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RESUMO

A compreensdo dos mecanismos pelos quais as bactérias intestinais se relacionam em
comunidades complexas e com 0 hospedeiro sdo essenciais para o0 desenvolvimento de
novas terapias. Estudos anteriores do grupo revelaram mecanismos de sinalizacdo quimica
relacionados a patogenicidade de Salmonella enterica sorovar Typhimurium que causam
predominantemente gastroenterite em humanos no mundo todo. Porém, estudos recentes tém
demonstrado que linhagens ST313 de S. Typhimurium séo capazes de evadir do Trato
Gastrointestinal (TGI) e atingir a corrente sanguinea de humanos com comorbidades por via
de mecanismos ainda desconhecidos. Tais linhagens sdo denominadas invasive non-
typhoidal Salmonella (iNTS) e sdo descritas principalmente na Africa-subsaariana e no
Brasil. O objetivo do presente trabalho foi auxiliar na compreenséo da sobrevivéncia e
colonizagdo extra intestinal de linhagens de S. Typhimurium ST313. Foram utilizadas 13
linhagens de S. Typhimurium ST313 isoladas de hemoculturas humanas do Hospital
Universitario da UNESP de Botucatu — SP entre os anos 1998-2011. O sequenciamento do
genoma completo foi realizado para todas as linhagens pelo HiSeq e genes plasmidiais de
viruléncia (pSLT) importantes para sobrevivéncia e multiplicacdo no hospedeiro e de
resisténcia relacionados a producdo de bombas de efluxo foram detectados na maioria das
linhagens estudadas. Fenotipicamente foram observadas resisténcia apenas aos
antimicrobianos estreptomocina, ampicilina e canamicina. A andlise transcriptdmica (RNA-
seq) de uma linhagem de S. Typhimurium ST313 cultivada em meio Luria-Bertani (LB)
suplementado com sangue de carneiro a 37°C evidenciou 0 aumento na expressao de genes
relacionados ao metabolismo lipidico (oxidacdo de lipideos) na linhagem invasiva,
desempenhando um papel importante durante a infeccdo cronica e colonizacdo tecidual. O
gene fadA é necessario para oxidacdo do acido graxo e o gene citX no metabolismo e
transporte lipidico, ambos apresentaram aumento de expressao e até o dado momento essa
via ainda n&o foi explorada em ST313. Foram realizados nocautes génicos via Lambda Red
para caracterizacdo fenotipica e ensaios in vitro e in vivo para avaliar a patogénese de S.
Typhimurium ST313. A interrupcdo dos genes alvos fadA e citX resultaram na diminuicao
da invasdo em células HelLa e diminuicdo da replicagdo/sobrevivéncias em macréfagos
J774. No ensaio in vivo no modelo alternativo de Galleria mellonella a porcentagem de
larvas sobreviventes é superior as larvas inoculadas com linhagens mutantes durante o
periodo de 72 horas, evidenciando a atenuacao da viruléncia de S. Typhimurium ST313 em
genes correlacionados ao metabolismo lipidico, também foi visualizado na andlise
histopatoldgica atenuacdo das lesGes no tecido intestinal dos mutantes em comparagdo a
linhagem selvagem. Portanto, os resultados obtidos até o momento contribuem para uma
melhor caracterizacdo da viruléncia deste tipo clonal e entendimento deste importante
patdgeno em nosso meio.

Palavras-chave: S. Typhimurium ST313, testes fenotipicos relacionados a viruléncia,
transcriptoma, Galleria mellonella.



ABSTRACT

Understanding the mechanisms by which intestinal bacteria interact in complex
communities and with the host is essential for the development of new therapies. Previous
studies by the group revealed chemical signaling mechanisms related to the pathogenicity of
Salmonella enterica serovar Typhimurium that predominantly cause gastroenteritis in
humans worldwide. However, recent studies have demonstrated that ST313 strains of S.
Typhimurium are able to evade the Gastrointestinal Tract (GT) and reach the bloodstream of
humans with comorbidities through mechanisms still unknown. These strains are known as
invasive non-typhoidal Salmonella (iNTS) and are mainly described in sub-Saharan Africa
and Brazil. The aim of the study was to help in understanding the survival and extra
intestinal colonization of S. Typhimurium ST313 strains. We used 13 strains of S.
Typhimurium ST313 isolated from human blood cultures at the University Hospital of
UNESP in Botucatu — SP between the years 1998-2011. Whole genome sequencing was
performed for all strains by HiSeq and plasmid virulence (pSLT) important for survival and
multiplication in the host and resistance genes related to efflux pump production were
detected in most of the strains studied. Phenotypically, resistance was observed only to the
antimicrobials streptomocin, ampicillin and kanamycin. Transcriptomic analysis (RNA-seq)
of a strain of S. Typhimurium ST313 grown in Luria-Bertani (LB) medium supplemented
with sheep blood at 37°C showed an increase in the expression of genes related to lipid
metabolism (lipid oxidation) in the invasive strain, playing an important role during chronic
infection and tissue colonization. The fadA gene is necessary for fatty acid oxidation and the
citX gene for lipid metabolism and transport, both showed increased expression and so far
this pathway has not been explored in ST313. Gene knockouts were generated via Lambda
Red, and it was used to perform phenotypic characterization and in vivo and in vitro assays
to evaluate the pathogenesis of S. Typhimurium ST313. Disruption of fadA and citX target
genes resulted in decreased invasion in HelLa cells and decreased replication/survival in
J774 macrophages. In the in vivo assay in the alternative model of Galleria mellonella, the
percentage of surviving larvae is higher in larvae inoculated with mutant strains during the
72 hours period, evidencing the attenuation of virulence of S. Typhimurium ST313 in genes
correlated to lipid metabolism, was also visualized in the histopathological analysis
attenuation of the lesions in the intestinal tissue of the mutants in comparison to the wild
lineage. Therefore, the results obtained so far contribute to a better characterization of the
virulence of this clonal type and understanding of this important pathogen in our
environment.

Key words: S. Typhimurium ST313, phenotypic tests related to virulence, transcriptomic
analysis, Galleria mellonella.
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1 INTRODUCAO

Bactérias necessitam de mecanismos especificos para a comunicacdo intercelular,
desta forma a sinalizacdo quimica em bactérias € um dos mais intrigantes aspectos da
relagdo entre estes microrganismos (HUGHES et al., 2010; MOREIRA et al., 2010). Assim
como, a relacdo patdgeno-hospedeiro e sua respectiva microbiota que empregam diversos
mecanismos para se comunicar com o0 meio e regular seus mecanismos de sobrevivéncia
(HUGHES et al., 2010; MOREIRA et al., 2010). Especificamente, Salmonella enterica
subespécie enterica tem sido considerada um dos principais patdgenos intestinais de origem
alimentar no planeta, sendo subdivididas em dois grupos de acordo com as doencas
associadas: Salmonella tifoidais e nao tifoidais. As febres tifoide e paratifoide sdo causadas
pelos sorovares S. Typhi e S. Paratyphi, respectivamente e a infeccdo se desenvolve
inicialmente na mucosa intestinal e evolui para uma doenca sistémica (FERREIRA;
CAMPOQOS, 2008; HARAGA et al., 2008).

Salmonella ndo tifoidal ou do inglés non-typhoidal Salmonella (NTS) tem sido uma
importante causa de gastroenterite autolimitante no mundo, sendo que apenas uma minoria
dos casos (~5%) desenvolve a doenga invasiva, frequentemente devido a imunossupressao,
por exemplo, na infecgdo avancada pelo HIV (ASHTON et al., 2017). E importante
mencionar que muitos sorovares de NTS descritos como hospedeiros generalistas, incluindo
S. Typhimurium e S. Enteritidis sdo capazes de infectar animais e humanos (HARAGA et
al., 2008). Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (2021), estima-se
que aproximadamente 1,2 milhdes de pessoas sdo acometidas por gastroenterites
ocasionadas por Salmonella resultando em 450 ébitos anualmente nos Estados Unidos
(CDC, 2021).

O Sequence Type (ST) 19 é o mais prevalente e estudado ST entre as linhagens de S.
Typhimurium seguidas por ST34 e ST313 (ACHTMAN et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2017). O ST ¢é obtido pela técnica de Multilocus sequence typing (MLST) que consiste em
uma abordagem molecular de anotacdo de microrganismos e utiliza a variacdo alélica de
genes altamente conservados em Salmonella (ACHTMAN et al., 2012). Dados clinicos e
epidemioldgicos indicaram que S. Typhimurium ST313 tem sido intimamente ligada a
doenca invasiva sisttmica como bacteremia, septicemia e meningite. As altas taxas de
resisténcia antimicrobiana e uma mortalidade superior a 25% sdo frequentemente
observadas no continente Africano (FEASEY et al., 2014; LEY et al, 2014,
RAMACHANDRAN et al., 2015).



13

Casos de gastroenterite tém sido causados predominantemente por S. Typhimurium
ST19 no mundo todo, principalmente no Malawi, Mali, Quénia, Nigéria entre outros
(RAMACHANDRAN et al., 2015). No intestino delgado, S. Typhimurium atravessa a
mucosa intestinal a fim de escapar das enzimas digestivas, sais biliares, peptideos
antimicrobianos, IgA secretada e defesa imunoldgica inata do hospedeiro. A interacdo com
as células do hospedeiro culmina em reorganizacdo dos filamentos de actina e facilita a
internalizacdo via macropinocitose (HARAGA et al., 2008; NEEDHAM; TRENT, 2013).

Sabe-se que invasive non-typhoidal Salmonella (iINTS) tem sido um grave problema
de salde publica, principalmente porque causa uma alta taxa de mortalidade em pacientes
com comorbidades como HIV, maléria, desnutricdo, caquexia e anemia falciforme na
Africa. Além disso, muitas dessas linhagens sdo multidroga resistentes (resistente a trés ou
mais classes de antimicrobianos diferentes) gerando um cenario preocupante no continente
(SINGLETARY et al., 2016; HASELBECK et al., 2017).

Plasmideos sdo conhecidos por serem essenciais para a viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos em diferentes bactérias, o grupo de incompatibilidade de plasmideos IncF é
heterogéneo e constantemente descrito em enterobactérias (VILLA et al., 2010; SERIBELLI
et al., 2020). O plasmideo de viruléncia de S. Typhimurium (pSLT) pertence ao grupo de
incompatibilidade de plasmideo IncFlls e carreia genes importantes para a patogenicidade
desse sorovar. Especificamente, neste plasmideo hd uma regido altamente conservada
denominada spv (Salmonella plasmid virulence) que codifica quatro genes estruturais spvA,
spvB, spvC e spvD e o0 gene regulatério spvR (GUINEY et al., 1995; GILCHRIST,;
MACLENNAN, 2019). Ademais, 0s genes spvB e spvC sdo efetores da Ilha de
Patogenicidade de Salmonella 2 participando no processo de apoptose de macrofagos e
diminuindo a resposta inflamatéria do hospedeiro, respectivamente (IBARRA; STEELE-
MORTIMER, 2009; HEIJDEN; FINLAY, 2012).

S. Typhimurium ST313 s&o normalmente isoladas do sangue humano e consideradas
mais invasivas por sua capacidade de evadir do Trato Gastrointestinal (TGI) e atingir a
corrente sanguinea por mecanismos ainda desconhecidos (SINGLETARY et al., 2016). No
Malawi verificou-se a alta prevaléncia de S. Typhimurium ST313 em uma cole¢do de
isolados datada de 1997 a 2006, todas as 31 amostras foram positivas para ST313, sendo
87% provenientes do sangue e 13% do liquido cefalorraquidiano, no Quénia 13/20 amostras
foram positivas para ST313 sendo 84,7% isolados do sangue (KINGSLEY et al., 2009).
Porém, existe ainda muitas duvidas em como esta iNTS consegue alcangar e sobreviver na

corrente sanguinea.
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Estudos baseados no sequenciamento do genoma, confirmaram linhagens
filogenéticas distintas de ST313, linhagem 1 (L1) foi identificada por volta de 1960 no
sudoeste da Africa e a L2 (D23580) no Malawi em 1977 (OKORO et al., 2012). Anélise da
sequéncia completa do genoma de S. Typhimurium D23580 sugere que o ST313 pode ter
sofrido degradacdo seletiva parcial do genoma propiciando algumas semelhangcas com 0s
sorovares de Salmonella adaptados ao hospedeiro que causam doengas invasivas, como S.
Typhi, S. Paratyphi A e S. Gallinarum (KINGSLEY et al., 2009). A linhagem D23580
apresenta resisténcia ao cloranfenicol, no qual era o tratamento de primeira linha para
infeccbes sépticas no Malawi em 2001 (OKORO et al., 2012; TSAI; COOMBES, 2021)
Posteriormente, adquiriu-se resisténcia a ampicilina, canamicina, estreptomicina,
sulfonamidas e trimetropim (KINGSLEY et al., 2009; SINGLETARY et al., 2016).

Recentemente denominaram-se em L3 as variantes susceptiveis a antimicrobianos e
clonalmente relacionadas as ST313 isoladas predominantemente em casos de gastroenterite
encontrados no Reino Unido e Brasil (ASHTON et al., 2017; PULFORD et al., 2020;
PEREZ-SEPULVEDA et al., 2021). No Brasil isolou-se S. Typhimurium ST313 de varias
fontes como alimentos, fezes e sangue humano (ALMEIDA et al., 2017; SERIBELLI et al.,
2021a). Um estudo recente demonstrou que S. Typhimurium ST313 isolada de fezes humana
estabeleceu melhor colonizagdo e invasdo no colon murino e maior expressdo de genes
relacionados a patogénese em comparagdo com a linhagem S. Typhimurium SL1344
(SERIBELLI et al., 2021b).

1.1 Patogénese de Salmonella: SPI-1 e SPI1-2

A patogénese de S. Typhimurium é um mecanismo complexo e orquestrado
(HARAGA et al., 2008). Diversas ilhas de patogenicidade tém sido descritas na literatura e
as mais bem elucidadas a partir do sequenciamento das linhagens S. Typhimurium LT2 e
ST19 (SL1344) séo as ilhas que classicamente estdo associadas a processos infecciosos
denominadas Ilhas de Patogenicidade de Salmonella 1 e 2 (SPI-1 e SPI-2) (GALAN;
CURTISS, 1989; OCHMAN et al., 1996; MARCUS et al., 2000; KROGER et al., 2012). As
ilhas SPI-1 e SPI-2 codificam distintos Sistemas de Secre¢do do Tipo 3 (T3SS), estruturas
em forma de agulha molecular responsaveis por injetar proteinas efetoras essenciais durante
dois momentos distintos, extra e intracelular (GROISMAN; OCHMAN, 1993; SHEA et al.,
1996; HENSEL et al., 1998).

A SPI-1 estad associada a invasao celular e contém genes que codificam proteinas
efetoras, como reguladores do SPI1-T3SS. Entre tais proteinas, estdo trés importantes
efetores (SopE, SopE2 e SopB) para o patdgeno e outros trés como as RhoGTPases, Cdc42,



15

Racl e RhoG para o hospedeiro. Estas proteinas sdo requeridas para a coordenagdo e
eficiéncia do processo de invaséo, de modo que alteram a reorganizagédo dos filamentos de
actina, facilitando o processo de internalizacdo bacteriana por macropinocitose (GALAN &
CURTISS, 1989; GROISMAN; OCHMAN, 1993; GALAN, 1996; MCGHIE et al., 2001).
Apos a secrecdo de efetores e a internalizagdo de Salmonella, ocorre a formagéo do vacuolo
(Salmonella-containing vacuole — SCV). Uma vez dentro da célula hospedeira, Salmonella
consegue evitar a acdo de células imunologicas no limen intestinal, protegendo-se de
citocinas secretadas durante a inflamacdo (HERRERO-FRESNO; OLSEN, 2017).

Os genes de viruléncia localizados em SPI-2 estdo relacionados a replicacdo
intracelular, sobrevivéncia em macrofagos e infeccdo sistémica em camundongos
(SRIKANTH et al., 2011). A proteina SsrB liga-se a todos os promotores da SPI-2 de
agrupamentos de genes essenciais para a expressao estrutural, reguladora e de componentes
efetores deste locus (SRIKANTH et al., 2011). Apesar de ser codificada fora de SPI-2, a
proteina efetora SifA é secretada via o aparato T3SS codificado por SPI-2, sendo que esta é
crucial na inducdo da tubulacdo do fagossomo de S. Typhimurium (GROISMAN;
OCHMAN, 1993; SHEA et al., 1999).

1.2 Metabolismo

Bactérias podem causar doencas em diversos hospedeiros e quanto mais nos
aprofundamos na dindmica do funcionamento destes microrganismos observamos que algo
distinto ocorre em cada situacdo, podendo isso ser devido a fatores externos ao
microrganismo ou a sua capacidade de adaptacao aos diferentes hospedeiros (LUSTRI et al.,
2017). Salmonella Typhimurium possui um metabolismo energético diversificado para
colonizar novos nichos infecciosos, ativando rotas metabolicas, a fim de sobreviver a
ambientes diferenciados (TAYLOR; WINTER, 2020).

Ha habilidade de utilizar &cidos graxos e o desvio de glioxilato parece desempenhar
um papel critico em Salmonella durante a infeccdo crénica em hospedeiros mamiferos
(FANG et al., 2005; HERRERO-FRESNO; OLSEN, 2017). A degradagdo do acido graxo
por S. Typhimurium envolve mdltiplos passos (Figura 1), alguns dos quais podem ser
executados por produtos genéticos codificados por uma via de metabolismo lipidico
candnico ou secundario (CLARK; CRONAN, 2005; IRAM; CRONAN, 2006). Os &cidos
graxos de cadeia média e longa sdo transportados através da membrana externa por
FadL e FadD e ativados pela adi¢céo de coenzima A (CoA) para produzir acil-CoA (REENS
et al., 2020).
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Na segunda etapa do metabolismo lipidico, o acil-CoA é oxidado por uma série de
enzimas para produzir acetil-CoA, participando no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA)
(IRAM; CRONAN, 2006; REEN S et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Esquema de vias de metabolismo lipidico em Salmonella Typhimurium

B. B-oxidation

TCA Cycle

Oxaloacetate Citrate

Malate /

ceB AceA

Glyoxylate

Fonte: Adaptado de Reens (REENS et al., 2020).
Figura 1. Esquema de vias de metabolismo lipidico em S. Typhimurium. (A) Os acidos graxos livres de
cadeia longa e média sdo importados via FadL e ativados por FadD ou YdiD (sinteses de acil-CoA). As
proteinas de importacdo candnica sdo negras; a importacdo secundaria é laranja. (B) Os acil-tioesters
resultantes sdo serialmente f-oxidados via YafH ou YdiO, FadB ou YfcX e FadA ou YfcY. O produto é
metabolizado através do ciclo TCA. A p-oxidacdo candnicos sdo azuis e a S-oxidacdo secundaria em
vermelho. (C) O desvio do glioxilato (verde) consiste em AceA (isocitrato liase) e AceB (malato
sintase), que fazem a ponte do ciclo TCA.

Salmonella Typhimurium € capaz de utilizar tanto os caminhos candnicos
(YafH, FadB e FadA) ou secundario (YdiO, YfcX e YfcY) da p-oxidacdo (oxidagdo de
acidos graxos). Em condicbes anaerdbias S. Typhimurium utiliza o caminho secundario e
em condi¢des aerdbias depende em grande parte da via candnica (REENS et al., 2020).

Quando os lipideos sdo a Unica fonte de carbono para S. Typhimurium o desvio do
glioxilato se faz necessario para preserva-lo e incorporar em vias biosintéticas. No terceiro
passo do metabolismo lipidico do TCA, o acetil-CoA € convertido em citrato e
posteriormente em isocitrato. Nessa etapa as enzimas AceA (isocitrato liase) e AceB (malato
sintase) fazem o desvio e convertem isocitrato em glioxilato, preservando o carbono e
cofatores durante o crescimento na auséncia de fontes de energia glicoliticas (FANG et al.,
2005; YIMGA et al., 2006; REENS et al., 2020; TAYLOR; WINTER, 2020).
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1.3 Modelo alternativo para estudos de patogenicidade

Nos ultimos anos, sabe-se que a préatica cientifica tem buscado a utilizacdo de
modelos alternativos de infeccdo, como uma ferramenta para minimizar o uso de animais em
pesquisa. Galleria mellonella é a maior mariposa da cera de abelhas e tem sido amplamente
utilizada como hospedeiro modelo, devido a presenca de uma resposta imune inata com alto
grau de homologia com o sistema mamifero, os hemdcitos presente na hemolinfa
comportam-se de forma similar as células fagociticas apresentando robusta explosao
oxidativa em resposta a alvos microbianos (MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009;
BENDER et al., 2013; VIEGAS et al., 2013). Além disso, em contraste com outros modelos
invertebrados, experimentos com larvas de G. mellonella podem ser realizados a 37°C,
temperatura ideal para a grande maioria dos patégenos humanos (BENDER et al., 2013).

Estudos demonstraram a correlacdo positiva em dados obtidos nos ensaios de
viruléncia no modelo de camundongos infectados por Candida albicans e Aspergillus
fumigatus em comparacao aos achados em larvas de G. mellonella (BRENNAN et al., 2002;
SLATER et al., 2011). Ademais, o modelo alternativo de G. mellonella também foi
empregado para avaliar a viruléncia de Paracoccidioides spp. (SCORZONI et al., 2015) e
patdgenos bacterianos, incluindo Staphylococcus aureus (GROUNTA et al., 2016), Serratia
marcescens (CHADWICK et al., 1990), Pseudomonas aeruginosa (JANDER et al., 2000),
Listeria monocytogenes (MUKHERJEE et al., 2010), Enterococcus faecalis (LEBRETON et
al., 2011) e S. Typhimurium (BENDER et al., 2013; SERIBELLI et al., 2020). Outras
vantagens de utilizar G. mellonella como modelo de infeccdo é a capacidade de aplicar
doses bacterianas definidas através da hemocele e sdo facilmente cultivadas em grande
namero a baixo custo (BENDER et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

Este estudo analisou caracteristicas fenotipicas, genotipicas e transcriptdmicas de
linhagens de S. Typhimurium ST313 provenientes de hemoculturas humanas no Estado de
Sdo Paulo. As linhagens desse ST brasileiro ndo demonstram a resisténcia encontrada na
Africa por outro lado observou-se a resisténcia ao antimicrobiano comumente utilizado na
pratica veterinéria.

Visivelmente, demostramos aqui que mutantes do metabolismo lipidico sao
importantes para a patogénese da linhagem de S. Typhimurium ST313 evidenciado nos
testes realizados, incluindo a invasdo em células Hela, sobrevivéncia em macréfagos J774 e
infeccdo no modelo alternativo de G. mellonella.

De maneira geral, os resultados do presente trabalho contribuiram para um melhor
entendimento dessas linhagens invasivas, as quais apresentam um grave problema de salde

publica no continente Africano.
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