. mirabilis pode ser considerado o segundo
patogeno mais isolado de infecgdes do trato urinario, sobretudo em pacientes com cateteres

urindrios (Manos; Belas, 2006; Rocha; Pelayo; Elias, 2007; Schaffer; Pearson, 2016). P.
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mirabilis apresenta diversos fatores de viruléncia que corroboram com o estabelecimento da
infeccdo, como por exemplo, a expressdo de diversos operons codificantes de fimbrias e uma
potente enzima urease (Zunino et al., 2001). Entre os fatores de risco para o estabelecimento de
ITU por P. mirabilis, podemos listar a anatomia feminina, histérico de ITU prévia, atividade
sexual, infec¢des vaginais, diabetes, obesidade, anormalidades anatémicas do trato urindrio e

pacientes cateterizados (Foxman, 2014).

A forma mais comum de contaminagao do trato urinario ocorre atraves da ascensao pela
uretra, decorrente de uma colonizacdo periuretral prévia. Colonizando a uretra, essa bactéria
acessa a bexiga urinaria e a expressdo de diversos fatores de viruléncia, como adesinas,
proteases e toxinas. favorece seu estabelecimento neste sitio (Flores-Mireles et al., 2015;
Mancuso et al., 2023). Caso esta bactéria resista ao sistema imunologico do paciente, a
colonizagdo segue e atinge os ureteres e, finalmente, pode colonizar os rins, ocasionando uma
pielonefrite. (Govindarajan; Kandaswamy, 2022; Mancuso et al., 2023). Pacientes que
desenvolvem pielonefrite estdo mais suscetiveis a quadros mais graves, como bacteremia e

sepse (Flores-Mireles et al., 2015).

Em pacientes utilizando cateteres urinarios, P. mirabilis utiliza, principalmente, a
fimbria MRP para seu estabelecimento e colonizacdo inicial. Sua potente urease eleva o pH
urindrio, induzindo a precipita¢do de cristais de estruvita e apatita, originando um biofilme de
origem cristalina, obstruindo este cateter. Com a obstrucao, a drenagem urinéria deste paciente
fica comprometida, o que contribui para casos mais graves da doenca (Flores-Mireles et al.,

2015).

1.5 One Health

Diante da variedade de locais de isolamento (desde infec¢des humanas a presenga em
alimentos), relato de cepas MDR e potencial zoonético, o isolamento de P. mirabilis ndo pode
ser negligenciado. Diante desta preocupagio, a iniciativa One Health (Saude Unica), a qual
consiste em um esfor¢o integrado entre diferentes areas da saude para uma satide unica e ideal
entre humanos, animais, plantas e meio ambiente, baseando-se em critérios de seguranca
alimentar, no combate a resisténcia aos antimicrobianos e controle de zoonoses (Collignon;

McEwen, 2019; McEwen; Collignon, 2018), surge como um alicerce para este estudo.

Recentemente, estudos do nosso grupo de pesquisa tem relatado a presenca de P.

mirabilis virulentos e resistentes a multiplos antimicrobianos em produtos cérneos, ressaltado
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o risco zoonotico dessas cepas (Sanches et al., 2021, 2023), no entanto, ndo existe nenhum
estudo que avalia o isolamento, prevaléncia, viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e
similaridade genética, buscando uma relacao clonal entre P. mirabilis isolados de hortalicas e
infec¢do urinaria na comunidade (ITU-CA). Assim, nés acreditamos que as hortaligas podem

ser uma importante fonte de disseminagdo de P. mirabilis, para a comunidade.

1.6 Sequenciamento do genoma e analises de bioinformatica

Com o avanco da tecnologia a favor do estudo de genomas bacterianos, sobretudo com
finalidade epidemioldgica, o sequenciamento de genoma de nova geragdo (NGS) surge como
um grande aliado. Utilizada devido a sua alta precisdo, custo relativamente baixo e capacidade
de gerar grandes volumes de dados em um periodo relativamente curto de tempo, essa
tecnologia permite avaliar a composicao genética completa de um microrganismo. (Yoshinaga

etal., 2018).

Dentre as tecnologias disponiveis, o sequenciamento do tipo leitura pequenas (short
reads) permite, através de seu sequenciamento por sintese e leituras curtas de aproximadamente
250-300 pb, descrever com qualidade o genoma completo bacteriano (Illumina, 2012). A partir
dos dados gerados, ¢ possivel realizar andalises e investigagdes, podendo ser utilizados para
verificacdo de resisténcia antibacteriana, viruléncia, MLST, presen¢a de elementos genéticos
moveis , além de depdsito em grandes bancos de dados, para auxiliar novas pesquisas.

(Yoshinaga et al., 2018).

O genoma de referéncia de P. mirabilis (cepa P. mirabilis H14320) (Pearson et al., 2008)
apresenta cromossomo circular, de tamanho aproximado de 4,1Mb, com o contetido de GC de
39%. Estudos recentes que utilizaram sequenciamento gendomicode cepas de P. mirabilis
permitiram evidenciar esta espécie como um importante reservatorio de genes de resisténcia
diversos, como ESBL, blaKPC-2 e blaNDM-1 (Li et al., 2023; Ma et al., 2022). Dentre os
elementos genéticos moveis associados a esta capacidade, podemos citar os plasmideos, ilhas
gendmicas de resisténcia e, sequéncias de inser¢do, atuando na aquisi¢ao e disseminagdo de

resisténcia aos antimicrobianos intra e interespécie (Li et al., 2023).

O NGS permite ainda, explorar o genoma bacteriano em busca de uma variedade de
genes associados a viruléncia, caracterizando importantes estratégias de evasdo do sistema

imune e permanéncia no ambiente. A busca e identificacdo pode ser realizada por meio de
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ferramentas como Virulence Factor Database (VFDB) (Chen, 2004). Além dessas anélises, o
NGS desempenha um papel fundamental em estudos focados em epidemiologia, comparando
isolados de diferentes origens, detectando linhagens emergentes, rastreando rotas de
disseminagao e classificagao em “Sequence types” (ST), como através da plataforma PubMLST,

recentemente incluido nos bancos de dados (Lian et al., 2025).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a prevaléncia de isolamento, perfil genotipico e fenotipico dos fatores de
viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos de P. mirabilis isolados de hortalicas cultivadas
pelo método tradicional em solo, método hidropdnico e ITU-CA, além de investigar o
relacionamento clonal entre essas cepas a fim de identificar as hortalicas como potencial fonte

de disseminacao de P. mirabilis responsavel por ocasionar ITU-CA.

2.2 Objetivos Especificos

o Isolar P. mirabilis de hortalicas de cultivo tradicional em solo ¢ de hidroponia;

Isolar P. mirabilis de ITU-CA;

e Detectar genes associados a viruléncia de P. mirabilis;

e Avaliar a capacidade de formagao de biofilme dos isolados;

e Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de uso clinico e veterinario;

e Detectar genes de resisténcia aos antimicrobianos B-Lactamicos, quinolonas,
aminoglicosideos, sulfonamidas, fosfomicina;

e Comparar o perfil genotipico e fenotipico de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos entre P. mirabilis isolados de hortalicas e ITUs;

e Analisar a filogenia molecular com o auxilio da técnica de ERIC-PCR;

e Sequenciar cepas isoladas de ITU e hortaligas com alta relagdo clonal, a partir de
triagem pela técnica de ERIC-PCR;

e Analisar o genoma bacteriano através de ferramentas de bioinformatica;

e Depositar o de Bioprojeto do genoma no site do NCBI;

e Realizar analises bioestatisticas e confeccdo de uma rede Bayesiana;

3.METODOLOGIA
3.1 Isolamento bacteriano
3.1.1 Isolamento de P. mirabilis de hortali¢as

O isolamento de P. mirabilis de hortaligas foi realizado de acordo com Sanches e seus
colaboradores, de 2021 (Sanches et al., 2021). Para isso, foram realizadas coletas de hortaligas
folhosas (alface, rucula, almeirdo, couve, repolho, espinafre, agrido e acelga, n= 1280), de

cultivo direto em solo (CD) e hidroponia (H), no periodo de maio/2022 a dezembro/2022, em
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todas as regides da cidade de Londrina- PR, em supermercados e feiras-livres. Desta forma,
apos as coletas, as amostras de hortalicas foram processadas no Laboratério de Bacteriologia
(UEL) seguindo as etapas: 1) Incubagdo de 25 gramas da hortalica em 225mL de agua
peptonada, em duplicata (parte inferior e superior da mesma hortaliga) por 24 horas a 37°C
(Figura 8); 2) uma aliquota de 1 mL desta 4gua peptonada, contendo o crescimento microbiano,
foi transferida juntamente com 9mL de caldo triptona de soja (TSB, Difco™) contendo o
antimicrobiano Polimixina B, na concentracao de 8mg/mL, a fim de facilitar o isolamento de
P. mirabilis, sendo incubado por 24 horas a 37°C em estufa; 3) Apds 24 horas, os tubos foram
homogeneizados e uma al¢ada de 10uL do crescimento foi semeado em agar XLD (Xilose-
lisina-desoxicolato, Difco™) e incubado por 24 horas a 37°C em estufa; 4) Ap6s o periodo de
incubagdo, as placas que continham coldnias caracteristicas de P. mirabilis (colonias pretas,
caracteristicas de produ¢do de H>S) foram selecionadas para a triagem bioquimica com os
meios EPM (Escola Paulista de Medicina), MILi (Motilidade-indol-lisina), Citrato de Simmons
e fenilalanina; 5) apds a identificagdo correta como P. mirabilis, as bactérias foram crescidas
novamente em caldo TSB e estocadas com caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) estéril e

glicerol, em uma concentracao de 25%, em tubos criogénicos e, armazenadas a -20 e -80°C.

Figura 8- Representacdo ilustrativa exemplificando a primeira etapa do isolamento de P.
mirabilis- incubagdo de 25 g da hortalica em 225 mL de agua peptonada

Fonte: a autora, 2025 (realizado no site Illustrae.co)
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3.1.2 Isolamento de P, mirabilis de urina

O isolamento de P. mirabilis da urina de pacientes, com infec¢des urindrias da
comunidade, atendidos nas Unidades Basicas de Saude (UBS), da cidade de Londrina-PR
(Laboratoério Centrolab), também ocorreu no periodo de maio/2022 a janeiro/2023. Este
isolados bacterianos foram identificados pelo sistema Vitek® 2 COMPACT system
(BioM¢érieux, MarcyL'Etoile, France) e confirmados através da identificagdo bioquimica por
EPM, MILi, Citrato de Simmons e Fenilalanina. Apds a identificagdo como P. mirabilis, as
bactérias foram cultivadas novamente em caldo TSB e estocadas com caldo BHI e glicerol, em
uma concentracao de 25%, em tubos criogé€nicos e, armazenadas a -20 e -80°C. As coletas das

amostras humanas foram aprovadas pelo comité de ética (CEP-UEL) n°® 1.590.120.

3.2.1 Teste fenotipico de sensibilidade aos antimicrobianos

Pelo método de disco-difusdo de Kirby-Bauer, foram testados 19 antibacterianos de
diferentes classes, de uso clinico humano e veterinario. As informagdes estao dispostas na tabela

abaixo (Tabela 1):

Tabela 1- Antibacterianos humanos e veterinarios utilizados no presente estudo para o teste

fenotipico de genes de resisténcia aos antimicrobianos

ANTIBACTERIANO CLASSE
piperacilina + Tazobactam (PTZ) Penicilina + inibidor da beta-lactamase
amoxicilina + Clavulanato (AMC)
ampicilina (AMP) Penicilina
cefalotina (CFL)
cefoxitina (CFO)
ceftazidima (CAZ)
ceftriaxona (CRO) Cefalosporinas
ceftiofur (CTF)
cefepime (CPM)
aztreonam (ATM) Monobactamico
ertapenem (ERT) Carbapenémico
enrofloxacino (ENO)
ciprofloxacino (CIP)
levofloxacino (LEV) Quinolonas
acido nalidixico (NAL)
norfloxacino (NOR)
gentamicina (GEN) Aminoglicosideo
fosfomicina (FOS) Fosfomicina
sulfametoxazol (SUT) Sulfonamida

As cepas de P. mirabilis testadas foram semeadas em agar Mueller Hinton e encubadas
a 37°C por 24 horas, no dia anterior ao teste. No dia do teste, um inoculo de cada cepa foi

preparado em solucdo salina (NaCl) 0,9% de acordo com a escala de turbidez 0,5 de McFarland
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(1,5 x 10® bactérias/mL). Uma placa de 4gar Mueller Hinton foi semeada com auxilio de swab
em 3 direcdes, a fim de formar um tapete de confluente de crescimento bacteriano. Apos esta
etapa, os discos de antimicrobianos foram dispostos, respeitando a distancia necessaria entre
eles. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 18 horas e os halos obtidos
foram medidos, tabulados e comparados com os valores estabelecidos de acordo com o
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 34* edigdo (M100) do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).

3.2.2 Teste de aproximacdo de disco para producio de Beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL)

Para verificar a verificagdo fenotipica de produgdo de enzimas do tipo ESBL, utilizamos
a técnica de aproximacdo de disco. Para a realizagcdo deste teste, uma placa de dgar Mueller
Hinton, foi plaqueada em 3 dire¢des com um inoculo bacteriano seguindo a escala 0,5 de
McFarland. O disco de amoxicilina associado a é4cido clavulanico foi disposto ao centro,
enquanto os discos de ceftriaxona, cefepime, aztreonam e ceftazidima em formato de cruz. A
placa foi incubada em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas. Ap6s esse periodo, as placas
foram avaliadas quanto a presenca de deformidades nos halos, conhecida como “halo

fantasma”, segundo o CLSI, 2024.

3.2.3 Teste de Hodge

Para a verificagdo fenotipica de producdo de carbapenemases, o teste de Hodge foi
realizado. Para isso, uma placa de dgar Mueller Hinton foi plaqueada, em 3 dire¢des com um
indculo previamente preparado seguindo a escala 0,5 de McFarland da bactéria Escherichia coli
ATCC 25922. Ao centro da placa, com o auxilio de uma pinga, foi adicionado um disco de
ertapenem. Riscos da bactéria a ser testada foram feitos em linha reta, saindo do disco (sem
tocar). A placa foi encubada em estufa a 37 °C por 24 horas. Quando ha a formagao de

deformidades no halo, devido a producao de enzimas do tipo carbapenemases (CLSI, 2024).
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3.3 Teste genotipico de resisténcia aos antimicrobianos

Para realizar pesquisas sobre genes de resisténcia aos antimicrobianos, foi verificada a
presenca dos seguintes genes por meio da reacdo de PCR convencional: blaCTX-M-1, 2, 8,9 ¢
25 (Woodford; Fagan; Ellington, 2006); blaTEM e blaSHV (Arlet; Philippon, 1991); blaKPC-
2 e blaNDM-1 (Mlynarcik; Roderova; Kolar, 2016), blaDHA, blaACC, blaMOX, blaFOX e
blaCMY-2 (Pérez-Pérez; Hanson, 2002); aac'(6)-lb-cr (Chen et al., 2012); sul 1, sul 2 (Li;
Sherwood; Logue, 2007); gnr A, gnr B, gnr S (Cattoir et al., 2007); gnr D (Wang et al., 2009)
e fos A3 (Sato et al., 2013). Para esta reagdo, utilizamos: 12,5 pL. do mix (contendo 2 mM
MgCl - Invitrogen, 2,5 mM de tampao 10X- Invitrogen®, 0,2 mM de dNTPs (10 mM) -
Invitrogen™) , 1 pL (20 pMol) de Primers ERIC 1 e 2 (Forward e Reverse) (IDT™), 0,2 pLL
(1U) de Taq DNA polimerase (Invitrogen™), 2,0 uL. do lisado bacteriano ¢ 8,3 uL de dgua

ultrapura, totalizando um volume final de 25 pL para cada reagdo (Silva et al., 2023).

3.4 Teste genotipico de viruléncia de P. mirabilis

A presenga de oito genes associados a viruléncia de P. mirabilis foi investigada através
da técnica de reagdo em cadeia da polimerase convencional (PCR), conforme estabelecido por
Sanches e seus colaboradores (Sanches et al., 2021). Os genes selecionados incluiram ptA
(protease) , zapA (protease), pmfA , ucaA (fimbria), ireA (receptor de sideroforo) (Sanches et
al., 2019), hpmA (hemolisina) (Cestari et al., 2013) , mrpA (fimbria) (Rocha et al., 2007) e aftA
(fimbria) (Zunino et al., 2000). Para esta reagdo, utilizamos: 12,5 pL. do mix (contendo 2 mM
MgCl; - Invitrogen, 2,5 mM de tampao 10X- Invitrogen®, 0,2 mM de dNTPs (10 mM) -
Invitrogen™) , 1 pL (20 pMol) de Primers ERIC 1 e 2 (Forward e Reverse) (IDT™), 0,2 uLL
(1U) de Taq DNA polimerase (Invitrogen™), 2,0 uL do lisado bacteriano e 8,3 pL de agua
ultrapura, totalizando um volume final de 25 pL para cada reagdo. As sequéncias e temperaturas

de hibridizacao estdo dispostos na tabela abaixo (Tabela 2)
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885 Tabela 2- Genes associados a viruléncia de P. mirabilis identificados por PCR
GENES SEQUENCIA DE PRIMERS (5'-3") pb T°C DE HIBRIDIZACAO | REFERENCIAS
(F) ACTACGATAACGAGCGCCAG
ired (R) GCCCTAACTGGGGGAATACG 681 60°C Sanches et al, 2019
(F) GAGCCATTCAATTAGGAATAATCCA
mrpA | (R) AGCTCTGTACTTCCTTGTACAGA 648 58°C Rocha et al, 2007
(F) GCTTTTACATCCCCAGCGGT
ucad | (R) GCTGCATTTGCTGGCTCATC 476 60°C Sanches et al, 2019
(F) CAAATTAATCTAGAACCACTC
pmfA | (R) ATTATAGAGGATCCCTTGAAGGTA 617 54°C Sanches et al, 2019
(F) CATAATTTCTAGACCTGCCCTAGCA
atfA (R) CTGCTTGGATCCGTAATTTTTAACG 382 50°C Zunino et al, 2000
(F) CCACTGCGATTATCCGCTCT
ptA (R) ATCGGCAGAAGTGACAAGCA 686 60°C Sanches et al, 2019
(F) TATCGTCTCCTTCGCCTCCA
zapA (R) TGGCGCAAATACGACTACCA 332 59°C Sanches et al, 2019
(F) GTTGAGGGGCGTTATCAAGAGTC
hpmA | (R) GATACTGTTTTGCCCTTTTGTGC 702 55°C Cestari et al, 2013
886  pb: pares de bases
887 3.5 ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain
888  Reaction)
889 Os isolados bacterianos foram testados de acordo com sua similaridade genética através
890 da técnica de ERIC-PCR (Versalovic; Koeuth; Lupski, 1991). Primers especificos foram
891 utilizados:  ERIC-1  (5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC-2 (5’-
892 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) e servem como um bom padrao discriminativo para
893  enterobactérias, pois estdo presentes em regides intergénicas de seu DNA. Para esta reacgdo,
894  utilizamos: 12,5 uL do mix (contendo 2 mM MgCl: - Invitrogen, 2,5 mM de tampao 10X-
895  Invitrogen®, 0,2 mM de dNTPs (10 mM) - Invitrogen™) , 1 pL (20 pMol) de Primers ERIC 1
896 e 2 (Forward e Reverse) (IDT™), 0,2 uL (1U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen™), 2,0 pL
897  do lisado bacteriano e 8,3 pL de dgua ultrapura. Apos a corrida em gel de agarose (2%), por 4
898  horas, os géis foram corados em brometo de etidio e fotodocumentados. Os produtos deste
899  experimento foram avaliados e o dendrograma de similaridade genética foi construido através
900 do software Gel J 2.0 (HERAS et al., 2015), utilizando o método de grupo de pares nao
901 ponderados com média aritmética (UPGMA) e o coeficiente de similaridade de dados para a
902 analise dos clusters (Jaccard), com indice de tolerancia de 1.5. Para a determinagao dos clusters,
903  utilizamos 85% de similaridade como ponto de corte.

904
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3.6 Avaliacao da capacidade da formacio de biofilme pelo método de cristal violeta

Com base no protocolo estabelecido por Kwiecinska-Pirog, e seus colaboradores em
2014 (Kwiecinska-Pirdg et al., 2014) com modificagdes, o ensaio foi realizado para a avaliagao
da capacidade de formagdo de biofilme de P. mirabilis isolados de hortalicas e de ITUs, em
placas de 96 pogos de poliestireno. As bactérias foram previamente cultivadas em TSB (Difco
™) por 24 horas a 37°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 15
min, seu sobrenadante foi descartado e o material sedimentado lavado em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). A suspensdo bacteriana foi centrifugada novamente a 4000rpm
por 10 min e o material sedimentado, utilizado para realizar a suspensao na escala 0,5
MacFarland em caldo TSB (Difco™). Em cada poco da placa, adicionamos 20 pL da suspensao
bacteriana ¢ 180 uL de TSB estéril, em quadruplicata, para cada isolado. Para os controles
negativos, utilizamos 200 puL de TSB estéril e, para o controle positivo, utilizamos a cepa de E.
coli EAEC 042, produtora de biofilme (Nataro et al., 1995) A placa foi acondicionada em estufa
a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, os pogos foram lavados com dgua destilada e fixadas
com 200 uL de metanol em cada poco da placa. Ao fim deste processo, o metanol foi removido
e aplaca foi levada para secagem a 37°C, por 20 minutos. Apos esse procedimento, adicionamos
200 pL de cristal violeta a 0,01% em cada poco um dos pocos, por 20 minutos. Posteriormente,
a placa foi lavada com dgua destilada, até que os pogos se tornassem incolores. As placas foram
novamente levadas para secagem. Para a solubilizacdo, foram adicionados 200 pL de metanol
em cada um dos pocos. Apds todo o processo, a placa foi levada ao espectrofotometro para
leitura da absorbancia, em 570 nm. O biofilme pode ser classificado como ausente, fraco,
moderado, forte ou muito forte, com base no valor obtido para a média aritmética dos controles
negativos e um valor triplo do seu desvio padrdo (T = Xnc + 33), como observado na tabela

abaixo (Tabela 3)

Tabela 3- Calculo da intensidade de Biofilme

VALOB DA INTENSIDADE DE
ABSORBANCIA BIOFILME
A<T Ausente
T<A<2T Fraco
2T< A <A4T Moderado
4T <A <8T Forte
> 8T Muito Forte

padrao

A: Valor da Absorbancia; T: média aritmética dos controles negativos e um valor triplo do seu desvio

Fonte: Adaptado de Kwiecinska-Pirog et al., 2014
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3.7 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R, versdo 4.4.2.
Inicialmente, foi empregada a regressdo logistica para investigar a associacdo entre variaveis
independentes e um desfecho bindrio de interesse, permitindo estimar a probabilidade de o
evento ocorrer em funcao das variaveis explicativas. Essa etapa teve como objetivo identificar
quais variaveis apresentavam associacdo estatisticamente significativa com o desfecho,

servindo como critério para sele¢do das varidveis que seriam incluidas no modelo subsequente.

Posteriormente, foi construida uma rede bayesiana para modelar as relagdes
probabilisticas e condicionais entre as variaveis selecionadas, utilizando o bnlearn v5.1. A
estrutura da rede bayesiana foi inferida por meio do algoritmo de hill climbing, utilizando um
critério de ajuste estatistico, como o critério de informagao de Bayesiano (BIC). O hill climbing
consiste em realizar alteracdes na estrutura da rede para maximizar a pontuagdo do modelo,
possibilitando a identificagdo de relagdes causais e condicionais entre as varidveis de forma

eficiente.

Dessa forma, a combinacao da regressdo logistica com a rede bayesiana proporcionou

uma analise robusta e abrangente das associagdes e interdependéncias presentes nos dados.

3.8 Sequenciamento do genoma bacteriano

O sequenciamento do genoma bacteriano foi realizado no Instituto de Pesquisa
Genomica (IPEC), Guarapuava (PR), utilizando a plataforma Illumina MiSeq. O DNA
gendmico foi previamente extraido, quantificado e avaliado quanto a pureza, sendo
posteriormente submetido ao preparo de bibliotecas gendmicas com kit comercial, conforme
protocolos padronizados do fabricante. O sequenciamento foi realizado pelo método de sintese,

adequados para analises gendmicas subsequentes.

3.9 Analises de Bioinformatica

As andlises dos dados obtidos por meio do sequenciamento genomico foram realizadas
com o auxilio de diferentes softwares. A anotagdo dos genomas foi conduzida utilizando os
programas BPGA (Chaudhari, Gupta e Dutta, 2016), PROKKA (Seemann, 2014) e RAST (Aziz
et al., 2008). A identificagcdo de genes associados a resisténcia aos antibacterianos foi realizada
por meio do banco de dados CARD (McArthur et al., 2013), enquanto os genes de viruléncia
foram investigados utilizando o VFDB (Chen, 2004). A montagem dos genomas foi realizada

com o pipeline TORMES (Quijada et al., 2019). Para a analise de plasmideos, empregou-se o
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PlasmidFinder (Carattoli ¢ Hasman, 2020), e a determinacdo do perfil de MLST foi feita por
meio da plataforma PubMLST (Jolley, Bray e Maiden, 2018). Por fim, o alinhamento e a anélise
das sequéncias, bem como a construgdo de graficos de sintenia, foram realizados utilizando o

software Clinker (Gilchrist e Chooi, 2021).

Além da realizacdo de classificagio em MLST em nossas cepas, aplicamos ainda a
técnica para todo o banco de dados de P. mirabilis de origem alimentar, disponivel no site do
NCBI. Posteriormente, para analises filogenéticas utilizamos o Ictree (Polasek et al., 2021), e

posterior montagem pelo ITool (Letunic; Bork, 2024) e ANI (Arahal, 2014).

3.10 Deposito do Bioproject no site do NCBI

As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), no repositério BioProject, que organiza informacdes

bioldgicas relacionadas a um mesmo projeto de pesquisa.

O deposito do Bioproject foi realizado em outubro de 2024, por meio da plataforma
Submission Portal (https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/), seguindo as diretrizes recomendadas pelo
NCBI. Cada conjunto de dados foi associado a um BioProject e a BioSamples, garantindo o
vinculo com metadados experimentais relevantes. Os dados encontram-se disponiveis
publicamente no NCBI sob o numero de acesso: BioProject Accession: PRINA1168124 ID:
1168124, (Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1168124).
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RESULTADOS

4.1 Isolamento bacteriano
Durante o periodo de isolamento (n=1280), evidenciamos o isolamento de 60 cepas a
partir de hortali¢as de cultivo direto em solo, 50 de hortalicas de cultivo hidroponico e 200

provenientes de infecgdes do trato urinario na comunidade (ITU-CA), por P. mirabilis.

4.2.1 Teste de disco-difusdo para a detec¢ao de sensibilidade aos antibacterianos
A andlise do perfil fenotipico de resisténcia revelou padrdes distintos de sensibilidade
entre as diversas cepas avaliadas, diante dos 19 antimicrobianos testados. Os graficos 1,2 ¢ 3

sintetizam esses achados.

Grafico 1- Resisténcia aos antimicrobianos em cepas de P. mirabilis isoladas de hortaligas de

cultivo tradicional em solo

Perfil de resisténcia de cepas provenientes de hortalicas de cultivo em solo

100+
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30+
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Percentual de resisténcia (%)

Antimicrobianos

Legenda: PPT- piperacilina + tazobactam; AMC- amoxicilina + 4cido clavulanico; AMP- ampicilina;
CFL- cefalotina; CFO- cefoxitina, CAZ- ceftazidima; CRO- ceftriaxona; CTF- ceftiofur; CPM-
cefepime; ATM- aztreonam; ERT- ertapenem; ENO- enrofloxacino; CIP- ciprofloxacino; LEV-
levofloxacino; NAL- acido nalidixico; NOR- norfloxacino; GEN- gentamicina; FOS- fosfomicina; SUT-
sulfametoxazol
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1009  Grafico 2- Resisténcia aos antimicrobianos em cepas de P. mirabilis isoladas de hortaligas de
1010 cultivo hidropdnico

Perfil de resisténcia de cepas provenientes de hortalicas de cultivo hidropdnico
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1011

1012  Legenda: PPT- piperacilina + tazobactam; AMC- amoxicilina + &cido clavulanico; AMP- ampicilina;
1013  CFL- cefalotina; CFO- cefoxitina; CAZ- ceftazidima; CRO- ceftriaxona; CTF- ceftiofur; CPM-
1014  cefepime; ATM- aztreonam; ERT- ertapenem; ENO- enrofloxacino; CIP- ciprofloxacino; LEV-
1015  levofloxacino; NAL- acido nalidixico; NOR- norfloxacino; GEN- gentamicina; FOS- fosfomicina; SUT-
1016  sulfametoxazol

1017
1018 Grafico 3- Perfil de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de P. mirabilis isoladas de
1019 ITU-CA
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1020

1021  Legenda: PPT- piperacilina + tazobactam; AMC- amoxicilina + acido clavulanico; AMP- ampicilina;
1022  CFL- cefalotina; CFO- cefoxitina; CAZ- ceftazidima; CRO- ceftriaxona; CTF- ceftiofur, CPM-
1023  cefepime; ATM- aztreonam; ERT- ertapenem; ENO- enrofloxacino; CIP- ciprofloxacino; LEV-
1024  levofloxacino; NAL- acido nalidixico; NOR- norfloxacino; GEN- gentamicina; FOS- fosfomicina; SUT-
1025  sulfametoxazol
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Nossos resultados demonstram que nenhuma das cepas testadas apresentaram
resisténcia ao antimicrobiano Piperacilina associado a Tazobactam, demonstrando-se uma

Otima alternativa terapéutica para infec¢des ocasionadas por P. mirabilis.

Além disso, este estudo sugere que cepas resistentes a ceftazidima (CAZ) apresentam
mais chances de ser resistente também a aztreonam (ATM) (OR: 47,36 1C: 9,75- 635,26; p<
0,05), independente da fonte de isolamento. Cepas resistentes a cefoxitina, apresentam 8,11
mais chances de também serem resistentes a Amoxicilina associado a acido clavulanico (IC:

3,2-20,03; p<0,05).

Diante dos resultados obtidos, o nimero de cepas classificadas como MDR, seguindo
os critérios estabelecidos por Magiorakos et al., 2012, foram de 22 (36,66%) cepas de cultivo

em solo, 21 (42%) cepas de hortali¢as hidroponicas e 32 (16%) cepas de ITU-CA.

4.2.2 Teste fenotipico de deteccio da producio de beta-lactamase pela técnica de
aproximacao de disco

Os fendtipos de ESBL foram confirmados a partir da técnica de aproximagao de disco
em 15 (25%) cepas isoladas de cultivo direto em solo, 16 (32%) de hortali¢as hidroponicas e

29 (14,5%) provenientes de ITU-CA.

4.2.3 Teste de Hodge e PCR para deteccio de genes codificantes de carbapenemases
Duas cepas, uma isolada de hortaligas de cultivo direto em solo (LBUEL-PMV49) e a

outra, de hortalica hidroponica (LBUEL-PMV103) foram triadas pelo teste de Hodge,
confirmando sua caracteristica fenotipica de produtora de carbapenemase. ApoOs este
procedimento, as cepas foram submetidas a testes de PCR para os principais genes de

carbapenemase onde confirmamos a presenca do gene blaKPC-2 em ambos os isolados.

4.3 Deteccio genotipica de resisténcia aos antimicrobianos

Os resultados dos genes de resisténcia presentes em nossas cepas de estudo estdo

demonstrados na tabela abaixo (Tabela 4):
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Tabela 4- Distribui¢do da andlise genotipica de resisténcia aos antimicrobianos, por classe e

fontes.
GENES CULTIVO EM CULT{VO ITU-CA
PESQUISADOS SOLO HIDROPONICO
B-lactamicos CTX-M-2: 6 (30%) CTX-M-2: 8 CTX-M-1: 2
CTX-M-8:1 (5%) (50%) (6,89%)
CTX-M-9: 10 (50%) | CTX-M-9: 8 CTX-M-2 8
blaKPC-2: 1 (50%) (27,58%)
(33,33%) blaKPC-2: 1 CTX-M-8: 1
(33,33%) (3,44%)
CTX-M-9: 19
(65,51%)
blaAmpC CMY-2: 16 (26,66%) | CMY-2:5(10%) | CMY-2:4
(13,79%)
Sulfonamidas sull: 7 (46,66%) sull: 4 (36,36%) sull: 19 (38,77%)
sul2: 10 (66,00%) sul2: 8 (72,72%) sul2: 32 (65,30%)
Fosfomicinas fosA3: 10 (100%) JfosA3: 8 (88,88%) | fosA3: 29 (90,62%)
Quinolonas gqnrD: 12 (80,00%) qnrD: 15 (78,94%) | gnrD: 51 (75,00%)
Quinolonas/ aac (6°)-1b-cr: 10 aac (6°)-1b-cr: 9 aac (6°)-Ib-cr: 16
Aminoglicosideos | (52,63%) (40,90%) (23,52%)

Desta forma, ndo obtivemos resultados positivos para os genes blaTEM, blaSHYV,

blaNDM, blaCTX-M-25 (B-lactamicos); DHA, ACC, MOX, FOX (blaAmpC); e gnrA,B e S

(Quinolonas), independentemente da fonte de isolamento.

4.4 Deteccao genotipica de genes de viruléncia de P. mirabilis

Todos os isolados deste estudo apresentaram fatores de viruléncia previamente descritos

em ITU e produtos carneos contaminados por P. mirabilis. As diferengas de prevaléncia de

acordo com a fonte estdo representadas na tabela abaixo (Tabela 5).
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Tabela 5- Prevaléncia de genes de viruléncia (%) em P. mirabilis isolados do trato

urinario ¢ hortaligas

Hortalicas de .
Genesde | outivo direto | | Lrortalisas ITU-CA
viruléncia hidroponicas
em solo
mrpA 60 (100%) 50 (100%) 200 (100%)
atfA 60 (100%) 48 (96%) 200 (100%)
pmfA 60 (100%) 50 (100%) 200(100%)
ucaA 36 (56,66%) 30 (60%) 182 (91%)
ireA 59 (98,33%) 49 (98%) 200 (100%)
hmpA 53 (88,33%) 43 (86%) 199 (99,5%)
apA 60 (100%) 49(98%) 200 (100%)
PIA 55 (91,66%) 43 (86%) 194 (97%)

Vale notar que, independentemente da fonte, alguns genes sdo bem preservados na
espécie, como genes codificantes das fimbrias mrpA, atfA, pmfA, o gene codificante de
sideroforo ireA, e a protease zapA. O gene menos prevalente evidenciado em nosso estudo foi

o codificante da fimbria ucaA.

4.5 ERIC-PCR

A partir da montagem e analise dos dendrogramas com as 310 cepas deste estudo, com
similaridade acima de 85%, podemos observar a formacgdo de 41 clusters. Dos 41 clusters
formados, 17 clusters apresentam apenas isolados humanos de ITU (C1, C2, C3, C5, C6, C7,
C13, C19, C20, C21, C22, C26, C27, C28, C30, C35 e C36), 2 clusters apenas com cepas
isoladas de hortaligas cultivadas diretamente em solo (C39 e C41). Em contrapartida, as cepas
isoladas de hortaligas hidropdnicas formaram clusters somente com isolados deste grupo.
Quatro clusters abrigando ao mesmo tempo isolados de ITU e hortalicas de cultivo direto em

solo e hidroponicas também foram formados, sendo eles: C14, C15, C16, C25.

Apesar da grande quantidade de clusters formados, 8 das 310 cepas ndo estavam
relacionadas a nenhum deles (LBUEL-PMV10, LBUEL-PMV18, LBUEL-PMV23, LBUEL-
PMV24, LBUEL-PMV65, LBUEL-PMV68, LBUEL-PMH643 ¢ LBUEL-PMHS807), como

pode ser observado nas imagens do dendrograma abaixo (Figura 9).
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ERIC-PCR, permitindo a visualizagdo de clusters e porcentagem de identidade entre as cepas

relacionadas
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A partir da realiza¢do desta técnica, podemos verificar a identificagcdo de clones com
100% de identidade entre cepas humanas e isoladas de hortalicas. Esses clones estdo dispostos
nos clusters C4 (LBUEL-PMHS823 ¢ LBUEL-PMV69), C8 (LBUEL-PMV45, LBUEL-
PMV47, LBUEL-PMV48, LBUEL-PM49 e¢ LBUEL-PMH759), C14 (LBUEL-PMH706,
LBUEL-PMV30 e LBUEL-PMV26, LBUEL-PMV71, LBUEL-PMV72, LBUEL-PMH702,
LBUEL-PMHS811), C15 (LBUEL-PMV70 ¢ LBUEL-PMHS814), C17 (LBUEL-PMV36 E
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LBUEL-PMHS829) e C23 (LBUEL-PMV103 e LBUEL-PMH637). A associacao destas cepas
com similaridade em 100% permitiu sua triagem e sele¢do para a realiza¢cdo do sequenciamento

do genoma total, através da plataforma Illumina MiSeq.

Outros dendrogramas de similaridade genética também foram confeccionados, dentre
eles, os de similaridade entre cepas da mesma fonte de isolamento e suas combinagdes com 0s
outros grupos de isolamento. Esses dendrogramas estao dispostos como figuras suplementares

a este trabalho.

4.6 Biofilme

Todos os isolados deste estudo apresentaram capacidade de formagdao de biofilme.
Dentre os 60 isolados de hortaligas de cultivo direito em solo, 6 (10%) formaram biofilme de
caracteristica moderada, 22 (36%) biofilme forte e 32 (54%) biofilme muito forte. Dos 50
isolados de hortaligas hidroponicas, 12 (24%) apresentaram biofilme forte e 38 (76%) biofilme
de caracteristica muito forte. Dos 200 isolados provenientes de ITU-CA, apenas 12 (6%)
apresentaram biofilme de caracteristica moderada, 89 (44,5%) expressaram biofilme forte e, 99

(49,5%), biofilme muito forte, como evidenciado no grafico 4.

Grafico 4- Intensidade de formacao de biofilme por cepas de P. mirabilis
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Desta forma, podemos observar que cepas isoladas de hortalicas do tipo hidroponica

tendem a expressar um biofilme mais forte, em relagdo a outras fontes.

4.7 Analise Estatistica

Através da rede Bayesiana, ¢ possivel definir um modelo probabilistico grafico de
relagdes e dependéncia entre as variaveis estudadas. Neste caso, optamos por definir as
melhores relacdes associadas a resisténcia aos antimicrobianos, através da técnica de Hill
Climbing (testadas 100.000 vezes), gerando nossa rede Bayesiana, de forma extremamente

confiavel, demonstrada na Figura 10.

A partir das analises estatisticas, obtivemos as seguintes relagdes: cefoxitina (CFO) esta
altamente associado a cefalotina, ceftazidima esta relacionado com ceftriaxona; ceftiofur esta
associado com cefepime; ciprofloxacino estd relacionado com enrofloxacino, levofloxacino,
acido nalidixico, norfloxacino e sulfametoxazol. O antimicrobiano piperacilina associado a
tazobactam foi excluido destas andlises, pois nenhum isolado deste estudo apresentou
resisténcia a esse antimicrobiano. Desta forma, essas informagdes estdo embutidas também nas

associagoes geradas pela rede Bayesiana criada.

Figura 10- Rede Bayesiana
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As relagdes demonstradas na rede Bayesiana formada indicam associagdes probabilisticas entre as variaveis

apresentadas

Fonte: a autora, 2025
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A partir da interpretacdo dos dados, foi possivel ainda calcular o Odds Ratio de cada
uma dessas associagdes. Desta forma, evidenciamos que quando a cepa ¢ resistente a cefepime,
ela apresenta 18,26 vezes mais chances de ser resistente a ceftazidima (IC= 6,51-58,27, p<
0,05), em relacdo a cepas sensiveis. Cepas resistentes a cefoxitina apresentam 8,5 vezes mais
chances de serem resistentes a Ertapenem, em relagdo a cepas sensiveis (p < 0,05). Também
podemos observar que cepas resistentes a cefepime apresentam 14,83 vezes mais chances de

serem resistentes a Ciprofloxacino, em relagao a cepas sensiveis (IC= 6,72-38,19, p< 0,05).

Em relacdo a fonte de isolamento, cepas provenientes de ITU-CA tendem a ter 8,97
vezes mais chances de serem resistentes a cefepime (IC= 3,32-32,64, p< 0,05), em relagdo a
cepas isoladas de hortalig¢as hidroponicas, enquanto cepas de ITU-CA tendem a apresentar 9,66
vezes mais chances de serem resistentes ao mesmo antimicrobiano, em relagdo a cepas isoladas

de cultivo diretamente em solo (IC= 3,8-34; p<0,05).

4.8 Sequenciamento do genoma total

No total, foram sequenciadas 22 cepas triadas previamente a partir a relagdo clonal,
obtida a partir da técnica de ERIC-PCR. Como critério, foram selecionadas cepas que
compartilhavam relagao clonal em 100% de similaridade em cl/usters contendo isolados de ITU-
CA e hortaligas. Os dados encontram-se disponiveis publicamente no NCBI sob o niimero de
acesso:  BioProject  Accession: PRINA1168124 ID: 1168124,  disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1168124.

4.9. Analises de Bioinformatica
4.9.1 MLST

Com base nos dados obtidos pelo sequenciamento, foi possivel classificar as cepas deste
estudo através da plataforma PubMLST e verificar se ha a presenca de um ST
epidemiologicamente relevante. Os dados encontrados a partir destas analises estdo disponiveis
nas tabelas 6 ¢ 7. Além disso, os STs de todo o banco de dados de P. mirabilis de alimentos
disponiveis no site do NCBI estdo disponiveis como material suplementar deste trabalho

(Material suplementar).



1190

1191
1192

1193

1194
1195

1196
1197
1198

1199
1200
1201

1202
1203

1204

Tabela 6- MLST de P. mirabilis isolados de alimentos

BIOSAMPLE FONTE DE
NCBI ID. CEPA ISOLAMENTO ST
SAMN44026669 LB UEL PM V14 ALFACE 589
SAMN44026670 LB UEL PM V15 ALFACE 589
SAMN44026671 LB UEL PM V26 RUCULA 336
SAMN44026672 LB UEL PM V30 ALFACE 93
SAMN44026673 LB UEL PM V36 AGRIAO 462
SAMN44026674 LB UEL PM V45 ALFACE 135
SAMN44026676 LB UEL PM V48 RUCULA 462
SAMN44026677 LB UEL PM V49 ALFACE 773
SAMN44026678 LB UEL PM V69 ALFACE 344
SAMN44026679 LB UEL PM V70 ALFACE 344
SAMN44026680 LB UEL PM V71 RUCULA 344
SAMN44026681 LB UEL PM V72 ALFACE 267
SAMN44026682 LB UEL PM V103 ALFACE 773
Legenda: ST- sequence type
Tabela 7- MLST de P. mirabilis isolados de ITU-humano
BIOSAMPLE ID. CEPA FONTE DE ST
NCBI ISOLAMENTO

SAMN44026661 LB UEL PM H637 ITU- HUMANO 300
SAMN44026662 LB UEL PM H702 ITU- HUMANO 779
SAMN44026663 LB UEL PM H706 ITU- HUMANO 96
SAMN44026664 LB UEL PM H759 ITU- HUMANO 96
SAMN44026665 LB UEL PM HS811 ITU- HUMANO 721
SAMN44026666 LB UEL PM HS814 ITU- HUMANO 750
SAMN44026667 LB UEL PM H823 ITU- HUMANO 130
SAMN44026668 LB UEL PM H829 ITU- HUMANO 773

75

Legenda: ST- sequence type

A partir das analises, evidenciamos ainda, a presenga do ST135 e ST336 compartilhados
entre as cepas deste estudo e cepas origindrias de carnes (frango e porco), na China, como pode

ser observado no material suplementar.

Entre as cepas contidas no ST336, foi realizada uma comparagdo através do Average
Nucleotide Identity (ANI), onde obtiveram 99,81% de similaridade, ressaltando a possibilidade

de um ST de caracteristica internacional entre Brasil e a China.

Os resultados das andlises filogenéticas entre essas cepas do ST135 podem ser

observados na figura abaixo (Figura 11).
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Figura 11- Analise filogenética entre cepas de P. mirabilis de origem alimentar pertencentes

ao ST135.
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1223 4.9.2 Analise filogenética baseada em WGS

1224 Por meio das andlises filogenéticas € possivel observar a formacao de relagdes,
1225  principalmente associadas aos STs obtidos a partir da técnica de MLST. Pode-se ainda observar
1226  a presenca de isolados de origem de ITU humana e hortaligcas, agrupados no mesmo ST

1227  (ST773), com alta similaridade genética (Figura 12).

1228 Figura 12- Analise filogenética baseada nas cepas sequenciadas neste estudo
ID. CEPA ST FONTE DATA
LBUEL-PMV103 773 ALFACE 05/12/2022
LBUEL-PMVA48 773 ALFACE 12/12/2022
I LBUEL-PMH829 773 ITU-HUMANO 12/12/2022
S LBUEL-PMV49 773 ALFACE 12/12/2022
T LBUEL-PMV706 96 ITU-HUMANO 11/07/2022
[ L LBUEL-PMH759 96 ITU-HUMANO 22/08/2022
‘ r LBUEL-PMV36 93 AGRIAO 03/10/2022
. LBUEL-PMV30 135 ALFACE 19/09/2022
LBUEL-PMH811 721 ITU-HUMANO 12/12/2022
r LBUEL-PMH823 130 ITU-HUMANO 12/12/2022
———— LBUEL-PMV26 336 RUCULA 15/08/2022
LBUEL-PMH814 750 ITU-HUMANO 12/12/2022
LBUEL-PMV70 344 RUCULA 01/08/2022
1 LBUEL-PMVES 344 ALFACE 01/08/2022
- LBUEL-PMHB37 300 ITU-HUMANO 23/05/2022
LBUEL-PMV15 589 ALFACE 11/07/2022
LBUEL-PMV14 589 ALFACE 11/07/2022
LBUEL-PMV72 267 ALFACE 01/08/2022
[ LBUEL-PMV702 779 ITU-HUMANO 11/07/2022
——— LBUEL-PMV47 131 RUCULA 12/12/2022
L N LBUEL-PMV45 131 ALFACE 05/12/2022
LBUEL-PMV71 344 ALFACE 01/08/2022
1229
1230 Legenda: ST- sequence type; ID.CEPA: identificagdo da cepa
1231

1232 4.9.3 Busca de sequéncias de inser¢ao dos genes blaKPC-2 de P. mirabilis isolados de hortalicas

1233 Através da andlise das regides de 5.000 pares de bases (pb) a montante e a jusante do
1234  gene blaKPC-2, permitiu a visualizagdo de arranjos génicos conservados, através de uma

1235  visualizagdo interativa a partir de graficos de sintenia observados abaixo (Figura 13).

1236
1237
1238
1239
1240
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Figura 13- Grafico de sintenia entre as cepas de P. mirabilis contendo blaKPC-2 isoladas de
hortalicas
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Através da ferramenta BLAST, disponivel no site do NCBI, nossos resultados revelaram
a presenga do gene blaKPC-2 flanqueado por elementos moveis distintos, como ISKpn6 e o
transposon Tn3, permitindo a visualizagdo da conservacao do arranjo ISKpn6—-b/aKPC-2-Tn3

entre os dois isolados.

5. DISCUSSOES

Este estudo possibilitou o isolamento de P. mirabilis em diferentes tipos de hortaligas e
ITU, possuindo diversos fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, que podem
favorecer a sua patogenicidade. A presenca desta bactéria em alimentos torna-se agravante,
mediante a possibilidade destes alimentos serem possiveis focos de contaminacao cruzada, ou

ainda, serem consumidos crus e mal higienizados, camuflando um grande perigo.

Em nosso estudo, avaliamos a presenca destes genes de viruléncia nos diferentes grupos.
Dentre os pesquisados, estdo genes codificantes de fimbrias, receptores de siderdforos,
hemolisinas e proteases, importantes para o processo inicial da infeccdo e estabelecimento da
doenca (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018). Com base em recentes estudos com P. mirabilis
realizados na mesma regido em que este estudo (Danilo De Oliveira et al., 2021; De Almeida
et al., 2024; Sanches et al., 2019, 2021), o perfil de viruléncia revela que a maioria destes genes
de viruléncia sdo bem conservados em P. mirabilis, independente da fonte de isolamento,

estando em concordancia com nossos resultados.

A deteccao mais baixa de hemolisinas em cepas isoladas de hortaligas em comparagao
com cepas isoladas de ITU-CA em nosso estudo, sugere que P. mirabilis pode modular a
frequéncia deste gene, de acordo com a fonte de isolamento. Hemolisinas sdo Uteis no processo
de aquisicdo de nutrientes para o metabolismo bacteriano e fundamentais para o

estabelecimento da doenga (Cestari et al., 2013), entretanto, devido a auséncia de eritrocitos
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(alvos de hemolisinas), ndo héd a necessidade destas cepas expressarem esses genes, gerando
economia metabolica e justificando uma taxa mais baixa de deteccdo em cepas provenientes de

hortalicas, em relagao das cepas de infecgdes do trato urinario.

Da mesma forma, a deteccdo da fimbria UCA apresentou-se reduzida em isolados
ambientais comparadas com isolados provenientes de ITU, reforcando sua importancia no
processo de estabelecimento de infecg¢des relacionadas ao trato urinario (Pellegrino et al., 2013;
Rocha; Pelayo; Elias, 2007). Resultados semelhantes aos nossos puderam ser observados no
estudo de Sanches e seus colaboradores, de 2021, onde cerca de 50% os isolados provenientes
de carnes de frango, porco e boi evidenciaram a presenca deste gene, demonstrando que fora
do ambiente urinario, sua detecc¢ao ¢ reduzida (Sanches et al., 2021), estando em concordancia

com nossos resultados.

As fimbrias sdo um dos fatores de viruléncia mais estudados em P. mirabilis
(Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Bahrani; Mobley, 1994; Pellegrino et al., 2013; Rocha et
al., 2007; Rocha; Pelayo; Elias, 2007; Zunino et al., 2000, 2001), atuando na instalagdo e sua
permanéncia no hospedeiro. Por favorecer a adesdo, participam ativamente na formagdo de
biofilmes, principalmente de caracteristica cristalina, em isolados de ITU (Armbruster; Mobley;
Pearson, 2018; Kwiecinska-Pirog et al., 2014; Rocha et al., 2007). Nosso estudo revelou que
todas as 310 cepas investigadas demonstraram capacidade de produzir biofilme, de intensidade
forte e muito forte, predominantemente, independentemente do local de isolamento. De
Oliveira e seus colaboradores, em estudo realizado em 2021 com cepas de ITU-CA, evidenciam
que 98,1% das cepas produziram biofilme forte ou muito forte (Danilo De Oliveira et al., 2021),
estando em concordancia com nosso estudo, que evidenciou 94,19% das cepas produzindo

biofilme de caracteristica forte ou muito forte.

Em estudo realizado em 2021, De Oliveira e seus colaboradores, com P. mirabilis
isolados de ITU-CA, evidenciaram apenas 1 isolado (183 no total) produzindo enzimas do tipo
ESBL, sendo caracterizado como produtor de CTX-M-9 (Danilo De Oliveira et al., 2021). Em
contrapartida, nosso estudo evidenciou um nimero maior de isolados produtores de enzimas
beta-lactamases, onde 25% dos isolados de cultivo direto em solo, 32% dos isolados
hidroponicos e 14,5% em isolados de ITU-CA eram produtores destas enzimas, com destaque
para a circulagdo de CTX-M-2 e CTX-M-9 na mesma regido do estudo de Oliveira e seus

colaboradores, demonstrando que a resisténcia nesta regido, em um curto periodo, se agravou.
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Corroborando os achados do presente estudo, a elevada prevaléncia do gene blaCTX-
M-9 em P. mirabilis tem sido amplamente descrita na literatura (Bedeni¢ et al., 2025; Hassuna
et al., 2025; Sanches et al., 2023). Em estudo recente, publicado em 2025, Hassuna e seus
colaboradores analisaram cepas de P. mirabilis isoladas de infec¢des do trato urinario no Egito
e observaram a predominancia dessa variante em 100% dos isolados produtores de ESBL,
reforcando a relevancia clinica do grupo CTX-M-9 nesse patogeno (Hassuna et al., 2025). Esses
resultados evidenciam a persisténcia ¢ a ampla disseminagdo desse gene de resisténcia em
diferentes contextos geograficos, sugerindo que P. mirabilis pode atuar como um importante

reservatorio de f-lactamases de espectro estendido.

Com enfoque na resisténcia de P. mirabilis hospitalares antes e durante a pandemia de
COVID-19, De Almeida e seus colaboradores, viram a porcentagem de cepas MDR saltar de
27,3% para 69,4%, do periodo pré-pandemia para o periodo pandémico, respectivamente (De
Almeida et al., 2024). Com isolados de 2019, em periodo pré-pandémico, De Oliveira e seus
colaboradores evidenciaram 7,1% das cepas caracterizadas como MDR. Em nosso estudo, a
presenca de cepas MDR foi de 36% em isolados de cultivo em solo, 42% em isolados de
hortali¢as hidropdnicas e 16% em isolados de ITU-CA, mostrando notdvel aumento da
resisténcia, podendo ser indicativo de reflexo do uso exacerbado de antimicrobianos de forma
profilatica e empirica durante a pandemia de COVID-19 (De Almeida et al., 2024; Langford et
al., 2023; Wise et al., 2024).

Diferentemente de outras espécies bacterianas, como E. coli (Dantas et al., 2025), por
exemplo, P. mirabilis ndo apresenta muitos estudos evidenciando a pesquisa de ST em busca
de clones emergentes, de caracteristica epidemioldgica relevante (Lian et al., 2025). Como
verificado na tabela suplementar 1, existe uma grande variedade de STs disponiveis
provenientes de P. mirabilis isolados de alimentos. Entretanto, evidenciamos que os ST336 e
ST135 ja foram identificados em outros isolados, identificados na China, isolados de carnes de
frango (ST135) e carne de porco (ST336) (Ma et al., 2022), destacando a possivel circulagdao
de um clone entre esses paises. Sabe-se ainda, que o Brasil ¢ um dos maiores exportadores de
carne para a China, reforcando a teoria de um suposto clone circulante entre esses paises

(ABPA, 2024).

Outro fato importante que podemos evidenciar ¢ que dentre os nossos isolados de
hortalicas, cepas que pertenciam ao mesmo cluster encontrado no ERIC-PCR compartilham o
mesmo ST, refor¢ando sua relacdo clonal. O ST773 € o mais prevalente entre nossos isolados,

sendo compartilhado entre uma todas as fontes de isolamento deste trabalho (ITU humano,
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hortalicas de cultivo direto e hidropdnico), mais uma vez refor¢ando a probabilidade de um
clone circulante na regido, onde o consumo de hortalicas contaminadas pode favorecer a
colonizagdo da microbiota intestinal e perianal e consequentemente, ascender pela uretra e

causar ITUs (Flores-Mireles et al., 2015).

Também podemos observar, a partir da confec¢do de uma arvore filogenética elaborada
com todas as cepas de P. mirabilis, de origem alimentar, pertencentes ao ST135 (Figura 11),
que ha alta relagdo clonal entre a cepa de nosso estudo, com cepas provenientes da China, mais
uma vez refor¢ando a teoria de um possivel clone internacional de P. mirabilis. Visto que a
classificacdo desta bactéria por MLST ¢ recente (Lian et al., 2025), pode haver de fato, uma

subnotificacdo sobre a circulacdo de outros STs de importancia epidemiologica e zoonotica.

Atualmente, sabemos que alguns animais atuam como reservatorios significativos de P,
mirabilis, um dado preocupante tanto para a saude animal quanto para a seguranga alimentar
(Liu; Wu; Yu, 2025). Sanches e seus colaboradores, realizaram um grande isolamento desta
bactéria em carnes de frango, porco e boi, além de ITU-CA. Esse isolamento foi surpreendente,
pois em 100% das amostras de carne de frango utilizadas neste estudo a taxa de isolamento foi
de 100%, associando esta bactéria (Sanches et al., 2021), sugerindo que a contaminagao desta
carne ocorra, provavelmente, durante a evisceracao das carcagas em frigorificos (Liu; Wu; Yu,

2025; Sanches et al., 2021).

Como sabemos, fezes de animais de criagdo sao amplamente utilizadas na fertilizacao
de hortalicas, podendo introduzir sua presenca nestes alimentos, pois sua microbiota normal ¢é
considerada reservatérios da espécie (Holzel; Tetens; Schwaiger, 2018). P. mirabilis pode
contaminar diretamente esses alimentos, ou ainda, penetrar no solo, contaminando lengdis
freaticos e fontes de agua utilizados para a irrigagao e cultivo do tipo hidroponico, podendo
chegar ao consumidor final por mais uma via (Li et al., 2023; Liu; Wu; Yu, 2025). Recentes
estudos revelam a presenca desta bactéria em hortaligas (Li et al., 2023) coabitando vegetais ao
mesmo tempo que E. coli, carreando genes importantes codificantes de carbapenemases, assim

como detectado em nosso estudo.

De acordo com a OMS, em sua atualizacdo de 2024, Enterobacterales resistentes a
carbapenémicos, grupo no qual pertence P. mirabilis pertence, continuam sendo considerados
como prioridade critica a satide publica (OMS, 2024), estando presente na Lista de Patdgenos
Bacterianos Prioritarios (Wise et al, 2024). O primeiro relato de P. mirabilis contendo o gene

blaKPC-2 ocorreu em 2008, nos Estados Unidos (Tibbetts et al., 2008). No Brasil, o primeiro
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isolamento de P. mirabilis carreando o gene blaKPC-2, aconteceu em 2012, em um hospital
terciario no Recife-PE (Cabral et al., 2015). Desde o primeiro relato, sua disseminagdo se
estendeu por todo o territorio (Beltrao et al., 2022; Firmo et al., 2020; Martins et al., 2023), mas

em nosso estudo, foi isolado pela primeira vez de hortalicas, acendendo um alerta.

Os genes blaKPC-2 encontrados em nosso estudo demonstraram-se uma estrutura de
facil disseminagao, estando inseridos em estruturas moveis de caracteristica hibrida e funcional,
podem facilitar sua propagacao entre diferentes espécies bacterianas e contextos genéticos.
Essas informagdes corroboram para a disseminacdo horizontal da resisténcia aos
carbapenémicos, em ambientes clinicos e possivelmente ambientais, visto que a fonte de
isolamento bacteriano foram hortaligas. Somatizado a essa problematica, o consumo de
hortalicas, consumidas in natura e, muitas vezes mal higienizadas, e ainda, com a possibilidade
de contaminagdo cruzada, representa um importante fator de risco para a disseminagdo de

microrganismos patogénicos contendo genes, como blaKPC-2, no ambiente doméstico.

ISKpn6, uma sequéncia de insercao frequentemente associada a Klebsiella pneumoniae,
codifica uma transposase que pode atuar na mobiliza¢do do gene de resisténcia, enquanto o
Tn3, um transposon classico contendo genes de transposase e resolvase (tnpA e tnpR), reforga
sua versatilidade e o potencial de dissemina¢do horizontal do gene, principalmente por ter sido

encontrada em outra espécie bacteriana (Boettger et al., 2023; Shen et al., 2009).

Evidéncias crescentes apontam para a relagdo clonal entre isolados de P. mirabilis
provenientes de infeccdes em humanos e animais, confirmando a importancia desse patégeno
no contexto das zoonoses (Hu et al., 2025; Marques et al., 2019; Sanches et al., 2021; Yu et al.,
2021). Em 2019, Marques e seus colaboradores, através da técnica de PFGE, demonstraram
que cerca de 50% dos clusters formados a partir da confeccao dos dendrogramas, apresentavam
isolados de ITU em humanos e animais de companhia (Marques et al., 2019), com resultado
semelhante ao nosso, onde 51,21% dos nossos clusters apresentavam isolados de hortalicas e

de ITU humano.

O conhecimento acerca da resisténcia cruzada aos antimicrobianos tem avancado
significativamente, entretanto, o papel das fontes alimentares na disseminacdo desses perfis
ainda ¢ limitada (Cherny et al., 2021; Cherny; Chowers; Obolski, 2023). Assim como na
literatura, em nosso estudo ¢ possivel identificar associacdes consolidadas, como a presenga de
resisténcia a AMP associada com GEN, AMC associada com CAZ e GEN associada com CIP

(Cherny; Chowers; Obolski, 2023). Entretanto, apesar de reafirmar relagdes robustas entre a
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resisténcia a antibidticos de diferentes classes ja conhecidas, nosso estudo revela novas

associagdes que merecem atengdo, como a associacao entre STX com GEN e, CPM com FOS.

6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo apresentam um alerta para a seguranga dos alimentos, pois
o isolamento de P. mirabilis em hortalicas, demonstraram alta relacdo clonal com isolados de
ITU-CA, compartilhando também genes de viruléncia e resisténcia aos antibacterianos ,
indicando ainda, um possivel risco zoonoético. Desta forma, medidas de higienizacdo adequadas
de hortalicas devem ser implementadas pelos consumidores, garantindo a seguranga dos
alimentos pois o consumo de alimentos in natura colonizados por P. mirabilis pode favorecer

a colonizagdo do trato gastrointestinal e como consequéncia, o trato urindrio, com sucesso.
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piEsEnGa e colllimes & Sscheniciva col),
MO entanio, & qualidate micioDiologica da
dgua & de paricula preocupacao, pois a
plesenga O micKeganismos palogénicos
pOde (epeesental UMa ameaga sgniicaliva
4 sa0ce pablica. A andllse miclobiologica
da ajua & uma femamenta Wmdamental
pam avallal B quaiidade miclobioiogica
£ garanil que 4 aQua Se@ segwia pama

da agua, como a Wcnica de Magso pot
memiana e a lAcnica de lubos mampios,
EMWOIVEM @ CUlUIA 02 MICIOMgANISMOS &m
medos de culluia especiicos. EmDORA esses
mélodos Segam ConBavess, gemimente 580
demoiados € equelem (as Dara Iomeces
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