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RESUMEN

Proteus mirabilis es un patdgeno oportunista resistente a multiples antibiéticos, conocido por causar infecciones urinarias y
formar biopeliculas en catéteres. Aunque se han estudiado los mecanismos de patogenicidad y formacion de biopeliculas en
cepas clinicas, hay poca informacién sobre aislados ambientales que puedan ser potenciales patdgenos y reservorios de
genes de virulencia. Por primera vez, este trabajo evalud la morfologia celular elongada de P. mirabilis en cultivos de una
cepa ambiental aislada de tejido de ostras, asi como en biopeliculas formadas in vitro sobre superficies de quitina, utilizando
microscopia electrénica de transmision y barrido ambiental, respectivamente. Asimismo, se realizé una evaluacion similar
en una cepa clinica de referencia empleada como control del estudio. A través de estas técnicas de microscopia, se muestran
evidencias de elongacién celular en P. mirabilis ambiental y la presencia de factores de virulencia como fimbrias, flagelos y
pili. Estos hallazgos sugieren que la morfologia elongada en esta especie bacteriana puede ser una estrategia de
supervivencia y resistencia a condiciones adversas, asi como un mecanismo de patogenicidad que permite a la bacteria
colonizar las &reas superiores del tracto urinario con la formacion de biopeliculas. Nuestros resultados contribuyen al
conocimiento de los mecanismos de supervivencia, virulencia y patogenicidad de cepas clinicas y ambientales de P.
mirabilis, cuya importancia esta en constante crecimiento en el area de la salud publica.

Palabras clave: P.mirabilis, morfologia elongada, biopeliculas, microscopia electrénica de transmision, microscopia
electronica de barrido ambiental.

EVIDENCES OF ELONGATED CELL MORPHOLOGY OF PROTEUS MIRABILIS ASSOCIATED WITH
ENVIRONMENTAL SURVIVAL BY ELECTRON MICROSCOPY TECHNIQUES

ABSTRACT

Proteus mirabilis is an opportunistic pathogen resistant to multiple antibiotics, known to cause urinary tract infections and
to form biofilms on catheters. Although pathogenicity and biofilm formation mechanisms in clinical strains have been
studied, there is little information on environmental isolates that may be potential pathogens and reservoirs of virulence
genes. For the first time, this work evaluated the elongated cell morphology of P. mirabilis in cultures of an environmental
strain isolated from oyster tissue, as well as in biofilms formed in vitro on chitin surfaces, using transmission electron
microscopy and environmental scanning electron microscopy, respectively. A similar evaluation was also performed on a
clinical reference strain used as a control for the study. These microscopy techniques show cell elongation in environmental
P. mirabilis and the presence of virulence factors such as fimbriae, flagella, and pili. These findings suggest that the
elongated morphology in this bacterial species may be a strategy of survival and resistance to adverse conditions, as well as
a mechanism of pathogenicity that allows the bacterium to colonize the upper areas of the urinary tract with the formation of
biofilms. Our results contribute to the knowledge of the survival, virulence, and pathogenicity mechanisms of clinical and
environmental strains of P. mirabilis, whose importance is constantly growing in public health.

Keywords: P. mirabilis, elongated morphology, biofilms, transmission electron microscopy, environmental scanning
electron microscopy.
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INTRODUCCION

Proteus mirabilis es una bacteria Gram-negativa en
forma de bast6n, reconocida por su produccion de ureasa,
la formacion de biopeliculas cristalinas y su capacidad
Unica para diferenciarse en células alargadas, también
conocidas como células de tipo ‘swarmer’ [1]. Esta
bacteria juega un papel importante en la descomposicion
de la materia organica de origen animal en diversos
entornos como fuentes de agua, estiércol y suelos. Forma
parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de
humanos y otros mamiferos, encontrandose ademas en
bivalvos, mariscos, peces de aleta y crusticeos [2-3]. A
pesar de su caracter comensal puede convertirse en un
patégeno oportunista, también considerado como el
segundo agente causal mas comudn de infecciones del
tracto urinario (ITU) después de Escherichia coli.
Ademas de las ITU, se ha descrito como agente
etiologico de infecciones del tracto respiratorio, heridas,
quemaduras, piel, ojos, oidos, nariz y garganta, asi como
de gastroenteritis derivadas del consumo de alimentos
contaminados [3].

En el entorno clinico, se conoce que la capacidad de P.
mirabilis para causar infeccion esta relacionada con dos
mecanismos principales: la motilidad y la formacion de
biopeliculas. Estos mecanismos estan articulados por
factores de virulencia que incluyen la elongacion celular
y la presencia de flagelos, pili, ureasa, hemolisina y
metaloproteinasa, que pueden ayudar a la bacteria a
colonizar, destruir tejidos y evadir la respuesta inmune
[4]. Cuando esta bacteria entra en contacto con una
superficie solida, puede transformarse de una célula
nadadora corta (tipo “swimmer”, 2 pum, [5]) a una célula
nadadora elongada e hiperflagelada (tipo “swarmer”, 10-
30 pm, [6]). Esto les permite realizar un movimiento
grupal coordinado conocido como “Swarming”,
desplazadndose con mas facilidad. Ademas, el contacto
con una superficie solida puede desencadenar
mecanismos de regulacién genética que conducen al

desarrollo de biopeliculas o comunidades de bacterias
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que se adhieren a superficies y estan envueltas en una
matriz de polimeros extracelulares. Esto les confiere
muchas ventajas de supervivencia, como la capacidad de
adherirse a una amplia gama de superficies, adquirir
nutrientes, mantener un ambiente fisicoquimico favorable
y resistir a agentes antimicrobianos, al sistema inmune
del hospedador, a la depredacion y otros factores de
[7-8].

biopeliculas en una variedad de superficies, incluyendo

estrés ambiental P. mirabilis puede formar
dispositivos médicos como catéteres urinarios. Dichas
biopeliculas pueden tener una naturaleza cristalina debido
a la actividad de la ureasa, una enzima producida por el
patdégeno que hidroliza la urea en la orina para producir
amoniaco, lo que puede aumentar el pH de la orina y
favorecer la formacion de cristales [9]. Las bacterias
incrustadas en las biopeliculas cristalinas pueden ser
altamente resistentes  a los  antimicrobianos
convencionales, asi como al sistema inmunoldgico. Las
fimbrias y los flagelos son otras caracteristicas
importantes de P. mirabilis. Las fimbrias permiten a la
bacteria adherirse a diversas superficies, facilitando la
formacion de biopeliculas [10]. Por otro lado, los flagelos
confieren a la bacteria motilidad y mayor capacidad para
colonizar superficies [11].

P. mirabilis es objeto de estudio mediante diversas
técnicas de microscopia. La microscopia electronica de
transmision

(MET) es clave para examinar sus

estructuras internas y analizar la formacién de

biopeliculas. La microscopia electronica de barrido
(MEB) y la microscopia electronica de barrido ambiental
(ESEM) son esenciales para investigar la morfologia y
estructura de las biopeliculas, particularmente las de tipo
cristalinas, siendo la ESEM muy (til para visualizarlas en
su estado natural. Estas técnicas proporcionan una vision
detallada de la morfologia y los procesos celulares de P.
mirabilis, lo que contribuye a nuestra comprension de su
comportamiento y patogenicidad [12].

Aungue se han estudiado y caracterizado los mecanismos

de patogenicidad y formacion de biopeliculas en cepas
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clinicas de P. mirabilis [13], se conoce muy poco sobre
estos mecanismos en aislados ambientales. Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
morfologia celular elongada de P. mirabilis en cultivos
de una cepa ambiental aislada de tejido de ostras, asi
como en biopeliculas formadas in vitro sobre superficies
de quitina, utilizando técnicas de microscopia electrénica
de transmision (TEM) y barrido ambiental (ESEM),

respectivamente.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

La cepa clinica de P. mirabilis utilizada en este estudio
fue obtenida del Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM 620, Caracas, Venezuela), un
aislado de un catéter urinario permanente. La cepa
ambiental de P. mirabilis fue aislada de muestras de
ostras (Isognomon alatus) en el estado Falcon e
identificada utilizando técnicas bioquimicas y de biologia
molecular [2]. Ambas cepas se cultivaron en MacConkey
(Difco, Detroit, MI, USA) a 37 °C durante un periodo de
24-48 h y se conservaron a -80 °C en caldo nutritivo
(Difco, Detroit, MI, USA) suplementado con glicerol al
15% hasta su uso en el estudio.

Observacion de morfologia celular de cultivos de P.
mirabilis mediante MET

Ambas cepas de P. mirabilis fueron cultivadas en caldo
a 37
centrifugadas a 327 g por 10 min, resuspendidas en
tampén Tris-HCI (10 pmol I'', pH 7,4) y tefiidas

Luria-Bertani °C hasta fase logaritmica,

negativamente con acetato de uranilo al 2%. Las
muestras fueron examinadas en un microscopio modelo
FEI CM10 a 80 kV.

Para el andlisis de la longitud celular de P. mirabilis, se
empled un conjunto de micrografias obtenidas por MET.
Este conjunto incluy6 nueve imagenes correspondientes a

cepas clinicas y 19 imagenes de cepas ambientales de P.
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mirabilis. La medicidn de la longitud celular se realizé

utilizando el software ImageJ 1.54d.

Estudio in vitro de biopeliculas de P. mirabilis por
ESEM

Se prepararon cupones de 1 cm? a partir de exoesqueleto
de camarén (fuente de quitina) como superficie de
adhesion. Estos se lavaron tres veces con agua destilada
estéril, se calentaron durante 24 h a 60 °C, se colocaron
en viales que contenian 4,5 ml de caldo BHI (Infusién
Cerebro Corazén, HIMEDIA) y se esterilizaron en
autoclave durante 15 min a 121 °C.

Se inocularon alicuotas de 0,5 ml de cultivos en fase
logaritmica de las cepas ambiental y clinica de P.
mirabilis en los viales que contenian caldo BHI y los
cupones de quitina. Los cultivos se incubaron a 37 °C
durante 96 h por triplicado. Se incluyeron como controles
del ensayo viales con medio BHI y cupones de quitina sin
indculo bacteriano. Después del tiempo de incubacién, se
retiraron los cupones de cada cultivo de P. mirabilis, se
lavaron tres veces con tampén de cacodilato sédico (0,1
mol I, pH 7,4), se sumergieron inmediatamente en
glutaraldehido al 2,5% y se conservaron a 4 °C hasta el
andlisis de ESEM.

Se eligieron aleatoriamente 10-15 posiciones diferentes
de observacion en la superficie de cada muestra para
obtener imagenes representativas de la formacion de
biopeliculas, utilizando un ESEM Quanta 200FEG (FEI
Company, Eindhoven, Paises Bajos) operado a un voltaje

de aceleracién de 4-6 kV y una presién de 130-190 Pa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se realizd un analisis comparativo de la
morfologia celular de dos cepas de P. mirabilis: una de
origen ambiental y otra de origen clinico. A través de la
observacion por MET y ESEM, se examinaron aspectos
especificos como la longitud celular y la presencia de
estructuras tales como flagelos, fimbrias y pili. Mediante

MET, se observé que el promedio de la longitud celular
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fue de 2,4+1,5y 2,3+0,5 um para las cepas ambiental y
clinica de P. mirabilis, respectivamente. Siguiendo los
criterios establecidos por Mobley y Belas [14], en este
estudio se clasificd como células cortas aquellas menores
a 4 pm y como células elongadas aquellas iguales o
superiores a 4 um. Los recuentos de células cortas y
elongadas en las cepas ambientales y clinicas de P.
mirabilis se presentan en la Tabla 1 y los resultados de su

longitud promedio se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Recuento de células cortas y elongadas en cepa
ambiental y clinica de P. mirabilis.

Longitud celular

Recuento celular

(nm)
Cepa ambiental Cepa clinica
<4 117 39
>4 10 NO
Total 127 39
% Cortas

(<4) 92,1 100
% Elongadas 79 NO

(24)

NO: no observado

Tabla 2. Longitud promedio de ceélulas cortas y
elongadas de cepa ambiental y clinica de P. mirabilis.

Morfologia Longitud celular (pm)
celular
Cepa ambiental Cepa clinica
Cortas 2,2+0,5 23+£0,5
Elongadas 52+41 NO

NO: no observado
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Se observd que la cepa ambiental mostro
predominantemente células cortas (92,1%) y en menor
proporcién células elongadas (7,9 %), mientras que en la
cepa clinica el 100% de las células fueron cortas. Asi
mismo, las imagenes obtenidas por MET mostraron la
presencia de bacilos elongados de 4-17 um en la cepa
ambiental (Fig. 1a), los cuales estuvieron ausentes en la
cepa clinica (Fig. 1c). En la Fig. 1la se destacan cadenas
de células alargadas y estrechas de la cepa ambiental,
incluyendo una de aproximadamente 17 um de longitud
(indicada con una flecha). Estos resultados sugieren que
un pequefio porcentaje de células de la cepa ambiental
puede tener la capacidad de cambiar su morfologia de
bacilos cortos a células elongadas en respuesta a ciertos
estimulos o condiciones ambientales [15]. Estudios
previos han sugerido que puede existir heterogeneidad
celular en las poblaciones de una misma especie
bacteriana. Epstein (2009) defini6 esta heterogeneidad
celular como un porcentaje de células que son diferentes
del resto de la poblaciéon debido a que carecen de las
restricciones tipicas de crecimiento de la mayoria,
denominando a estas células como “scouts” [16].
Adicionalmente, las imagenes de MET muestran en
ambos casos células bacilares con abundantes fimbrias
(Figs. 1c-1f), pero con escasos pili (Figs. 1b, 1c y 1f).
Los flagelos sélo fueron observados en la cepa clinica
(Fig. 1e). Las fimbrias se han descrito como uno de los
factores de virulencia més importantes asociados con la
adhesion de este patdgeno a las células uroepiteliales y
colonizacién de tejidos o superficies en la formacién de
biopeliculas. Similarmente, los pili son estructuras
ligeramente mas largas que ademas participan en la
conjugacion bacteriana y transferencia de material
genético. Por su parte, los flagelos son responsables de la
motilidad y estan implicados en el desarrollo temprano de
las biopeliculas [13].

La Figura 2 muestra las iméagenes obtenidas por ESEM.

A través de esta técnica se confirmd la morfologia
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Fig. 1. Micrografias representativas de MET que evidencian en cepa ambiental de P. mirabilis células
elongadas (a'y b) y estructuras celulares asociadas a adherencia y mecanismos de patogenicidad: fimbrias y pili
(b y ¢ a mayor aumento). Adicionalmente, se presentan bacilos cortos y ausencia de formas elongadas en una
cepa clinica de referencia de esta bacteria, cuyas células expresaron fimbrias, pili y flagelos (d y €).

elongada de P. mirabilis ambiental y clinico en

biopeliculas, identificandose aglomerados de células

alargadas de 4-20 pm, entrelazadas, en diferentes
orientaciones e inmersas en matriz polimérica (Fig. 2).
Estos resultados presentan evidencias de bacilos
elongados de P. mirabilis de origen ambiental y la
capacidad de estas células diferenciadas de conformar
biopeliculas. A pesar de no observarse por MET células
elongadas en la cepa clinica, éstas fueron identificadas
por ESEM en las biopeliculas. Es posible que las
condiciones experimentales no hayan favorecido la
formacion de células elongadas o que su presencia haya

sido muy escasa. Trabajos previos han propuesto a dicha
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morfologia como una estrategia de supervivencia y
resistencia a condiciones adversas, asi como un
mecanismo de patogenicidad que le permite a la bacteria
colonizar las areas méas superiores del tracto urinario con
la formacion de biopeliculas [13, 17-18]. En otras
especies bacterianas como Vibrio cholerae se ha descrito
similarmente esta morfologia elongada en cultivos y
biopeliculas bacterianas como una posible estrategia de
supervivencia ambiental [19].

Se conoce que las células individuales de P. mirabilis
pueden alargarse hasta 40 veces en superficies y volverse
hiperflageladas, adoptando la morfologia “swarmer”.

Esta morfologia permite un patrdn de movimiento
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colectivo denominado enjambre, que aumenta su
potencial de colonizacion e infeccion [20]. En este
estudio, por primera vez se demostré la morfologia

celular elongada en un aislado ambiental de P. mirabilis,

.v‘r B "'ab'
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molecular son necesarios para caracterizar la accién de
farmacos y/o nanocompuestos en la inhibicion de
moléculas y estructuras implicadas en las biopeliculas,

como estrategias de control y tratamiento de infecciones

PARETR 1 & TTane

Figura 2. Micrografias representativas de ESEM que muestran células elongadas (sefialadas con flechas) de

cepas ambiental (a) y clinica (b) de P. mirabilis en biopeliculas formadas sobre quitina. Barra: 20 um.

lo que sugiere la necesidad de investigar mas a fondo este
fenémeno en cepas ambientales. Aunque la mayoria de
los aislados de P. mirabilis proceden de muestras clinicas,
hay informes limitados de su obtencién a partir de
invertebrados marinos, especialmente  bivalvos vy
crustaceos [2-3]. Esto resalta la necesidad de entender
mejor su distribucion y adaptabilidad en diferentes

entornos, incluyendo medios acudticos.

CONCLUSIONES

Este estudio representa la primera investigacion que
reporta la morfologia elongada en una cepa de P.
mirabilis de origen ambiental, especificamente aislada de
tejido de ostras. Ademas, sus resultados contribuyen al
conocimiento de los factores de virulencia y mecanismos
de patogenicidad de cepas clinicas y ambientales de P.
mirabilis, cuya importancia es cada vez mayor en salud
publica. Posteriores estudios que empleen estas técnicas

de microscopia y otras herramientas de biologia
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causadas por este patégeno.
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