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INTRODUCAO

Stenotrophomonas maltophilia é uma bactéria Gram-negativa da Familia Xanthomonadaceae e
que se encontra presente nas rizosferas de plantas sendo comumente encontrada em associagdo as raizes
de plantas da familia Poaceae (Adegoke et al, 2017; Berg et al,2005). Além disso, a S.maltophilia é um
patégeno oportunista emergente em humanos, sendo conhecida por estar associada a casos de infeccdes
do trato respiratério e bacteremia em pacientes hospitalizados.

Os principais fatores de viruléncia descritos para essa espécie incluem a formacéo de biofilme, o
mecanismo de quorum sensing (QS), a estrutura de pilus e a secrecdo de proteinas extracelulares, em
especial as DNases, RNases, proteases, lipases e fosfatases (Di Bonaventura et al.,2004;Adegoke et
al,2017).

Alem dos fatores de viruléncia apresentados acima, algumas cepas de Stenotrophomonas spp.
apresentam sistemas de secrecdo de proteinas, sendo esse também um importante mecanismo de
viruléncia e de adaptacdo ao ambiente nessas cepas. Os sistemas de secrecdo bacterianos sdo um
conjunto de proteinas que formam um complexo protéico e atuam no transporte de toxinas e proteinas
efetoras através da membrana bacteriana e diretamente para outras células ou para o exterior celular.
Nove classes de sistemas de secre¢do foram descritas em bactérias, denominados sistemas de secre¢do
do tipo I a IX (T1SS a T9SS), que se diferenciam em estrutura, funcdo e mecanismo de secrecdo de
proteinas. A linhagem clinica mais estudada de S. maltophilia, K279a, possui um T2SS que é importante
para viruléncia (Karab et al.,2013) e um T4SS com funcéo antibacteriana, secretando toxinas que matam
células vizinhas de forma dependente de contato (Bayer-Santos et al, 2019).

O sistema de secrecdo tipo VI (T6SS) atua na competicédo interespecifica em diversas bacterias,
além de poder também atuar em alvos eucarioticos, promovendo viruléncia ou resisténcia a predagao por
protistas ambientais. O T6SS é composto por 13 proteinas estruturais, sendo elas produtos dos genes:
tssM, tssL, tssJ, tssF, tssk, tssG, tssK, tssB, tssC, tssA, hcp, clpV e vgrG. Analises filogenéticas de
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componentes estruturais que codificam os 13 genes conservados do T6SS de proteobactérias,
demonstraram que o T6SS se subdivide em 5 clados diversos (Boyer et al.,2009). A anélise filogenética
de T6SS encontrados em genomas de Xanthomonadales demonstrou a presenca de representantes nos
clados 1, 3 e 4 (Bayer-Santos et al, 2019).

A linhagem K279a de S. maltophilia ndo possui um T6SS, porém, em acesso ao banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information; (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) é possivel
identificar trés isolados da espécie (AAl, SJTL3 e ISMMS3) que codificam T6SS ainda néo
caracterizados, sendo dois isolados de origem ambiental e um hospitalar.

Em projeto anterior do grupo de pesquisa, realizado durante estagio de Iniciacdo Cientifica da
aluna Béarbara Bortolozzo Ribeiro da Universidade Estadual de Campinas (PIBIC/PRP-UNICAMP),
foram obtidos isolados de S. maltophilia de origens diversas, sendo 33 isolados clinicos e 16 isolados
ambientais, encontrados em associa¢do a plantas ou ao solo. A presenca de grupamentos génicos de
T6SS foi analisada nestas amostras por meio de PCR utilizando pares de oligonucleotideos degenerados
para o gene tssC encontrado em T6SSs dos clados 3 e 4. Os resultados obtidos demonstraram a presenca
do gene em 3 isolados clinicos e 6 isolados ambientais, que estdo em fase de sequenciamento gendmico
para verificacdo da presenca do cluster génico completo do T6SS e que serdo usados em futuros estudos
do papel destes T6SS na fisiologia da bactéria (Ribeiro,2021,p.21.). Como citado anteriormente, analises
filogenéticas dos sistemas de T6SS demonstraram que estes se subdividem em 5 clados e os homdélogos
de Xanthomonadales descritos em bancos de dados se distribuem em 3 dos 5 clados principais (clados 1,
3 e 4). O projeto anterior permitiu avaliar a presenca de gene tssC com homologia a representantes dos
clados 3 ou 4, sem distingui-los, uma vez que ndo foi possivel obter oligonucleotideos degenerados para
tssC capazes de amplificar diferencialmente homoélogos de cada clado. Além disso, ndo foi avaliada a
presenca de genes tssC com homologia a representantes do clado 1. Com isso, esse projeto visa dar
continuidade ao estudo, ampliando a analise da distribuicdo do T6SS nos isolados ambientais e
hospitalares de S. maltophilia para deteccdo de representantes de tssC do clado 1 e usando
oligonucleotideos degenerados capazes de amplificar outro gene do T6SS, diferenciando representantes
dos clados 3 e 4. Além disso, considerando a importancia do biofilme para a viruléncia e persisténcia das
infeccBes ocasionadas por essa espécie, sera realizada uma caracterizacdo fenotipica dos isolados, por
meio de curvas de crescimento e ensaios de formacéo de biofilme em superficies abioticas.

METODOLOGIA

1. Distribuicao de grupamentos génicos de T6SS

Com base na conservacdo encontrada no alinhamento da sequéncia de aminoacidos e nucleotideos foi
realizada uma amplificacdo da regido utilizando dois pares de oligos desenhados no projeto anterior
(Ribeiro,2021,p.23.) para amplificar a regido do gene tssC de clados distintos (clados 1,3 e 4). Este PCR
foi realizado com 13 isolados ambientais (S493,S370,5496, S488, S494,5495,S371,5490, S377,S369,
S359,5487,5489,5492, S365 e S491) e foi utilizado como controle positivo o isolado clinico SM3.

2. Curva de Crescimento

Para a caracterizagéo fenotipica dos isolados ambientais, foram realizadas curvas de crescimento
e ensaios de biofilme. As curvas foram realizadas em meio TSB em temperaturas de 28°C e de 37°C. As
culturas saturadas foram diluidas para DO600nm = 0,1 em meio TSB e o crescimento foi avaliado pela
variagdo na densidade Optica das culturas, medindo-se a DOsoonm.
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3.Construcao de mutante por delecdo em T6SS

Para o entendimento funcional do T6SS nos isolados que possuem o cluster gendmico completo
vem sendo realizada a construgdo de uma linhagem mutante SM3 AtssC. Para isso, serd obtida
construgdo no vetor pEX18Tc, contendo as extremidades 5° e 3° de tssC fusionadas em fase (delecdo da
regido interna) e contendo 1000 pb das regides gendmicas que flanqueiam o gene. A construcdo foi
obtida por PCR, amplificando-se em uma primeira etapa cada uma das extremidades do gene e regides
flanqueadoras correspondentes separadamente e fusionando-se os dois fragmentos em uma segunda
etapa de PCR de sobreposicédo, usando os fragmentos como molde e os oligonucleotideos que anelam
nas extremidades de cada um deles como iniciadores.

RESULTADOS PRELIMINARES

Resultados obtidos no trabalho anterior haviam demonstrado positividade para o gene tssC em 6
isolados ambientais, denominados S370, S377, S496, S489, S495 e S359 (Ribeiro, 2021). Com base
nestes resultados, trés destes isolados (SM 370, SM 489 e SM 495) tiveram 0 genoma sequenciado na
facility CEFAP (ICB/USP). Os resultados da analise de sequéncia genémica confirmaram a presenca do
gene tssC, bem como dos demais 12 genes que compdem a estrutura basica do T6SS em apenas um
deles: SM 489. Uma vez que o resultado de sequenciamento foi contrastante com a analise por PCR que
havia sido feita anteriormente, decidimos realizar novas reacdes de PCR com os 13 isolados ambientais,
para que houvesse uma confirmacdo da deteccdo do gene tssC do clado 3 e 4, buscando assim um
produto de amplificacdo de 713 pb. No sentido de confirmar a qualidade das amostras de DNA
utilizadas, foi realizado simultaneamente um PCR para amplificacdo do gene RNAr 23S, que serviu de
controle positivo. Como forma de confirmar a identidade das bandas da amplificacdo de tssC, também
foi utilizada como controle positivo a linhagem clinica SM3, cujo genoma ja foi completamente
sequenciado por nosso grupo de pesquisa. Os resultados obtidos demonstraram que apenas dois isolados
ambientais, SM 377 e SM 489, apresentaram a banda resultante de amplificacdo de tssC (713pb).
Durante o periodo, foram realizadas também analises para a padronizacdo do PCR utilizando o par de
primers que foi desenhado para o gene tssC do Clado 1, tendo como amostra controle o DNA gendmico
purificado de Pseudomonas aeruginosa (PAO1), que possui um T6SS deste clado.

O DNA gendmico da linhagem foi extraido pelo kit Wizard® Genomic DNA purification
(Promega) e, ap6s andlise em gel de agarose, foi possivel confirmar a integridade e qualidade da
purificagdo Contudo, os resultados de PCR nédo permitiram identificar uma banda do tamanho esperado
de 714 pb, mesmo realizando varia¢fes de temperaturas na etapa de anelamento nas reacdes de PCR.

Para a caracterizacdo fenotipica dos isolados ambientais, foram realizadas curvas de crescimento
em meio TSB em temperaturas de 28°C e de 37°C. Os ensaios a 37°C permitem avaliar a possibilidade
de colonizacdo de hospedeiros humanos por bactérias encontradas no ambiente, sendo a temperatura
mais alta uma das barreiras para a infeccdo de humanos (Brooke,2012; Konkel et al.,2000). As culturas
saturadas foram diluidas em meio TSB e o crescimento foi avaliado pela variacdo na densidade Optica
das culturas, medindo-se a DOsoonm. Até 0 momento, o0s ensaios foram realizados em triplicata biologica
para 9 isolados ambientais (SM359,SM365,SM369,SM371,SM377,SM488,SM489,SM 490 e SM491) e
dois isolados hospitalares (K279a e ATCC 13637) que funcionaram como controle.

Os resultados demonstraram que as seis linhagens ambientais testadas sdo capazes de crescer a
37°C, sendo possivel perceber uma diferenca na velocidade de crescimento entre os isolados nas
temperaturas de 28°C e 37°C.
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Para a analise funcional do T6SS foi utilizada a linhagem SM3, que possui 0s 13 genes
essenciais do T6SS, demonstrando assim possuir um T6SS completo e possivelmente funcional.
Assim, iniciamos a construcdo de linhagem mutante no gene tssC,por meio de um procedimento em
duas etapas, ambas conduzidas utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Na primeira etapa, foi realizada a amplificacdo das extremidades e das regides flanqueadoras do
gene tssC, denominadas F1 (extremidade 5' do gene tssC e sua regido flanqueadora) e F2 (extremidade 3'
do gene tssC e sua regido flanqueadora). Na segunda etapa, foi realizada a fusdo dos fragmentos F1 e F2
por meio de PCR overlap, obtendo como produto do PCR o tamanho esperado dos fragmentos
fusionados de 2200 pb

Apos a fusdo dos fragmentos, ocorreu a etapa de clonagem, na qual os fragmentos de interesse
foram inseridos ao vetor pEX18Tc. Para verificar o sucesso da clonagem,foi realizado um PCR para
confirmar se os fragmentos foram corretamente inseridos no vetor. Além disso, foi realizado o preparo
das amostras para envio de sequenciamento, garantindo assim a precisdo da sequéncia de DNA inserida
no vetor.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos até 0 momento foram importantes para iniciar a compreensdo do papel do
TSS6 na viruléncia e disseminacdo no ambiente desta importante espécie patogénica, que € a S.
maltophilia. Os resultados foram promissores, com a identificagdo do gene tssC em dois isolados
ambientais SM 377 e SM 489, tendo a presenca de T6SS completo sido confirmada por sequenciamento
no isolado SM 489 e o sequenciamento de SM 377 se encontra em processo de analise.

Além disso, a andlise fenotipica que esta sendo realizada é fundamental para entender o
comportamento dos isolados em diferentes temperaturas. Os resultados demonstraram que os isolados
ambientais ndo tém reducdo na taxa de crescimento pelo aumento da temperatura de incubacao de 28°C
para 37°C, uma temperatura critica para que ocorra a colonizac¢do do corpo humano.
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