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RESUMO

MENDONCA, Jéssica da Conceicéao. Interagao de Streptococcus agalactiae com
modelo murino de diabetes induzida: formagdo de biofilme, expressédo de espécies
reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatérias. 2022. 177p. Tese (Doutorado
em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Programa de
Po6s-Graduagao em Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2022.

Streptococcus agalactiae, também conhecido como Estreptococos do Grupo
B (EGB), sao patdgenos reconhecidos como causadores de infec¢des invasivas
severas em mulheres gravidas e neonatos. Nos ultimos anos, o numero de adultos
imunocomprometidos e idosos apresentando comorbidades causadas por S.
agalactiae tém aumentado significativamente, tornando uma grande preocupacgao na
clinica médica, especialmente em pacientes diabéticos. Individuos diabéticos
apresentam maior susceptibilidade as infec¢cdes bacterianas e consequentemente
ao desenvolvimento de doencgas associadas como pneumonia e problemas
cardiovasculares. De acordo com a literatura, existe uma correlacdo entre o S.
agalactiae, diabetes e doengas pulmonares/cardiacas que ainda nao foram bem
elucidadas. Além de sua capacidade de aderir e invadir células hospedeiras
causando disturbios, alguns microrganismos Gram-positivos apresentam um sistema
de secrecdo em resposta ao microambiente celular, sendo capazes de produzir
maior viruléncia e evasao do sistema imune. Dessa forma, o objetivo desse estudo
foi compreender a acdo de amostras hipervirulentas de S. agalactiae em resposta a
infeccdo em modelo murino de diabetes induzida, o desencadeamento de doencgas
como sepse, pneumonia e endocardite, bem como a acgao inflamatéria do hospedeiro
€ a possivel presenca de um sistema de secrecao atuando como potencializador da
viruléncia em S. agalactiae. Neste trabalho, foram utilizados quatro modelos distintos
de infecgao, envolvendo camundongos CD-1 e C57BI/6 e inoculados com diferentes
amostras virulentas de S. agalactiae. Os tecidos obtidos foram submetidos a
producao de laminas histoldgicas, confirmando o potencial de leséo tecidual do S.
agalactiae, além de contagem de unidades formadoras de colénias superior em
diferentes 6rgdos nos animais diabéticos e quantificacdo da expressao de espécies
reativas de oxigénio significativamente maior em animais diabéticos infectados. Além
disso, marcadores celulares de células imunes foram analisados por citometria de
fluxo e gPCR, demonstrando um elevado numero de macrofagos. Citocinas pro-
inflamatdrias como IL-13 e proteina KC foram quantificadas e indicaram um ambiente
hiper inflamado nos pulmdes e coragcdes desses animais. Apds a construcdo da
mutante para essC, foram realizadas interacbes em modelo murino que
comprovaram a reducao no potencial virulento quando o gene responsavel pela
ativacao do sistema de secrecéo tipo 7 foi inativado. Desta forma, os resultados
obtidos neste trabalho demonstraram que amostras hipervirulentas de S. agalactiae
foram capazes de disseminar, desenvolver manifestagdes severas em multiplos
orgaos e promover um microambiente pré-inflamatério mais exacerbado em animais
diabéticos infectados, potencializando a fragilidade e toxicidade celular j4 causada
pela presenca da diabetes. Além disso, a confirmagédo da presencga do gene essC
corroborou a atividade desse sistema de secregdo como uma vantagem para evadir
do sistema imune e sobreviver no hospedeiro por longos periodos de tempo.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae. Diabetes. Sepse. Endocardite. SST7.



ABSTRACT

MENDONCA, Jéssica da Conceicao. Streptococcus agalactiae interaction with a
diabetic induced murine model: biofilm formation, reactive oxygen species
expression and proinflammatory citokyne release. 2022. 177p Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Programa de Pds-
Graduacgao em Biociéncias, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2022.

Streptococcus agalactiae, also known as Group B Streptococcus (GBS), is a
pathogen recognized as one of the main causes of severe infections in pregnant
women and neonates. In the past few years, the number of immunocompromised
adults and elderly presenting diseases caused by S. agalactiae significantly
increased, and this became a huge concern to immunosuppressive patients,
especially with diabetes. Diabetic individuals present higher susceptibility to bacterial
infections and consequently to the development of associated diseases such as
pneumonia and cardiovascular problems. According to the literature, there is a
correlation between S. agalactiae, diabetes and lung/heart diseases that is still not
very elucidated. In addition to the ability to adhere and invade host cells, some Gram-
positive microorganisms present a secretion system in response to the cellular
microenvironment, being able to evade the immune system and become more
virulent. Therefore, the aim of this study was to understand the action of hypervirulent
S. agalactiae strains in a murine model of induced diabetes, how they develop
diseases such as sepsis, pneumonia and endocarditis, the inflammatory response of
the host and the presence of a secretion system acting as a virulence mecanism in
S. agalactiae strains. In this study, four different infection routes were performed,
involving CD-1 and C57BIl/6 mice inoculated with different virulent strains of S.
agalactiae. Murine tissues were used to produce histological slides, confirming the
potential of tissue damage after S. agalactie infection; in addition to a higher number
of colony-forming units in different diabetic animals and quantification of the reactive
oxygen species expression that was also significantly higher in diabetic infected
animals. Cellular markers of immune cells were also analyzed by flow cytometry and
RT-gPCR, showing a high number of macrophages in diabetic infected animals.
Proinflammatory cytokines such as IL-18 and KC protein were quantified and
indicated a hyper-inflamed environment in lungs and hearts of diabetic infected
animals. After the construction of the essC mutant, we performed tail vain and vaginal
inoculations in murine models that showed the reduction in virulent potential when
the gene responsible for activating the type 7 secretion system was deleted. Thus,
the results obtained in this work demonstrated that hypervirulent S. agalactiae strains
were able to disseminate, develop severe manifestations in multiple organs and
promote an exacerbated pro-inflammatory microenvironment in infected diabetic
animals, enhancing the cellular fragility and toxicity caused by diabetes. Furthermore,
confirmation of the presence of essC gene showed that the activity of this secretion
system is an advantage to evade the immune system and survive in the host for long
periods of time.

Keywords: Streptococcus agalactiae. Diabetes. Sepsis. Endocarditis. SST7.
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INTRODUCAO

Caracteristicas gerais

Streptococcus agalactiae, também conhecidos como Estreptococos do grupo B
(EGB), sédo cocos patogénicos pertencentes a familia Streptococcaceae e
caracterizados como cocos Gram-positivos, beta-hemoliticos, anaerdbicos
facultativos, catalase e oxidase negativos, hipurato e CAMP positivos. Possuem o
antigeno do grupo B de Lancefield e sao classificados em dez tipos capsulares (la, Ib,
[I-1X) de acordo com o polissacarideo capsular especifico, constituido por unidades
repetidas de ramnose, galactose e N-acetilglicosamina (Lancefield, 1933; Kogan et
al., 1996; Slotved et al., 2007).

Na década de 1930, S. agalactiae foi identificado por Rebecca Lancefield, apds
o isolamento em leite e em bovinos com mastite (Lancefield, 1933). Posteriormente,
esse microrganismo foi descrito no trato vaginal de mulheres assintomaticas, porém a
patogenicidade foi mencionada apenas em 1938 em infecgdo péds-parto fatal
(Lancefield & Hare, 1935; Fry, 1938; Raabe & Shane, 2019; Navarro-Torné et al.,
2021). Contudo, somente a partir da década de 70 esse patdégeno passou a ser
reconhecido como pertencente a microbiota anfibidntica dos tratos respiratorio,
gastrointestinal e urogenital de individuos saudaveis (Levent et al., 2010; Dutra et al.,
2014; Raabe & Shane, 2019). Adicionalmente, o patdgeno pode ser causa
predominante de infecgdes invasivas em neonatos, sendo considerado um dos
principais agentes causadores de sepse, meningite € pneumonia em recém-nascidos,
atingindo 3 casos a cada 1.000 nascimentos (Glaser et al., 2002).

Em criancgas, a infec¢ao invasiva causada por S. agalactiae é classificada em
doenca de inicio precoce (“early-onset Group B Streptococcus”, EOGBS) e doenga de
inicio tardio (“late-onset Group B Streptococcus”, LOGBS), sendo a primeira
apresentada em recém nascidos com até 6 dias de vida, e a segunda a partir da
primeira semana até o terceiro més de vida (Verani et al., 2010; Edmond et al., 2012).
Aproximadamente 90% dos casos da doencga precoce acontecem nas primeiras 24h
de vida do neonato, enquanto a doenga tardia ocorre mais frequentemente entre a

quarta e quinta semanas de vida (Lamagni, 2013). A incidéncia de EOGBS no Reino
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Unido é estimada em 0,4 a cada 1.000 nascimentos (Lamagni, 2013). Mundialmente
a incidéncia da infecgdo causada por S. agalactiae é de 3/1000 nascimentos (Verani
et al., 2010).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, S. agalactiae é responsavel
por cerca de 150.000 mortes de recém-nascidos no ambito global, apesar da profilaxia
de antibidtico intraparto (IAP) ser efetiva (WHO, 2017). Alguns fatores de risco sao
associados a colonizagdo por S. agalactiae em regides urogenitais, tais como
bacteriuria durante a gravidez, e historico de colonizagéo prévia pelo mesmo micro-
organismo durante uma gravidez anterior (Colicchia et al. 2015, Pérez-Moreno et al.,
2017). Em neonatos, a incidéncia da doenga de inicio precoce diminuiu
consideravelmente apos o estabelecimento da profilaxia intraparto (Molt6-Garcia et
al., 2016; Chiu, 2019).

S. agalactiae € também responsavel por elevada taxa de mortalidade e
morbidade em adultos nao-gravidos, particularmente em idosos e adultos com
doencas subjacentes (Schuchat, 1997; Farley, 2001). Cerca de 1 a cada 20 adultos
nao-gravidos com infec¢gées causadas por S. agalactiae séo levados a obito. A taxa
de doencas invasivas € de aproximadamente 25 casos a cada 100.000 adultos com
mais de 65 anos e a incidéncia de doencgas letais causadas por esse patégeno em
idosos pode chegar a mais de 50% (CDC, 2016; Navarro-Torné et al., 2021). O
numero de casos fatais em adultos com idade mais avangada € estimado em 15% dos
pacientes nos EUA (Farley, 2001; Edwards, Baker, 2005).

Nos Estados Unidos, a incidéncia da doenca em adultos ndo-gravidos tem
aumentado significativamente nas ultimas décadas, com um salto de 3,6
casos/100.000 pessoas em 1990 para 7,3 casos/100.000 pessoas em 2007 (Skoff et
al., 2009). A maior taxa de mortalidade e casos de doengas causadas pelo S.
agalactiae tem sido observada em pessoas negras em comparagao a caucasianos.
Contudo, nao existem evidéncias cientificas que expliquem a razdo dessa diferenca
(Farley et al., 1993; Phares et al, 2008).

O risco € ainda mais alto em idosos, especialmente residentes de casa de
repouso. Nos EUA, a infeccdo invasiva por S. agalactiae em adultos é capaz de levar
a 6bito 90% dos pacientes infectados (Verani et al., 2010). Um parametro similar tem
sido visto no Reino Unido nas ultimas duas décadas (Lamagni et al., 2013). De acordo
com a revisao bibliografica realizada por Navarro-Torné e colaboradores em 2021,
infeccbes causadas por S. agalactiae sao mais frequentes em adultos do que em
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neonatos, com crescimento consideravel de cerca de 19,40 casos/100.000 adultos
com mais de 50 anos. Esse problema despertou o interesse de autoridades de saude,
e a partir de 1996, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) publicou um
relatério de normas e recomendagdes, sob a perspectiva da saude publica para
prevencao perinatal de doengas causadas por S. agalatiae com apoio da American
College of Obstetricans and Gynecologygists, American Academy of Pediatrics e
outras agéncias.

S&o encontrados casos de doengas invasivas causadas por S. agalactiae em
adultos saudaveis; contudo, a maioria dos casos ocorrem em pacientes com doencas
adjacentes (Farley et al., 1993; Schuchat, 1997; Farley, 2001). A diabetes mellitus é a
comorbidade mais comum, presente em 20%-25% dos casos de adultos nao gravidos
colonizados por S. agalactiae. Outras condigdes podem incluir cirrose, historico de
acidente vascular cerebral, obesidade, cancer de mama, ulceras e bexiga neurogénica
(Jackson et al., 1995; Parks, Barrett, Jones, 2015). O aumento do numero de casos
de doengas causadas por S. agalactiae pode estar relacionado ao aumento da vida
meédia da populagdo adulta que tem apresentado maior expectativa de vida, mesmo
apresentando comorbidades significantes (Farley, 2001). A utilizagdo de dispositivos
meédicos invasivos como cateteres intravenosos ou urinarios podem ser uma outra
razao para o acometimento de infec¢gbes bacterianas na populagao idosa (Kothari et
al, 2009).

Manifestagbes clinicas de adultos com infec¢gdes causadas por S. agalactiae
sao variadas e incluem infecgdes na pele, tecido mole e trato urinario, bacteremia,
pneumonia, urosepse, peritonite, empiema, artrite e endocardite (Rajagopal, 2009;
Navarro-Torné et al., 2021). A sepse € a sindrome clinica mais séria reportada em
adultos e esta associada a elevadas taxas de mortalidade; assim como a meningite,
uma doenga que pode ocorrer em consequéncia da infecgdo bacteriana generalizada
(27-34%) (Salloum et al., 2011).

O tratamento indicado para infecgbes causadas pelo S. agalactiae continua
sendo com antibioticos, sendo a penicilina e a ampicilina os de primeira escolha
(Motallebirad et al., 2021). Em casos mais graves recomenda-se a utilizagdo de um
aminoglicosideo, geralmente a gentamicina. Clindamicina e eritromicina sao
antibidticos também recomendados em casos de pacientes alérgicos a penicilina
(CDC, 2010; Lopardo et al., 2003; Villar, Jugo, 2013).
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Recentemente a resisténcia de amostras de S. agalactiae aos antibiéticos como
penicilina, clindamicina e eritromicina representa uma preocupagéo significante no
tratamento das infecgbes (Dahesh et al., 2008; Kimura et al., 2008; Molté-Garcia et
al., 2016). A reducao da susceptibilidade a penicilina, detectada em isolados no Japéao,
aparenta ser secundaria a expressao reduzida da proteina de ligagédo a penicilina
(PBP) 2X (Kimura et al., 2013; Seki et al., 2015). Em amostras analisadas no Ira, cerca
de 41,6% das amostras isoladas de mulheres gravidas e ndo gravidas adultas foram
consideradas resistentes a eritromicina, conferindo preocupagdo com as opgoes
disponiveis de antibiéticos de segunda escolha (Motallebirad et al., 2021). Sutcliffe e
colaboradores (1996) demonstraram que os genes ermB, ermTR e metfA/E estéao
envolvidos na resisténcia aos macrolideos. Essa resisténcia refor¢ca a necessidade do
desenvolvimento de uma vacina universal, protegendo recém-nascidos, mulheres
gravidas, pessoas com condigdes subjacentes e idosos do desenvolvimento de

infeccbes graves causadas pelo S. agalactiae (Navarro-Torné et al, 2021).

Distribuicao dos tipos capsulares

A distribuicao dos tipos capsulares em amostras de S. agalactiae responsaveis
por infeccdes invasivas neonatais e em adultos vem sendo modificada nas ultimas
décadas. O potencial invasivo dos diferentes tipos capsulares e sua distribuicao
variam de acordo com a idade e a regido geografica (Shabayek & Spellerberg, 2018;
Navarro-Torné et al., 2021). A dominancia do tipo capsular lll nas infecgbes neonatais
precoces ou tardias foi substituida por um padrao mais balanceado entre os tipos
capsulares la (35%-40%), Il (30%) e V (15%-20%) (Edwards, Baker, 2005; Farley,
2001).

Bergal e colaboradores (2015) demonstraram que o S. agalactiae tipo V é
predominante na Franga, assim como no Kuwait (Boswihi, Udo, Al-Sweih, 2012) e
Japdo (Ueno et al., 2012). O tipo IV tem sido frequente nos Emirados Arabes
(Aitmhand et al., 2000). Os tipos I, lll e V s&o os mais encontrados nas infecgdes
causadas por S. agalactiae em neonatos e adultos, no ambito mundial (Ippolito et al.,
2010; Martins et al., 2011; Abat et al., 2014). Contudo, estudos visando caracterizar a

distribuicdo dos diferentes tipos capsulares de S. agalactiae tém demonstrado
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variagdo nesse perfil com o passar dos anos e de acordo com a regido geografica
analisada (Gherardi et al., 2007).

Na América do Norte, o tipo capsular V tem sido predominante, enquanto na
América do Sul sdo poucos os relatos apontando a presencga desse tipo capsular
especifico (Navarro-Torné et al., 2021). Entre adultos n&o-gravidos nos Estados
Unidos, o tipo capsular mais comum causador de doengas invasivas segue sendo o
tipo V (29% entre 2005-2006), seguido pelos tipos la, Il e Il (Skoff et al., 2009). No
Canada, amostras associadas a doencgas invasivas causadas pelo S. agalactiae entre
2003-2013 demostrou um perfil distinto com o tipo capsular Il como mais frequente
(20%), seguido pelos tipos V (19%), la (13%), Ib (13%) e Il (11%) (Alhhazmi, Hurteau,
Tyrrell, 2016).

No Brasil, a ocorréncia dos tipos capsulares la, Ib, II, Ill, IV e V tem sido descrita
em isolados de varias regides do pais (Dutra et al., 2014, Pimentel et al., 2016). Cerca
de 68,2% dos isolados brasileiros sdo provenientes do trato vaginal de mulheres
gravidas. Em Curitiba, o tipo IV foi identificado em 13,1% das amostras coletadas de
infecgdes invasivas graves, enquanto os tipos Ib (34,9%) e la (25,6%) foram
predominantes em gravidas infectadas pelo virus HIV e em pacientes com cancer
(Palmeiro et al., 2010; Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014). Estudo realizado por
nosso grupo demonstrou que amostras coletadas de pacientes com cancer no Instituto
Nacional do Cancer (INCA) pertenciam ao tipo capsular la (43,6%), seguido dos tipos
V (23,6%), Il (14.6%), Il (11%), IV (3.6%), VI (1.8%), e VIl (1.8%) (Sanches et al.,
2021).

Torna-se importante ressaltar que ainda n&o existem estudos que
correlacionem a prevaléncia do tipo capsular de S. agalactiae em pacientes
diabéticos, onde o levantamento epidemiologico é primordial para o desenvolvimento

de vacinas que protejam também esse grupo alvo.

Fatores de viruléncia e formacao de biofilme

A colonizagéao e infecgao por S. agalactiae em tecidos-alvo requer a capacidade
dessa bactéria de aderir e persistir nas superficies epiteliais da mucosa. Nesse

habitat, a formagcdo de comunidades semelhantes a biofilmes pode facilitar a
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sobrevivéncia e proliferacdo microbiana, aumentando a resisténcia as defesas do
hospedeiro e a privagao de nutrientes (Rosini, Margarit, 2015).

As condi¢des do microambiente sdo conhecidas por influenciar fortemente a
capacidade de formagao de biofilme por muitas espécies bacterianas (Froeliger e
Fives-Taylor, 2001; Moscoso et al., 2006; Manetti et al., 2007). Os biofilmes
representam fatores de viruléncia bem conhecidos por realizarem um papel vital em
infeccbes persistentes e cronicas. No hospedeiro, as bactérias sdo frequentemente
protegidas da acado do sistema imune através da construgdo de colOnias sésseis
embebidas em uma matriz extracelular constituida por exopolissacarideos ou
carboidratos, proteinas e acidos nucléicos (Konto-Ghiorghi et al., 2009). A composigéo
quimica da matriz extracelular do biofilme € heterogénica e complexa (Wimpenney et
al., 1993; Shabayek and Spellerberg, 2018).

O primeiro passo na formagdo do biofime €& a adesdo das bactérias
planctdnicas, ou seja, de vida livre a uma superficie que ocorre de forma aleatdria,
como demonstrado na Figura 1. Esta primeira adesao é reversivel, sendo mantida por
interacdes fisico-quimicas n&o especificas que constituem o alicerce para o
crescimento do biofilme. A segunda fase da ades&o consiste na transicdo do estagio
reversivel para o irreversivel. As bactérias passam a secretar substancias que serao
responsaveis pela manutencéo da adesio e da camada que envolve o biofilme. Nesta
fase ha o inicio da formacao de micro colonias e do desenvolvimento da arquitetura
do biofilme maduro. Os biofiimes maduros apresentam estrutura semelhante a
cogumelos que s&o envoltos por diversas moléculas, denominadas substancias
poliméricas extracelulares (EPS), constituidas por polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos e lipideos que promovem estabilidade e capacidade de aderéncia a
superficie; e rodeados por poros e canais de agua que funcionam como um sistema
de troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos que precisam ser secretados para fora
do biofilme (Abee et al., 2011). A ultima fase da formacgao do biofilme ocorre quando
0 ambiente ndo é mais favoravel a sua manutencéo e consiste no descolamento do
biofiime maduro em forma de agregados celulares ou células plancténicas. Apds o
desprendimento, as bactérias livres podem colonizar novos ambientes, reiniciando a

formacéao de novos biofilmes.
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Figura 1 — Estagios da formacé&o de biofilme

Legenda: Processo de formagéo de biofilme bacteriano.
Fonte: Adaptado de Maunders et al., 2017

Os biofilmes permitem a persisténcia bacteriana a longo prazo e protegem as
bactérias do reconhecimento pelo sistema imunoldgico. Para o S. agalactiae, o baixo
pH e a presenca de plasma aparecem como fatores ambientais cruciais por meio do
controle da expressao de estruturas associadas a superficie bacteriana, como pili e a
capsula polissacaridica, ambas envolvidas na promocao da formacédo de biofilme
bacteriano (Bjarnsholt et al., 2018; Miranda et al., 2018).

A capsula polissacaridica (CPS) é um dos mais importantes fatores de
viruléncia presentes no S. agalactiae e um possivel alvo para a elaboragdo de uma
vacina multivalente efetiva (Johri et al., 2006). Todos os isolados clinicos de S.
agalactiae expressam uma capsula polissacaridica; dez tipos capsulares diferentes
foram identificados até a presente data (Kogan et al., 1996). Desde os primeiros
estudos em S. agalactiae, a capsula tem despertado muito interesse, pois anticorpos
anticapsulares conferem imunidade protetora e porque a tipagem capsular é
epidemiologicamente importante (Edwards e Baker, 2001).

Polissacarideos capsulares distintos que fundamentam o sistema de tipagem,
permitem a evaséo imune, uma vez que as modificagdes de acido sidlico ligadas a
a2 — 3 usam mimetismo molecular com epitopos de agucar do hospedeiro. A ligagao

direta a lectinas semelhantes a imunoglobulinas (Siglecs) em leucdcitos promove a
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inibicdo da ativagdo do complemento C3 na superficie bacteriana (Pezzicoli et al.,
2012; Chang et al., 2014).

A translocacao de S. agalactiae através da barreira epitelial é facilitada ainda
mais pelo fator de viruléncia B-hemolisina/citolisina (B-H/C) (Doran et al., 2002; Doran,
Liu, Nizet, 2003). B-H/C induz a citélise em células eucaridticas e promove a invaséo
bacteriana através das barreiras epiteliais e endoteliais, incluindo a barreira
hematoencefalica. Em camundongos, $-H/C induziu inflamagao placentaria e parto
prematuro, independentemente da ascensdo bacteriana (Doran et al., 2002).
Amostras de S. agalactiae deficientes em B-H/C demonstraram apresentar viruléncia
prejudicada em varios modelos in vivo, incluindo pneumonia, sepse e meningite
(Doran et al., 2002; Hensler et al., 2005). Dessa forma, os niveis de expressao de [3-
H/C parecem determinar se s. agalactiae estabiliza seu nicho para permitir a
colonizagéo ou se torna invasivo. Além disso, a toxina formadora de poros e o fator
CAMP podem contribuir para a patogénese de S. agalactiae sob certas circunstancias
(Lang, Palmer, 2003), mas € dispensavel para viruléncia sistémica (Hensler et al.,
2008).

Um dos principais responsaveis por uma grande proporgdo das infecgdes
neonatais invasivas sao as amostras CC17 (complexo clonal 17) pertencentes ao tipo
capsular Ill. As amostras sequéncia tipo 17 (ST-17), codificadas pelo gene hvga,
ganharam interesse especial devido a sua forte associacdo com a meningite neonatal.
As amostras pertencentes ao ST-17 sado relatadas como hipervirulentas,
representando mais de 80% das infecgdes neonatais de inicio tardio por S. agalactiae
e estao frequentemente, mas n&o exclusivamente, associadas a meningite (Jones et
al., 2003; Lamy et al., 2006; Manning et al., 2009; Tazi et al., 2010; Bellais et al., 2012;
Florindo et al., 2014).

A analise filogenética comparativa de isolados humanos e bovinos revelou que
as amostras pertencentes ao CC17 pertencem a um grupo homogéneo com origem
recente e recombinagao limitada em comparagcdo com outros complexos clonais
(Serensen et al., 2010; da Cunha et al., 2014). Além disso, a analise evolutiva entre
isolados de S. agalactiae de origem humana e bovina demonstrou que a ST-17 é a
unica linhagem humana agrupada dentro da populagéo bovina (Bisharat et al., 2004).

Nas manifestagdes clinicas, o gene hvga medeia tanto a colonizagado quanto a
invasao no intestino, conferindo tropismo meningeo em camundongos neonatos

(Banks et al, 2003; Baker et al., 2004). Curiosamente, as amostras de S. agalactiae
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isoladas de sangue e do fluido cerebroespinal durante a doenga invasiva expressaram
niveis mais elevados de hvga em comparagado ao S. agalactiae cultivado in vitro,

indicando aumento da expressao de hvga durante a infeccao.

Sistema de Secrecao tipo 7 (SST7)

Diferentes espécies bacterianas dependem de estruturas macromoleculares
altamente especializadas embutidas em seus envelopes celulares para injetar
proteinas efetoras em células eucaribticas, procaridticas, ou para libera-las no
ambiente extracelular (Rivera-Calzada et al., 2021). Bactérias no geral utilizam
sistemas de secrecdo como moduladores celulares no hospedeiro como um
mecanismo de defesa contra a morte interbacteriana, para adquirir nutrientes, trocar
material genético e promover viruléncia no hospedeiro (Spencer et al., 2021).

Na literatura sdo descritos nove sistemas de secrecéao distintos (I ao IX) que
apresentam diferentes mecanismos de acgao e estrutura (Costa et al., 2015; Rapisarda
et al., 2018). Dependendo da arquitetura do sistema de secrec¢do, os substratos s&o
transferidos em um processo de etapa unica, diretamente do citosol bacteriano para
seu alvo ou em um mecanismo de duas etapas, onde substratos sdo primeiro
transferidos para o periplasma, seguidos por uma segunda etapa de transferéncia
através da membrana externa, utilizando nanomaquinas especializadas (Rivera-
Calzada et al., 2021).

Vérios sistemas de secregdo podem coexistir no mesmo microrganismo e sua
presenca muitas vezes se correlaciona com patogenicidade, o que os torna
importantes candidatos para novas abordagens terapéuticas (Abby et al., 2016). Os
sistemas de secregao podem ser organizados como clusters de genes ou operons em
genomas ou plasmideos. A organizagado genética muitas vezes revela a origem
dessas nanomaquinas € como a natureza atribuiu novas fungbes para maquinarias
ancestrais. Como exemplos temos o sistema de secregéo tipo Il que constitui o nucleo
da maquinaria de motilidade flagelar e o sistema de secrecéo tipo VI que contém um
aparelho de injecgéo tipo fago (Erhardt, Namba, Hughes, 2010; Ho, Dong, Mekalanos,
2014).

O primeiro sistema de secrecao descrito foi o tipo VII (SST7), descoberto

durante o estudo do patdégeno Mycobacterium tuberculosis, principal agente causador
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da tuberculose (Paulson, 2013). A tuberculose € a doenca infecciosa que mais mata
pessoas ao longo da histéria e ainda € uma das principais dez causas de morte no
mundo (Rivera-Calzada et al., 2021). O primeiro substrato tipo VIl identificado foi o
alvo antigénico secretado de 6 kDa denominado ESAT-6 (EsxA). Esta pequena
proteina que nao apresenta uma sequéncia de sinal N-terminal classica, demonstrou
atuar como um antigeno imunodominante de células-T (Sorensen et al. 1995).

M. tuberculosis possui cinco sistemas de secrecdo ESX/Tipo VII paralogos
descritos até o momento (ESX, do inglés Early Secretory Antigen Target 6 System).
Trés desses sistemas, ESX-1, ESX-3 e ESX-5, medeiam a secregdo de conjuntos
especificos de proteinas efetoras que desempenham papéis definidos na tuberculose
(Groschel et al., 2016; Famelis et al., 2019). O sistema de secregcdo de ESX-3 é
expresso em resposta a condi¢cdes limitantes de ferro e tem sido implicado na
homeostase de metais, inibicdo da ativagdo de células T-helper (CD4+), maturagao
do fagossomo e reparo de danos fagossémicos induzidos pelo patéogeno (Siegrist et
al., 2009; Mehra et al., 2013; Tinaztepe et al., 2016). Os sistemas de secre¢cao ESX
apresentam um conjunto de cinco componentes conservados na membrana central
(EccB, EccC, EccD, EccE, MycP; Ecc, componente conservado esx) que medeiam a
secrecao da familia de fatores de viruléncia EsxA:EsxB, atuando como substratos
classicos do tipo VIl (Abdallah et al., 2006; van Winden et al., 2016; Gray et al., 2016).
Essa membrana é descrita como um polimero de trés unidades de monémeros, onde
cada dimero compreende uma copia de MycP e dois protdmeros, cada um com uma
copia de EccB, EccC, EccE e duas copias de EccD.

Estudos bioquimicos e estruturais nos sistemas de secrecdo de ESX-5
demonstraram que quatro desses componentes (EccB, EccC, EccD, EccE) se
agrupam em um poro de secrecao hexameérico estavel no envelope celular, enquanto
MycP, uma protease ancorada na membrana, ndo esta fortemente associada com o
nucleo estavel (Houben et al., 2016; Beckham et al., 2017). A proteina de acoplamento
EccC reconhece proteinas efetoras no citoplasma e energiza seu transporte
(Rosenberg et al., 2015).

O sistema de secregdo T7 nao é especifico para micobactérias patogénicas.
Eles também estdo presentes em micobactérias ndo patogénicas em outros géneros
bacterianos que possuem sistemas homoélogos como Rhodococcus, Corynebacterium
e Nocardia (Figura 2) (Ates, Houben, Bitter, 2015).
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Figura 2 — Organizacéo genética do sistema de secregéo tipo 7 (SST7) em diferentes

microrganismos
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Legenda: Loci genético do sistema de secrecdo tipo VIl em Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
demonstrando os clusters ESX-1 e ESX-4 em comparagao com o loci tipo VIl equivalente em
Streptomyces coelicolor, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Fonte: Bottai et al., 2017.

A organizagdo génica mais simples, em comparacdo com o loci ESX
micobacteriano, foi encontrada em clusters de genes que codificam sistemas de
secrecao tipo VIl em Firmicutes (SST7b). O locus Ess de S. aureus consiste em 11
genes associados ao sistema VII (Burts et al., 2005; Anderson et al., 2013), que
incluem os genes esxA, esxB e essC, responsaveis por codificar proteinas WXG-100
(as variantes de S. aureus EsxA e EsxB) e uma ATPase semelhante a FtsK/SpolllE
ancorada na membrana (EssC).

O locus Ess também contém genes que codificam as proteinas EssA, EssB e
EssD, necessarias para a secrec¢ao dos substratos Ess, bem como genes esaC/esxC
e esaD/esxD, que codificam pequenas proteinas que foram recentemente

identificadas como substratos Ess especificos de estafilococos (Burts et al. 2008;
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Anderson et al. 2011, 2013, Chen et al. 2012). Finalmente, esaB codifica um regulador
negativo da atividade de secrecao de Ess (Burts et al. 2008).

Varias observagdes indicam que Ess desempenha um papel importante na
viruléncia de S. aureus. Burts e colaboradores (2005) demonstraram que a secregéo
de EsxA e EsxB sao necessarios para a replicacao de S. aureus em érgéaos e tecidos
de camundongos infectados. Além disso, a atividade de secregcédo de Ess também foi
necessaria para o estabelecimento de abscessos estafilococicos, conferindo
capacidade de persistir e evadir a resposta imune do hospedeiro (Burts et al. 2005,
2008; Anderson et al. 2011). A inativagao da via Ess pela alteragdo de componentes-
chave da maquinaria de secrecédo de Ess (EssC), bem como a delegcdo de esxA e
esxB, promoveu uma reduc¢ao significativa na capacidade de S. aureus de estabelecer
abscessos renais ou hepaticos em modelo murino de disseminagdo hematogénica e
formacao de abscessos (Burts et al., 2008; Anderson et al., 2011).

Outros substratos de Ess, como a proteina EsaC, embora sejam dispensaveis
para o estabelecimento de infec¢gdes agudas, demonstraram ser necessarios para a
formacao de infecgao persistente em modelos animais (Burts et al. 2008). Além disso,
recentemente demonstrou-se que o sistema de secrecdo Ess foi necessario para
colonizagcdo nasal e viruléncia em modelo murino de pneumonia pulmonar por S.
aureus (Kneuper et al. 2014).

Apesar da variagao na sequéncia de EssC e repertorios efetores putativos entre
amostras e espécies bacterianas, anadlises gendmicas indicam que o loci SST7b
codifica componentes relativamente conservados (incluindo o terminal N de EssC),
bem como homodlogos da proteina EsxA WXG100 (Burts et al., 2005; Warne et al.,
2016; Spencer et al., 2021). Um ndamero crescente de publicagées tem mostrado um
papel para o SST7b e/ou EsxA na patogénese de varias bactérias Gram-positivas
(Garufi, Butler, Missiakas, 2008; Chatterjee et al., 2021). No entanto, o SST7b ainda
nao foi caracterizado no importante patégeno S. agalactiae.

No geral, sdo escassos os trabalhos que apontem a presencga desse sistema
de secrecdo, ou de homdlogos, no género Streptococcus. Até a presente data,
somente cinco trabalhos foram publicados e estdo disponiveis em plataformas de
pesquisa como o PubMed. Por ser comprovadamente importante e presente em
outras espécies bacterianas, incluindo recentemente outros Gram-positivos, torna-se

importante identificar e caracterizar a presenga desse sistema em S. agalactiae.
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Sepse e dispersao bacteriana em diferentes 6rgaos-alvo

O Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock define
sepse como uma disfungdo no 6rgdo que traz risco de morte causada pela resposta
desregulada do hospedeiro em decorréncia de uma infecgéo (Singer et al., 2016),
estando associada a >10% da mortalidade hospitalar. O choque séptico € definido
como uma sepse associada a anormalidades circulatorias, celulares e metabdlicas
(Frydrych et al., 2017).

Sepse € uma sindrome causada por infeccbes bacterianas e a resposta
inflamatodria sistémica, podendo levar a injuria tecidual, choque séptico e obito (Levy
et al.,, 2003). Nos EUA, cerca de 750.000 pessoas sdo admitidas em hospitais
apresentando sepse e dessas 200.000 vao a 6bito. Os gastos com essa doenga
também sado exorbitantes, cerca de 16,7 bilhdes de dolares s&o utilizados anualmente
(Angus et al., 2001; Wang et al., 2003; Coopersmith et al., 2012).

Considerando, nas ultimas décadas, a rapida expansao da expectativa de vida
associada a comorbidades, fragilidade fisiologica e senescéncia imune (Martin,
Mannino, Moss, 2006), estima-se que a mortalidade causada por sepse pode
aumentar exponencialmente (Kahn et al., 2015). Por mais que exista uma série de
tratamentos propostos para a sepse, ainda nao ha uma terapia aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA) que possibilite maior sobrevivéncia (Marshall, 2014).

Diversos estudos sugerem uma sinergia entre a idade dos pacientes, presenga
de comorbidades e uma injuria persistente que cria um status de disfuncéo imune,
imunossupressao, catabolismo e inflamacao (Boomer et al., 2011; Gentile et al., 2012;
Elliot et al., 2014). Pacientes com diabetes mellitus sao fisiologicamente mais frageis
e sao amplamente presentes nos pacientes que apresentam complicacdes pos-sepse
e, consequentemente elevada taxa de mortalidade (Frydrich et al., 2017).

O sistema cardiovascular € um dos sistemas mais importantes afetados pela
sepse (Zoubi et al., 2018). A maioria dos pacientes que apresentam sepse, e todos os
que tiveram choque séptico desenvolvem disfun¢des cardiovasculares (Merx, Weber,
2007), levando ao aumento da mortalidade (Blanco et al., 2008). A bacteremia
causada por S. agalactiae pode levar a deposigao de células bacterianas nas valvulas,

e uma posterior endocardite. Biofilmes de S. agalactiae na endocardite podem tomar
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grandes proporgdes, levando o paciente a um alto risco de embolizagdo (Amico,
Calvo, Corrao, 2017; Raabe and Shane, 2019).

Bactérias encapsuladas tém sido responsaveis pela maioria dos casos de
bacteremia e meningite (Thigpen et al., 2011; Martin et al., 2014). Dentre eles, S.
agalactiae é considerado o maior causador dessas doencas. Esses organismos
compartilham uma caracteristica em comum, serem circundados por uma capsula
polissacaridica que promove a evasao do sistema imune (Sadarangani, 2018).

A ativagdo de NF-kB desempenha um papel crucial na fisiopatologia de
pacientes com sepse (Kapoor et al., 2010; Khan et al., 2013; Coldewey et al., 2013) e
diabéticos com cardiopatias. Na sepse, a ativacdo de NF-kB é secundaria a ativagao
de TLR 2 e 4 pelos fragmentos da parede de bactérias Gram-negativas
(lipopolissacarideos) e Gram-positivas (peptideoglicanos, PepG) e ou citocinas proé-
inflamatorias como TNF-a e IL-1 (Zuckerman, Evans, Guthrie, 1991; Liu, Malik, 2006).
Zoubi e colaboradores (2018) demonstraram que a inibigdo da ativagao de NF-kB por
um inibidor de IkB quinase (IKK-16) atenuou a disfungao cardiaca causada pela sepse
em camundongos saudaveis (Coldewey et al., 2013) e com doencgas crénicas renais
(Chen et al., 2017).

A inflamagdo € um componente chave da resposta imune durante infecgdes
com todos os estreptococos patogénicos (LaRock, Nizet, 2015). Durante o
desenvolvimento da sepse, o recrutamento de células imunes, principalmente da
imunidade inata, é crucial para combater o patégeno. Neutrdéfilos sédo criticos para a
rapida erradicagdo de patdégenos bacterianos, mas também contribuem para o
desenvolvimento de faléncia multipla de érgdos e dano tecidual na sepse (Deitch,
1992; Craciun, Schuller, Remick, 2010). Em um modelo de sepse murino proposto
por Ness e colaboradores (2003), a reducédo do recrutamento de neutrdfilos para o
sitio de infecgdo aumentou a sobrevivéncia dos animais, contudo no trabalho
publicado por Mercer-Jones e colaboradores (1997) essa diminuicdo foi
extremamente prejudicial. Sendo assim, estudos mais profundos analisando o papel
desse tipo celular durante a sepse de cada micro-organismo deve ser estudada mais
profundamente, visando buscar respostas mais especificas.

Para desempenhar sua funcdo, os neutrofilos devem migrar da corrente
sanguinea para o local da infeccdo em resposta a fatores quimiotaticos, incluindo o
peptideo C5a, leucotrieno B4, e quimiocinas CXC, como CXCL8 (Luster, 1998).

Camundongos ndo possuem CXCL8, mas dois homodlogos funcionais ja foram
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descritos: CXCL1 (KC) e CXCL2 (MIP-2). KC é uma importante quimiocina capaz de
atrair neutrofilos ao sitio de infeccdo, e se liga ao receptor CXCR2 em camundongos
(Ritzman et al., 2010). Filippo e colaboradores (2008) demonstraram que os
macrofagos residentes dos tecidos sao a maior fonte produtora dessas quimiocinas,
responsaveis por atrair os neutrofilos.

A inflamagédo mediada pelo inflamassoma e pela citocina IL-1 s&o alguns dos
primeiros e mais importantes alarmes de infecgao. Essas vias sao responsivas aos
fatores de viruléncia que os patdégenos usam para subverter os processos
imunoldgicos e, portanto, sdo tipicamente ativadas apenas por patdogenos com
potencial para causar doengas graves, como a sepse (LaRock, Nizet, 2015). IL-18 &
uma citocina capaz de ativar mondcitos, macrofagos, neutréfilos e também induzir a
resposta de Th1 e Th17. Sua ativagao acontece a partir de proteases, em especial a
caspase-1, que é por sua vez ativada pelos inflamossomas (Netea et al., 2010).

Uma pesquisa recente realizada por Ali e colaboradores (2015) demonstrou
que o tratamento com o antagonista do receptor de IL-1 agrava a artrite séptica
estafilococica e a sepse em camundongos. Além disso, de acordo com o autor, a IL-
18 contribui para o recrutamento de macrofagos e eliminagdo de Streptococcus
pneumoniae em modelo de sepse. Contudo, de acordo com Zhang e colaboradores
(2014), o efeito de IL-1B pode ser antagonista, aumentando o risco de sepse para
alguns patégenos. Estudos mais aprofundados envolvendo a expressao dessa
citocina na infecgcao bacteriana generalizada precisam ser conduzidos para esclarecer
melhor questdes como essa.

O uso de diferentes modelos de infeccao é importante em S. agalactiae para
mimetizar as diferentes formas utilizadas pelo patégeno para causar diferentes
doencgas, atraveés da sua dispersado pela corrente sanguinea e desenvolvimento de
sepse (Andrade et al., 2018). Modelos experimentais de meningite bacteriana séo
usados para obter mais informacdes sobre os mecanismos pelos quais os leucécitos
sao atraidos para o sistema nervoso central, e quais os mecanismos de acédo dos
micro-organismos para ultrapassar a barreira hematoencefalica. Durante a meningite
bacteriana experimental murina, concentracbes aumentadas de KC e MIP-2 foram
encontradas em camundongos com meningite pneumocdcica ou meningocdcica
(Zwijnenburg et al., 2006).

A utilizacdo de modelos de infeccdo que estudem a capacidade de S.

agalactiae em aderir e invadir células do trato vaginal, além de ascender ao utero e
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ser capaz de ultrapassar a barreira placentaria sdo de extrema relevancia (Patras,
Doran, 2016). Duas citocinas tem um papel importante protetivo em infecgdes com
outros patégenos como Candida albicans, IL-17 e IL-23 (Wu et al., 2006; Pietrella et
al., 2011).

IL-17 é produzida em resposta a ativagao das células CD4 Th17 que conferem
protecdo contra infecgdes bacterianas e fungicas extracelulares, particularmente em
superficies de células epiteliais (Curtis, Way, 2009). A IL-23 é uma interleucina
heterodimera da familia das IL-12 (Yannam et al., 2012). E produzida pela ativacéo
das células dendriticas, macrofagos e mondcitos, sendo assim considerada uma
citocina ativada durante a atuacdo das células da imunidade inata (Oppman et al.,
2000; Lee et al., 2004; Tchatalbachev et al., 2010). A IL-23 também pode ser ativada
devido a presencga de IL-17, o que € importante na indugdo de outras citocinas,
recrutamento de neutrofilos e morte bacteriana.

O estudo do desenvolvimento da sepse causada por S. agalactiae, e suas
possiveis consequéncias envolvendo o surgimento de outras doengas € muito
importante, principalmente em grupos de pacientes imunocomprometidos. A
preocupacao eminente com a resisténcia aos antimicrobianos, a falta de uma vacina
que possa ser utilizada por esses pacientes e sua imunidade alterada em decorréncia
de comorbidades associadas € preocupante, e trabalhos que busquem auxiliar na

resolugcao desse problema sao de extrema relevancia.

Endocardite e doengas pulmonares

A endocardite bacteriana ou endocardite valvular € uma patologia produzida
por uma infecgdo microbiana na superficie endotelial valvular (Calvert, 1982; Pompeu,
2003). As valvulas anormais ou lesadas sdao as mais susceptiveis a infecgbes. O
acumulo de bactérias e coagulos sanguineos nas valvulas, denominadas vegetacgdes,
podem soltar-se e deslocar-se até 6rgaos vitais, que por sua vez podem obstruir o
fluxo sanguineo arterial (Barroso et al., 2005). Essas obstrugbes sédo graves e podem
levar o paciente a ter um acidente vascular cerebral, infarto do miocardio, infecgéo e
lesdo da area onde estiverem localizadas (Barroso et al., 2005). O lado esquerdo do

coragao € o mais afetado, sendo a valvula mitral mais atingida do que a aortica. A
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valvula tricuspide € ocasionalmente atingida, enquanto a pulmonar é atingida
raramente (Hawe, 1980).

Normalmente o endotélio valvular normal é resistente a colonizacéo bacteriana
(Durack, Beeson, Petersdorf, 1973). Para o desenvolvimento da endocardite é
necessaria a ocorréncia simultdnea de alguns eventos: alteragdo da superficie da
valvula cardiaca que produz um sitio adequado para aderéncia e colonizagao
bacteriana; bacteremia com organismo capaz de aderir e colonizar o tecido da valvula,
e a criagdo de uma massa infecciosa ou “vegetagao” a partir da proliferagcdo do
organismo com uma matriz (por exemplo a fibrina) e plaquetas (Holland et al., 2016).

A endocardite bacteriana é relativamente rara, porém pode ser fatal. A
incidéncia mundial nos ultimos anos aumentou de 1,5 para 11,6 casos a cada 100.000
pessoas. Mesmo com terapias avancadas, a taxa de mortalidade é de
aproximadamente 25% (Holland et al., 2016).

Cerca de 80% dos casos de endocardite sdo causados pelos géneros
Streptococcus e Staphylococcus (Holland et al., 2016). Hirai e colaboradores (2017)
descreveram um estudo de caso, onde a paciente apresentou endocardite bacteriana
causada por S. agalactiae (amostra do tipo capsular VI) e complicagdes subjacentes
como pericardites, abcessos intraventriculares e aneurisma. Entre os anos
1930 e 1940, a endocardite causada por S. agalactiae era predominantemente
associada a infecgbes agudas em mulheres gravidas ou pds-parto, primordialmente
envolvendo a valvula mitral (Lerner et al.,, 1977). A epidemiologia da endocardite
causada pelo S. agalactiae se desenvolveu com o tempo e casos descritos na década
de 1960 apontavam agora homens e mulheres gravidas sendo acometidos com essa
doencga em valvulas adrticas e tricuspide (Raabe & Shane, 2019).

Apesar de anormalidades nas valvulas cardiacas serem consideradas um fator
de risco para a endocardite causada por S. agalactiae, muitos casos vém sendo
descritos também em coragdes estruturalmente normais (Georgieva et al., 2010;
Ariyoshi, Miyamoto, Bolger, 2016). Segundo um levantamento dos casos clinicos entre
1984 e 2004, cerca de 41% dos pacientes com endocardite causada pelo S. agalactiae
foram a &bito (Georgieva et al., 2010). De acordo com Sambola e colaboradores
(2002) 11 a cada 30 adultos com endocardite causada por S. agalactiae possuem
menos de 65 anos. Varios deles apresentavam comorbidades adjacentes como
doencas cardiacas, doengas reumaticas e protese mecanica. Os sintomas

dessa doencga se apresentaram entre o primeiro e o trigésimo dia e os sinais clinicos
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mais comuns foram febre e faléncia cardiaca do lado esquerdo ou derrame. As
valvulas mitral e adrtica foram as mais envolvidas (Sambola et al., 2002; Rajagopalan,
2005).

A endocardite causada por S. agalactiae € uma doenga agressiva com taxas
significantes de complica¢des locais e sistémicas (Abdelghany, Schenfeld, 2014).
Essas complicagbes podem incluir embolia, falha do coragdo e significante
mortalidade (Abdelghany, Schenfeld, 2014). O tratamento da endocardite causada por
S. agalactiae é desafiador. Esse microrganismo € geralmente susceptivel a
antibidticos beta lactamicos, contudo a concentragdo minima inibitéria (MIC) em casos
de endocardite tende a aumentar em relagao as outras espécies de Streptococcus
(Bayer et al., 1976). Esses pacientes sao usualmente tratados com antibiéticos beta-
lactdmicos combinados com gentamicina. O tratamento cirdrgico pode ser
considerado, especialmente em pacientes que apresentam embolia, falha do coracéo
ou falha nos tratamentos (Rollan et al., 2003).

Sao poucos os estudos que correlacionam a maior prevaléncia de endocardite
em pacientes diabéticos. Moreno e colaboradores (2002) demonstraram que niveis
elevados de glicose no sangue sdo comumente encontrados em pacientes com
endocardite. Pacientes com diabetes mellitus e bacteremia causada por estafilococos
foram mais susceptiveis a desenvolver endocardite do que os pacientes nao-
diabéticos (Cooper, Platt, 1982).

Diabetes e inflamagao

Diabetes € um grupo de doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia
resultante de defasagem na secre¢ao de insulina, problemas na ag¢ao da insulina ou
ambos. A hiperglicemia crénica esta associada com danos a longo-prazo, disfuncéo e
falha de diferentes 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracdo e vasos
sanguineos. Uma série de processos patogénicos estdo associados ao
desenvolvimento da diabetes. Podem ir desde a destruicdo autoimune das células B-
pancreaticas que levam a deficiéncia na insulina até a anormalidades que resultam na

resisténcia a acao da insulina (American Diabetes Association, 2011).
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A diabetes mellitus é uma doenga comum e devastadora, frequentemente
encontrada em pacientes criticos (Frydrich et al., 2017). A incidéncia mundial e
prevaléncia da diabetes em locais como nos Estados Unidos duplicou de 11,9 milhdes
de pessoas nos anos 2000 para 21,9 milhdes de pessoas em 2014 (CDC, 2016). Em
2014, a estimativa era de 422 milhdes de adultos no mundo com diabetes mellitus,
comparados a 108 milhées em 1980. O maior crescimento na prevaléncia da diabetes
tem sido em paises em desenvolvimento (CDC, 2016).

Infecgbes por S. agalactiae sdao comumente associadas com doengas
adjacentes, principalmente diabetes mellitus e pessoas imunocomprometidas (Huang
et al., 2006). A diabetes mellitus é a comorbidade mais comum, tipicamente presente
em 20%-25% dos adultos n&o-gravidos colonizados por S. agalactiae (Frydrich et al.,
2017). Navarro-Torné e colaboradores em 2021 demonstraram que a diabetes foi a
comorbidade mais presente em relatados de doencgas invasivas causadas por S.
agalactiae. Em Atlanta, mais de 40% dos jovens e adultos (18-64 anos) com infec¢des
invasivas por S. agalactiae possuiam diabetes (Farley, 2001). Outras condigbes
incluindo obesidade, cirrose, histérico de derrame, cancer de mama, ulcera de
decubito e bexiga neurogénica também tem sido associadas com o risco aumentado
de infecgdes invasivas pelo S. agalactiae (Jackson et al., 1995).

Pacientes com diabetes apresentam um maior risco de desenvolvimento de
sepse, além do aumento da morbidade e mortalidade (Tiwari et al., 2011). A
combinagao da maior incidéncia, prevaléncia e aumento da expectativa de vida dos
individuos com diabetes, combinados ao maior risco de infecgcdes esta resultando
numa expansao rapida da populacdo apresentando sepse e consumindo mais
recursos médicos (Frydrich et al., 2017).

A diabetes esta associada com o aumento da susceptibilidade as infec¢des
bacterianas invasivas (Kenzel et al., 2012). A insulina por sua vez tem sido atribuida
as propriedades regulatorias da resposta antimicrobiana e inflamatdria nas infecgdes
(Martins et al., 2009; Martins et al., 2010). Pacientes resistentes a insulina apresentam
polimorfonucleares (PML) com fungbes alteradas, modificando a resposta de defesa
do hospedeiro as infecgdes bacterianas (Kenzel et al., 2012). Alteragdes das vias de
sinalizacao e a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos fagocitos estao
envolvidas no desenvolvimento de complicacdes da diabetes (Ferreira et al., 2015).
Dentre as ROS produzidas pelas células fagociticas, destaca-se o superoxido

produzido no momento em que microrganismos sao fagocitados pela célula. O
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superéxido atua como precursor do peréxido de hidrogénio que, por ndo possuir
carga, consegue permear a membrana livremente (Halliwell, 1990). Uma vez no
citoplasma bacteriano, o superoxido de hidrogénio pode gerar radicais hidroxil que
causam danos celulares (Halliwell, 1990). Sabe-se que S. agalactiae é capaz de
sobreviver por longos periodos dentro de fagoécitos, contribuindo para o progresso de
doencas causadas por este patdgeno (Teixeira et al., 2001; Thwaites, 2011). Contudo,
o papel das ROS durante a infec¢ao por S. agalactiae permanece pouco conhecido.

Adultos com diabetes mellitus podem desenvolver multiplas anormalidades em
relacéo a fungao dos fagocitos, além de alteragdes na aderéncia dos leucécitos e na
quimiotaxia. O sistema antioxidante envolvido na atividade bactericida das células
imune também pode ser afetado (Joshi et al., 1999; Rajagopalan, 2005). A ativacao
persistente de um pequeno numero de neutréfilos em associagao com a hiperglicemia
ou a presencga dos produtos finais da glicosilagdo podem modificar a resposta dos
neutréfilos (Delamaire et al., 1997; Rajagopalan, 2005). Além disso, a diabetes esta
sendo associada com uma reducao na resposta das células T e com desordens na
imunidade humoral (Geerlings, Hoepelman, 1999; Casqueiro, Casqueiro, Alves,
2012). Consequentemente, a diabetes mellitus aumenta a susceptibilidade as
infeccbes e complicagbes como hipoglicemia e cetoacidose.

A diabetes também pode predispor os pacientes aos danos musculares.
Modificagdes microangiopatogénicas e aterosclerose estdo associados com
microinfartos (Nielsen et al., 2017). A subsequente diminuicdo do fornecimento
sanguineo e hipdxia local pode aumentar o risco de infecgdes e formagédo de
abcessos. Membranas densamente espessadas nos capilares ja foram notadas em
diabéticos e sao capazes de inibir a migragao de neutrofilos (Panikkath et al., 2016).

Modelos animais diabéticos sdo capazes de demonstrar evidéncias de que a
hiperglicemia esta associada com o aumento de mortalidade entre os diabéticos, em
experimentos de sepse (Koga et al., 2017). Estudos com modelos animais
demonstraram que a maneira ideal para a inducédo a diabetes mellitus € utilizando a
droga estreptozotocina. Essa droga é isolada de Streptomyces achromogenes var.
streptozoticus e possui propriedades citotéxicas que causam danos irreversiveis as
células beta-pancreaticas (Edwards, Fuselier, 1983).

Ainda sao escassos os estudos que correlacionam a diabetes com infecgbes
bacterianas por S. agalactiae e, posterior desenvolvimento da sepse. Apesar disso,

grande parte dos adultos ndo gravidos que apresentam sepse sao diabéticos. O
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aumento da proporcao da inflamacado sem resolucédo, com altos niveis de producao
de oxidantes e citocinas pro-inflamatorias parece estar relacionado com essa maior
susceptibilidade as infecgbes. Dessa forma, sdo necessarias investigagdes mais
aprofundadas sobre a resposta imune dos pacientes diabéticos a partir de modelos in
vivo e in vitro em condi¢gdes de cultivo estatico com o intuito de contribuir para a
diminuicdo da mortalidade a partir de infecgdes por S. agalactiae e doengas como a

sepse, endocardite, pneumonia € meningite.
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1 OBJETIVOS

Nos ultimos anos houve um aumento consideravel e preocupante de infec¢des
por S. agalactiae em adultos e idosos, principalmente portadores de doengas cronicas
como diabetes mellitus. De acordo com levantamentos bibliograficos, pacientes
diabéticos desenvolvem outras doegas como sepse, pneumonia, endocardite e
meningite em resposta a infecgdo por S. agalactiae. Buscamos compreender, nesse
trabalho, se 0 aumento de citocinas pro-inflamatatorias e expressao de espécies
reativas de oxigénio, em decorréncia da infec¢ao por S. agalactiae, pode sinalizar um
agravamento na condicdo inflamatdria desses pacientes, e em contrapartida
potencializar a capacidade do patdogeno em evadir o sistema imune. Além disso,
hipotetizamos se a presenca de fatores de viruléncia e sistemas de secre¢ao proteica
tornam S. agalactiae mais apto a sobreviver em condi¢des hiperglicémicas, e causar,
a partir de diferentes mecanismos, doencas graves e que podem levar diabéticos a

Obito.

Objetivos Especificos:

a) Verificar se a adicdo da glicose é capaz de alterar a formagao de biofilme das
amostras de S. agalactiae;

b) Analisar se as amostras de S. agalactiae alteram o pH dos diferentes meios de
cultura;

c) Avaliar a capacidade de disseminagéao e persisténcia bacteriana em diferentes
orgaos-alvo (cérebro, pulméao, figado, coragdo) e sangue a partir de vias de
infecgao distintas, em animais diabéticos e ndo-diabéticos das linhagens CD-1
e C57Bl/6;

d) Avaliar a capacidade de S. agalactiae em persistir por diferentes periodos de
tempo em animais diabéticos e ndo diabéticos;

e) Verificar a importancia do gene essC, pertencente ao operon do SST7, para a
ascencgao de S. agalactiae nos 6rgaos do trato vaginal e na ultrapassagem da

barreira hematoencefalica;
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Verificar se S. agalactiae é capaz de se manter viavel em macréfagos
bronqueoalveolares obtidos de animais diabéticos e ndo-diabéticos;

Analisar a producéao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, KC, IL-17, IL-23) em
diferentes 6rgaos-alvo dos animais diabéticos ou ndo diabéticos infectados por
via vaginal e caudal;

Quantificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos
obtidos de lavado brénquico de animais diabéticos infectados e animais
controles;

Caracterizar o perfil de células imunes utilizando marcadores para macréfagos,
neutroéfilos, células dendriticas e células T no coragdo e pulmao dos animais
diabéticos ou ndo infectados com amostras de S. agalactiae;

Identificar indicios histopatoldgicos de endocardite bacteriana e meningite.
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2 METODOLOGIA

2.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas as amostras de S. agalactiae GBS90356, COH1, NCTC 10/84
e DO1 provenientes da colegdo de cultura do Laboratério de Biologia Molecular e
Fisiologia de Estreptococos (LBMFE/UERJ) e as amostras NCTC 10/84AessC, CJBIII
e CJBIllAessC provenientes do Doran Lab — Universidade do Colorado - Anschutz
Medical Campus/EUA. A identificagao e tipagem por PCR dos microorganismos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Poyart e colaboradores (2007).
Os tipos capsulares e origem das amostras estdo demonstrados na tabela a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1 — Lista das amostras de S. agalactiae utilizadas e suas respectivas

informagdes epidemioldgicas

Amostra Tipo Capsular Origem
GBS90356 [l Isolada de liquor de paciente

recém-nascido levado a obito

por meningite
COH1 1] Isolado clinico obtido de

paciente recém-nascido com

sepse no Children’s
Orthopedic Hospital (EUA)

D01 [l Isolada de paciente diabética

com infecgao urinaria

NCTC 10/84 \Y Isolado clinico humano

CJBlli \% Isolado clinico de sepse
neonatal

NCTC 10/84AessC \% Mutagdo no gene essC,

presente na maquinaria do
sistema de secrecgéo tipo 7

em bactérias Gram-positivas

CJBIlllAessC V Mutagdo no gene essC,
presente na maquinaria do
sistema de secrecgéo tipo 7

em bactérias Gram-positivas
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A cultura bacteriana foi armazenada a -80°C em aliquotas de meio liquido Brain
Heart Infusion (BHI; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) contendo
20% de glicerol. As amostras foram crescidas em placas de agar sangue contendo
5% de hemacias de carneiro (Plast Labor LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para
realizacdo das interagbes in vivo por via intranasal, as culturas bacterianas foram
padronizadas para uma densidade o6tica de 0,2 unidades de densidade ¢6tica (UDO)
em A= 540nm (~1x10° unidades formadoras de coldnia por mililitro [UFC/mL]) e 0,4

UDO em A= 540nm (~1x107 UFC/mL) para os demais experimentos.

2.2 Comité de ética

Os estudos realizados com animais estiveram de acordo com a aprovagao do
Comité de Etica para o cuidado e uso de animais experimentais do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (CEUA — IBRAG), registrado pelo numero 47/2016.

Os experimentos realizados durante o periodo sanduiche no laboratério da
Profa. Kelly Doran foram realizados em acordo com o Institutional Animal Care and
Use Committee (IACUC) pertencente a Universidade do Colorado Anschutz Medical

Campus, sob o numero de protocolo #00316.

2.3 Identificagao do tipo capsular e deteccao dos genes da sequéncia tipo
17 da amostra D01

As amostras GBS90356, COH1, NCTC 10/84 e CJBIIl foram previamente
caracterizadas (Tettelin et al., 2005; Hooven et al., 2014; Lannes-Costa et al., 2020;
Spencer et al., 2021) e dessa forma ja tinhamos o conhecimento dos genes de fatores
de viruléncia do nosso interesse e do tipo capsular de cada amostra. A tipagem
capsular da amostra de S. agalactiae D01 foi realizada através da técnica de PCR
multiplex. O DNA bacteriano foi extraido através de lise térmica e 20uL do seu
sobrenadante foram utilizados nas reag¢des de amplificagdo. Foram utilizados primers

especificos para os tipos capsulares la, Ib, II, I, IV, V, VI, VII, VIl e IX, baseados na
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temperatura de anelamento e capacidade de gerar tamanhos de amplicons
distinguiveis, medidos em pares de base (Poyart et al., 2007, Lannes-Costa et al.,
2020).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% em TBE 1x (Tris 89mM, EDTA 2mM e acido borico 89mM), corados com SYBR
Green e visualizados como bandas brancas sobre um fundo negro por transiluminagao
UV. O Plus DNA (Invitrogen; 1ug/uL) foi utilizado como padrao de tamanho molecular.
Um controle negativo que consistiu na mesma mistura de reagdo, mas com agua
bidestilada em vez de DNA, foi incluido em cada ensaio. A corrida dos géis foi
realizada em aparelho de eletroforese Biorad- Power Pac Basic. O sistema foi
montado em cuba horizontal e colocado sob a voltagem de 100V por 70min a
temperatura ambiente.

A amostra D01 foi submetida a verificagdo do gene de viruléncia hvga por PCR
para confirmacgéao da ST-17. No termociclador (VERITI 96 WELL THERMAL CYCLER,
AppliedBio), 25uL de reacéo final (200uM cada dNTP, 5u/uL de GoTaq polimerase,
tampao GoTaq 5x e 50ng DNA) foram utilizados, seguindo os padrbes utilizados
anteriormente na tipagem. As temperaturas e tempos utilizados para desnaturagao,
anelamento e amplificacdo foram: 96°C por 1min, 45°C por 1min e 72°C por 45s, por
35 ciclos. Um total de 20uL de cada produto de PCR foi separado por eletroforese

num gel de agarose para confirmar a amplificagdo bem sucedida.

2.4 Ensaios de biofilme

Para os experimentos de producgao de biofilme foram selecionadas as amostras
COH1, GBS90356 e D01, disponiveis no LBMFE/UERJ.

Suspensodes bacterianas (108 UFC/mL) em meio Tryptic Soy Broth (TSB) e
Brain Heart Infusion (BHI) foram distribuidas em microplacas de poliestireno com 96
pocos (200uL/pogo) (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) e incubadas por 24h a
37°C. As placas foram divididas em quatro condicdes distintas: meio BHI, meio BHI
acrescido com 1% de glicose, meio TSB e meio TSB acrescido com 1% de glicose.
Apos 24h, o sobrenadante foi retirado para verificar possiveis alteragcdes de pH do

meio utilizando fitas indicadoras de pH (MQuant, Supelco, Sigma-Aldrich). O biofilme
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foi fixado com metanol 99%, corado com cristal violeta a 0,2% e solubilizado com acido
acético a 15%. A quantificacdo foi realizada em leitor de microplacas a A=595nm
(Thermo Scientific Multiskan Spectrum). O biofilme foi classificado em: ndo produtor
de biofilme: DO4g2 < DOc (valor de corte da DO); fraco produtor de biofilme: DOa4g2 <
0,2 = DOc; moderado produtor de biofilme: 0,2 < DOu4g2 < 0,4; forte produtor de biofilme:
DOa492> 0,4 (Swedan et al., 2019).

2.5 Animais

Nos experimentos realizados no LBMFE/UERJ foram utilizados 100 animais,
entre machos e fémeas, pertencentes a linhagem CD-1 IGS (Charles River
Laboratories, USA). Os animais foram cedidos pelo Dr. Alexandre Dias do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Departamento de Imunologia,
Laboratério de Vacinas Bacterianas (LVB) — Fundagao Oswaldo Cruz/RJ, com peso
variando entre 30-40 gramas. Durante os experimentos realizados no exterior foram
utilizados cerca de 200 animais, entre machos e fémeas, pertencentes a duas
linhagens distintas: CD-1 IGS e C57BI/6 (The Jackson Laboratory, EUA).

Os animais CD-1 sao classificados como animais outbred. Esse grupo de
animais é derivado de colbnias heterogénicas, ndo consanguineas, exocriadas ou
exogamicas, provenientes de cruzamentos ao acaso ou aleatoriamente e, por este
motivo, seus descendentes apresentam constituicdo genética variada (CEDEME,
2022). Os animais C57BI/6, também conhecidos como B6, sdo camundongos inbred.
Sao linhagens isogénicas, consanguineas, endocriadas ou endogamicas, obtidas a
partir de cruzamentos entre irmaos por pelo menos 20 geragdes consecutivas a partir
de casais monogamicos permanentes, denominados de fundadores ou casais de
fundacdo. Esta estrutura de cruzamentos resulta em individuos geneticamente
idénticos com grau de consanguinidade ou endogamia de 98,6% (CEDEME, 2022).

Todos os animais foram submetidos a dieta padrao, possuindo acesso livre a
agua e ragao. Os dados de consumo e massa corporal foram aferidos a partir de uma
escala realizada a cada quatro dias e, posteriormente analisados estatisticamente

utilizando o one-way ANOVA e o pds teste Newman-Keuls no GraphPad Prisma 5.
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2.6 Grupos de estudo

2.6.1 Grupos de estudo para a realizacdo dos experimentos em modelo murino de

diabetes induzida

Para a realizacdo do estudo os camundongos foram divididos em quatro
grupos:

Grupo 1 — Nao-diabético nao-infectado (NDNI): 15 animais (7 machos e 8
fémeas), que nao foram submetidos a indugado da diabetes por estreptozocina ou a
infeccéo por S. agalactiae;

Grupo 2 — Diabético ndo-infectado (DNI): 15 animais (7 machos e 8 fémeas)
submetidos a indugcdo da diabetes por estreptozocina e livres de infecgdo por S.
agalactiae;

Grupo 3 — Nao-diabético infectado com a amostra GBS90356 ou COH1 (NDI):
76 animais (38 machos e 38 fémeas) que nao foram submetidos a inducao da diabetes
por estreptozotocina e nem infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356
ou COH1.

Grupo 4 — Diabético infectado com a amostra GBS90356 ou COH1 (DI): 76
animais (38 machos e 38 fémeas) submetidos a indugdo da diabetes por

estreptozotocina e infectados com a amostra de S. agalactiae GBS90356 ou COH1.

Foram dois os tempos de infecgdo: cinco dias e cinco semanas. Os
experimentos no periodo de cinco dias, realizados no EUA, enquanto os experimentos
de cinco semanas foram realizados no Brasil. Por limitagdo de tempo no periodo de
doutorado sanduiche, parte dos experimentos descritos nos préximos tépicos foram
realizados apenas no modelo de infec¢ao de cinco dias.

Os animais resistentes a droga nao foram utilizados no estudo, assim como os

animais que morreram em decorréncia da diabetes.
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2.6.2 Grupos de estudo para a realizacdo dos experimentos visando a caracterizacdo

do SST7 em S. agalactiae

Para a realizag&o dos ensaios de infecgdo em modelo vaginal os camundongos

foram divididos em dois grupos:

Grupo 1: Camundongos CD1 submetidos a coinfecgao com as amostras NCTC
10/84 e NCTC 10/84AessC: 20 camundongos fémeas submetidos a infecgéo vaginal
com uma suspensao contendo as duas amostras NCTC 10/84 WT e NCTC
10/84AessC;

Grupo 2: Camundongos C57BI/6 submetidos a coinfecgdo com as amostras
CJB lll e CJBIllAessC: 20 camundongos fémeas submetidos a infecgdo vaginal com

uma suspensao contendo as duas amostras CJB Il WT e CJBIIlAessC.

Para a realizagao dos ensaios de infeccao em modelo caudal os camundongos

foram divididos em dois outros grupos:

Grupo 1: Camundongos CD-1 infectados com a amostra CJB Ill: 20
camundongos machos submetidos a infecgdo caudal com uma suspensao contendo
a amostra de S. agalactiae CJB llI;

Grupo 2: Camundongos CD-1 infectados com a amostra CJB IllAessC: 20
camundongos machos submetidos a infecgdo caudal com uma suspenséo contendo

a amostra de S. agalactiae CJB lllAessC.

2.7 Indugao da diabetes mellitus

A indugao da diabetes nos camundongos da linhagem CD-1 IGS foi realizada
utilizando 180mg/kg da droga estreptozotocina (Sigma-Aldrich) diluida em tampao
citrato por via intraperitoneal (SILVA et al., 2010). A afericdo de peso de todos os
animais foi feita 2h antes da indugéo. Os animais controle foram tratados com tampao
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citrato puro. Apos a indugao, os animais receberam durante um dia agua com adigao

de agucar, além da ragao ja utilizada, com o intuito de evitar hipoglicemia.

2.8 Aferigao da glicemia

A glicemia foi aferida 2h antes da indu¢ao da diabetes com a estreptozotocina
e 48h apds a inducdo da diabetes com o auxilio de um monitor de glicemia AccuCheck
Active e fitas glicémicas. Os animais foram previamente pesados e marcados com
uma caneta permanente para identificacdo. Para a dosagem glicémica, os animais
foram momentaneamente imobilizados e submetidos a um pequeno corte na ponta da
cauda, e o sangue foi retirado e colocado nas fitas glicémicas para leitura pelo
aparelho. Foi considerado diabético o animal com a glicemia acima de 200mg/dL,
seguindo o parametro de Kasap e colaboradores (2017). A confirmacgao da glicemia
foi realizada novamente ao final dos experimentos.

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad

Prism 5, teste one-way ANOVA e pds teste Newman-Keuls.

2.9 Modelo de infecgao intranasal com a amostra de S. agalactiae GBS90356

Para a realizacado da infecgao intranasal, os camundongos foram inicialmente
tratados com uma combinagao anestésica (0,17mL xylazina, 2,83mL solucao salina,
0,33mL ketamina) por via intraperitoneal. Cada animal recebeu entre 0,10mL e
0,15mL do anestésico. Posteriormente, os animais foram infectados com 30uL da
suspensdo bacteriana crescida em meio BHI (0,2 UDO; ~ 1x10” UFC/mL) por via
intranasal, como demonstra a Figura 3. Os grupos infectados foram mantidos em
caixas separadas, cerca de 3 a 4 animais por caixa, até o momento da eutanasia. O

periodo de infecc¢ao utilizado foi de cinco semanas (infec¢ao cronica).
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Figura 3 — Modelo de infecgdo murina intranasal com amostra de S. agalactiae

Camundongos Swiss

/' Dias

-3 0 5 ou 35
[ -
Administracio Infeccio Euta_ngsiai
STZ- 1P Intranasal Homogeinizacdo de
(180mg/kg) 1,0x107 drgdos para
contagem de CFU; ¢ .
Histologia; v

Obtengdo do LBA;
Ensaios de invasdo
de M pulmonares

Legenda: Infecgao murina realizada via intranasal em camundongos CD1 com cerca de 6 a 8 semanas,

utilizando a amostra de S. agalactiae GBS90356.

A partir desse modelo foram realizadas analises histolégicas cardiacas,
contagem de UFC/mL nos diferentes o6rgaos-alvo, obtengcdo do lavado
bronqueoalveolar para obtengao de macrofagos pulmonares e dosagem de espécies

reativas de oxigénio.

2.10 Modelo de infecgao intraperitoneal (IP) com as amostras de S. agalactiae
GBS90356 e COH1

Nos experimentos em que utilizamos o modelo de infecgao intraperitoneal, a
suspensdo bacteriana crescida em meio BHI (0,4 UDO; ~ 1x10’UFC/mL) foi
administrada diretamente via inje¢ao IP com agulhas de insulina (12,7mm, BD Ultra
Fine), num volume de 100uL, como demonstrado na Figura 4. Os animais controle
foram tratados com tampao PBS puro. Os grupos foram mantidos em caixas
separadas até o momento da eutanasia, e os animais que foram infectados com a
amostra GBS90356 nao tiveram contato com os animais infectados com a amostra

COH1. Para esse modelo foi utilizado apenas o tempo de cinco dias (infecgdo aguda).
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Figura 4 - Modelo de infecgao murina intraperitoneal com amostras de S. agalactiae
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Legenda: Infeccdo murina realizada via intraperitoneal em camundongos CD1 com cerca de 6 a 8
semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae GBS90356 e COH1.

Utilizamos esse modelo para realizar analises histolégicas cardiacas,
contagem de UFC/mL nos diferentes 6rgdos-alvo, obtencdo do lavado
bronqueoalveolar, ensaios de ELISA para quantificagdo dos niveis de citocinas proé-
inflamatodrias, extracdo de RNA para qPCR e citometria de fluxo para identificar

marcadores de células imunes.

2.11 Modelo de infecgao vaginal com as amostras de S. agalactiae NCTC 10/84,
NCTC 10/84AessC, CJBIll e CJBIllAessC

Para a realizagdo dos experimentos em modelo vaginal de infeccao foram
utilizadas apenas camundongos fémeas, das duas linhagens distintas CD1 e C57BI/6.
As amostras NCTC 10/84, NCTC 10/84AessC, CJBIIl e CJBIlIAessC foram crescidas
em meio THB (Todd Hewitt broth) e preparadas para inoculagdo (0,4 UDO, ~ 2x108
UFC/mL). No dia anterior a infecgéo, os animais foram tratados com B-estradiol diluido
em Oleo sesame (0,5mg em 500pL) via IP (100uL por animal) visando regular o ciclo
das fémeas. A administragao foi realizada com o auxilio de uma ponteira de 20uL,
onde 10uL da suspensdo bacteriana foi inserida no trato vaginal do animal. A
inoculagao dos animais foi feita em modelo de competicdo. Nos animais CD1 foram
inseridas concomitantemente as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC; e nos
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animais C57BI/6 foram inoculadas as amostras CJBIIl e CJBIlIAessC. O modelo de
infeccéo esta representado na Figura 5.

Inicialmente a cada dois dias apds a inoculagao, swabs estéreis de algodéo
embebidos em tampao PBS foram introduzidos na regido vaginal de cada animal.
Apos esse procedimento, os swabs foram inseridos em tubos eppendorfs contendo
10uL de PBS. Os mesmos foram homogeneizados, diluidos e plaqueados em meio
THA (Todd Hewitt agar) para contagem de UFC/mL vaginal. Esse monitoramento foi
realizado para verificar por quantos dias as amostras de S. agalactiae sao capazes de
se manter viaveis no trato vaginal, e qual amostra (WT ou mutante) persistia por
maiores periodos de tempo. Apds algumas semanas, o periodo de coleta foi
aumentado, chegando a ser realizado apenas 1 vez por semana.

Os grupos foram mantidos em caixas separadas até o momento da eutanasia.
Para esse modelo, o tempo para eutanasia nao foi pré-estabelecido. De acordo com
a contagem de UFC/mL obtida dos swabs, cada experimento apresentou um tempo
de encerramento distinto. O critério para decisao foi ter metade do grupo de animais
sem nenhum crescimento bacteriano. Por exemplo, em um grupo de dez animais,

cinco nao deveriam mais apresentar UFC/mL apds a coleta.

Figura 5 - Modelo de infecgdo murina vaginal com amostras de S. agalactiae

Camundongos COL ou

C57BI/E com & semanas (9) Dias
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1x107 UFC/mL, Swab do lumen vaginal pars swabs; 4 R E
contzgem de UFC Contzgem de UFC :
do trato vaginal;
ELISA

Legenda: Infeccao murina realizada via vaginal em camundongos fémeas CD1 ou C57BI/6 com cerca
de 6 semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae CJB lll, CJB lll1AessC, NCTC 10/84 e
NCTC 10/84AessC.

O modelo vaginal é importante para compreender melhor a capacidade de

ascensao de S. agalactiae no trato vaginal. Para visualizar a ascensao bacteriana,
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vagina, colo do utero e utero foram macerados para contagem de UFC/mL e

quantificacéo de citocinas pré-inflamatérias.

2.12 Modelo de infec¢ao caudal com as amostras de S. agalactiae CJBIIl e
CJBlllAessC

Para a realizagdo dos experimentos visando induzir meningite nos
camundongos, foi utilizada a via de infecgao caudal. Camundongos CD1 machos, com
cerca de 8 semanas foram imobilizados utilizando um retentor de camundongos
(Sigma-Aldrich), onde a cauda do animal foi exposta numa superficie aquecida para
dilatagdo do vaso sanguineo. Com auxilio de uma seringa, a suspensao bacteriana
das amostras CJBIIl e CJBIllAessC (0,4 UDO; ~ 1x108 UFC/mL) foram introduzidas
em cada animal de seu respectivo grupo, como observamos na Figura 6.

Por ser uma via direta e com doses capazes de causar lesdo mais rapida, os
camundongos foram acompanhados durante todo o periodo. Durante as 72h de
infeccdo, os animais foram monitorados para verificar o6bito e sinais de
desenvolvimento de meningite, tais como hemorragia ocular e cegueira, perda de
coordenacao motora, pelos arrepiados e confusdo mental. Os animais que
apresentaram esses sinais foram eutanasiados de acordo com o protocolo de saude
e bem estar animal. Uma curva de sobrevivéncia foi elaborada e os animais que
sobreviveram por 72h foram eutanasiados para experimentos posteriores. Os animais
controle foram tratados com tamp&o PBS puro. Os grupos foram mantidos em caixas

separadas até o momento da eutanasia.

Figura 6 - Modelo de infeccdo murina caudal com amostras de S. agalactiae
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Legenda: Infecgdo murina realizada via vaginal caudal em camundongos machos CD1 com cerca de 8
semanas, utilizando as amostras de S. agalactiae NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC.
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No modelo caudal temos, em rapida velocidade, a presenga do S. agalactiae
na corrente sanguinea e a ultrapassagem da barreira hemato-encefalica, causando
meningite nos animais em cerca de 24h. Nesse modelo utilizamos os 6érgaos-alvo
para homogeneizacado e contagem de UFC/mL, histologia do cérebro para avaliar a

meninge e dosagem de citocinas pro-inflamatorias.

2.13 Eutanasia dos animais

2.13.1 Eutanasia dos animais submetidos ao modelo de infeccdo intranasal

Apos o tempo de infecgado de cinco semanas, os animais foram novamente
anestesiados, imobilizados e cerca de 200 yL de sangue foram retirados de cada
animal com o auxilio de pipetas Pasteur de vidro.

Os animais foram eutanasiados utilizando altas doses de anestésico (ketamina
e xylazina), de acordo com as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA
(BRASIL, 2013). Os animais foram necropsiados para a retirada dos 6rgaos alvo:
coragao, bacgo, figado, cérebro e pulmao. Os 6rgaos reservados para analises
histolégicas foram mantidos a 4°C em tubos cbénicos (50mL) contendo
paraformaldeido 4%. Os demais 6rgaos foram pesados e colocados separadamente
em tubos de plastico contendo solucdo PBS e macerados com o auxilio do
equipamento Beadbeater (Biospec Products). Foi realizada uma diluicdo seriada em
placas de 96 pocos contendo 225uL de PBS e 25l do tecido homogeneizado que foi
depositado em diferentes diluicdes em placas de meio agar acrescido 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. As placas foram mantidas em estufa de crescimento por 24h
para realizagao da contagem bacteriana em UFC/mL.

As placas de agar contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro foram
retiradas da estufa para contagem bacteriana (UFC/mL), de forma que s6 foram
realizadas as contagens das placas na diluigdo contendo até no maximo 250 coldnias.
As placas com um numero de colbnias superior a 250 foram descartadas para evitar
erros de contagens, conforme recomendacéo do CDC - Centers for Disease Control

and Prevention (2016). Foram contadas as colbénias caracteristicas de S. agalactiae
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com aspectos descritos pela Anvisa (2008): colbnias lisas, pequenas, brilhantes,
cbncavas e em meio acrescido com 5% de sangue desfibrinado de carneiro, as
coldnias séo circundadas por um halo de B- hemdlise. As placas que apresentaram
contaminagao por outro microrganismo foram descartadas. Os grupos sem indculo

foram igualmente plaqueados para verificar uma possivel contaminagao.

2.13.2 Eutanasia dos animais submetidos ao modelo de infeccdo intraperitoneal,

vaginal e caudal

No modelo de infecgao intraperitoneal, os animais foram mantidos infectados
por cinco dias. Como mencionado anteriormente, o modelo vaginal apresentou
tempos distintos para eutanasia e o modelo caudal teve o tempo maximo de 72h, e
apods esse periodo os animais foram eutanasiados em camaras de CO2, de acordo
com os protocolos indicados pela universidade no Colorado/EUA. Essa metodologia
foi aplicada a todos os modelos de infecgao realizados durante o periodo de doutorado
sanduiche. A divergéncia da metodologia de eutanasia esta relacionada as praticas
exigidas pelos diferentes 6rgdos competentes e comités de ética do Brasil e dos
Estados Unidos (Institutional Animal Care and Use Committee, 2022).

ApOs a eutanasia, cerca de 500uL de sangue foram retirados de cada animal
com o auxilio de seringas por pungéao cardiaca. O sangue foi mantido nos eppendorfs
em gelo até serem feitas as diluigdes e plaquamento do mesmo. Os animais foram
necropsiados para a retirada dos 6rgaos alvo, de acordo com o modelo de infecgao.
Nos animais infectados via intraperitoneal foram retirados o coracao, baco, figado,
cérebro e pulmao. Nos animais infectados via trato vaginal foram retirados a vagina,
o céblo do utero e o utero. Por fim, nos animais infectados via caudal foram retirados o
cérebro e o pulméo. Parte dos 6rgaos reservados para analises histolégicas foram
armazenados a -80°C em solucdo OCT para posterior producao de laminas
histoldgicas.

Os demais 6rgaos foram pesados e colocados separadamente em tubos de
plastico contendo solugdo PBS e macerados com o auxilio do equipamento
Beadbeater (Biospec Products). A diluigao realizada foi a mesma descrita no topico
anterior, sendo igualmente depositada em diferentes diluicbes nas placas de meio

agar acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram mantidas
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em estufa de crescimento por 24h para realizagdo da contagem bacteriana em
UFC/mL.

Nos modelos de infecgao vaginal e caudal, os macerados diluidos foram
plaquados em meio seletivo cromoagar (CHROMagar StrepB, BD, Germany) sem
antibidtico ou contendo antibiético estreptomicina 100mg/mL para selecionar as
amostras mutantes para gene essC. A contagem de UFC/mL foi realizada utilizando
0s mesmos parametros descritos anteriormente, assim como a confirmagao das
colénias de S. agalactiae. Na coinfecgdo do modelo vaginal foi feito o seguinte calculo

para definir o numero de amostras WT e mutantes:

Numero de coldnias AessC crescidas em meio com antibidtico — numero de

colénias em meio sem antibiotico = numero de colénias WT.

2.14 Obtencao do lavado bronqueoalveolar

ApOs a eutanasia dos animais, a traqueia de cada camundongo foi exposta, e
a partir de uma seringa de insulina com agulha 8G, a solugéo de PBS + EDTA 10mM
(cerca de 1,5mL) foi inserida no pulmao. Essa lavagem foi realizada por duas vezes e
o liquido retirado foi colocado imediatamente em tubos de 1,5mL identificados no gelo.
Parte do lavado bronqueoalveolar foi separado para dosagem de ROS. Apés
contagem de células aproximadas em camara de Newbauer, o lavado foi colocado em
placas de 24 pogos ou garrafas de 25 cm? por 40min, numa estufa com 5% COz2. Os
macrofagos aderiram a placa sem nenhum tratamento prévio. O lavado foi retirado e
o meio DMEM completo foi adicionado. As células foram incubadas na estufa de CO2

por 24h a 37°C até a sua utilizagao.

2.15 Ensaio de interagao com macroéfagos obtidos do lavado bronqueoalveolar
de animais infectados com amostra GBS90356 e controle

O lavado bronqueoaveolar dos animais nao diabéticos infectados e dos animais
diabéticos infectados foi retirado e colocado em placas de 24 pocos (500uL/poco, 4

pogos/grupo). Foram adicionados nos pogos gentamicina (100ug) e penicilina (50ug)



52

para que somente as bactérias que invadiram os macrofagos durante a interagéo in
vitro fossem contadas ao final do experimento. Apés 2h na camara de COg, para
adesao dos macréfagos a placa, os pogos foram lavados com salina e os macrofagos
foram lisados com adigéo de 100uL de tripsina + 0,02% de EDTA e 400uL de igepal.
Ap0s diluigdo seriada em salina, foi realizado o plaqueamento em agar contendo 5%
de sangue desfibrinado de carneiro para visualizar o numero de bactérias viaveis
(UFC/mL).

Nos animais controle, o lavado bronqueoalveolar foi retirado para realizar
interagcdes in vitro com a amostra GBS90356. Os macrofagos foram contados na
camara de Neubauer e colocados em placas de 24 pogos (~1x10% pogo). As placas
foram mantidas na cdmara de CO2 por 24h até a realizagao dos experimentos.

ApoOs a ativacao da amostra GBS90356 em caldo BHI, a densidade 6ptica foi
monitorada até 0,4 UDO (~108 UFC/mL). Posteriormente, a amostra foi lavada 2x com
salina a 2500rpm por 10min e suspensa em 5SmL de meio DMEM puro. Foi realizada
a diluicao da bactéria, visando deixar a MOI 1:10. 500uL da amostra foram colocados
na placa de 24 pogos contendo os macrofagos. A interacao foi realizada em quatro
tempos (0’, 30min, 1h e 2h) com e sem antibiotico. Nos tempos sem antibidtico, a cada
respectivo tempo os pocgos foram lavados 2x com salina e adicionados 100uL de
tripsina com EDTA + 400uL de igepal. Foi feita a diluicdo seriada (1:100) e 100uL
foram plaqueados em meio agar base para posterior contagem. Nos tempos com
antibiético, foram colocados gentamicina e penicilina nos pogos, que foram tratados
com 2h de antibiético, acrescido o tempo da interacdo. Os demais procedimentos

foram realizados de forma idéntica ao tempo sem antibidtico.

2.16 Analise do perfil de expressao de citocinas pré-inflamatérias por ELISA

Os 6rgaos macerados foram submetidos a analise do perfil de expressao de
citocinas pro-inflamatérias (proteina KC, IL-1B3, IL-17 IL-23) utilizando diferentes kits
de preparacdo para ELISA (R&D Systems) e o protocolo geral proposto pelo
fabricante. As citocinas analisadas foram quantificadas em experimentos onde cada
amostra bacteriana (WT ou mutante) foi inoculada em um grupo de animais distinto e
nao em competicdo. Placas de 96 pocgos especificas para ELISA (Corning), foram

previamente tratadas com seu respectivo anticorpo (100uL) de captura diluido em
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tampao PBS. Apos o periodo de 12h em temperatura ambiente, as placas foram
lavadas com tampéao de lavagem (0.05% Tween 20 diluido em PBS, pH 7.2-7.4) e
realizado o bloqueio do anticorpo com 300uL de reagente diluente (1% BSA em PBS,
pH 7.2-7.4) por 1h. Apés uma segunda etapa de lavagem, as amostras dos 6rgaos
homogeneizados foram diluidas em tampao reagente e adicionadas em duplicata por
2h. Em seguida, uma nova etapa de lavagem foi realizada e as placas foram tratadas
com anticorpo de detec¢ao mais 2h.

Apos mais uma etapa de lavagem, 100uL de estreptavidina-HRP foram
depositados nos pogos por 20min, ainda em temperatura ambiente. Nessa etapa as
placas foram reservadas em local escuro. Posteriormente, os pogos foram tratados
por 20min em solugao substrato (1:1 do Color Reagent A (H202) e ColorReagent B
(Tetrametilbenzidina)). A reacao foi paralizada com solug¢ao de stop (2N H2SO4) e as
placas submetidas a leitura em leitor de microplacas para ELISA (Tecan) em dois
comprimentos de onda distintos (450nm e 540nm). A subtrag&o entre as duas leituras
correspondeu aos valores inseridos na tabela. A curva padrao gerada em todos os
experimentos foi considerada apta para utilizagéo, tendo o valor de R? superior a
0,9800 (Benthien et al., 2022; Fama et al., 2020).

2.17 Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A dosagem das EROs intracelulares foi feita a partir das células do lavado
bronqueoalveolar, utilizando a sonda 2’7’ diacetato de diclorodi-hidrofluoresceina
(H2DCFDA), de acordo com as instru¢des do fabricante (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). O lavado foi incubado com a sonda por 1h em placa escura de 96 pogos
(Corning, NY, USA).

Apés trés lavagens com PBS a leitura da fluorescéncia foi realizada a partir do
leitor de placas Envision Multilabel (Perkin ElImer, Waltham, MA, USA). A fluorescéncia
foi monitorada por 90min de incubagdo a partir da excitacdo e emissdao nos
comprimentos de onda de 495nm e 530nm, comprimento de onda de excitagao da
sonda e comprimento de onda de emissdo da sonda, respectivamente (El-Hassani,
Dupuy, 2013). Foram dosados os tempos 0, 30min e 60min (Oliveira et al., 2018).
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2.18 Obtencao de células imunes pulmonares por dissociagao enzimatica

Ap0s a retirada dos pulmdes, o tecido foi adicionado em tubos Falcon contendo
3mL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) e tratado com a enzima MTDK1 como
recomendado pelo fabricante do dissociador enzimatico de tecido gentleMACS
(Miltenyi Biotec). Os tubos foram colocados em uma placa de agitacdo por 30min a
125rpm (37°C) e, posteriormente posicionados no equipamento de dissociagdo num
programa de 15min de rotag&do. Esse processo foi repetido por 2 vezes e os tubos
foram centrifugados rapidamente para separar o liquido do sedimento (300 x g).

A suspensao foi filtrada para novos tubos Falcon visando remover qualquer
debris. Os tubos foram novamente centrifugados a 300 x g para separar as células. O
sobrenadante foi reservado. A presenga de sangue no sedimento foi removida pelo
tratamento com tampé&o de lise ACK por 1min para romper e degradar as hemacias.
A reacéao foi interrompida com adicdo de 5mL de RPMI e apds centrifugagdo o
sedimento foi suspenso em 200uL de tampao MACS. O mesmo foi mantido em 4°C

até a proxima etapa de leitura por citometria de fluxo (Spencer et al., 2019).

2.19 Analise do perfil de células imunes pulmonares por citometria de fluxo

Ap0és o processo de dissociacdo, as células foram colocadas em placas de 96
pocos com fundo cdnico e centrifugadas a 300 x g por 5min. Os pogos foram tratados
com um corante de viabilidade celular (diluicdo de 1:800 em PBS), 50uL/pogo por
30min a temperatura ambiente e centrifugados por 5min a 300 x g. Logo apés, as
placas foram tratadas com um coquetel de anticorpos, contendo os marcadores das
seguintes células: neutréfilos (CD11b, Ly6C, Ly6G), macrofagos (CD11b, F4/80),
células dendriticas (CD11c, MHC Class Il) e células T (CD3). Esse tratamento foi
realizado durante 30min em temperatura ambiente e, posteriormente as placas foram
lavadas com tampao MACS.

As placas foram fixadas por 15min em temperatura ambiente, centrifugadas a
1100 x g, lavadas novamente 1x com tampao MACS e reservadas em bancada até o

dia seguinte. No dia em que as amostras foram submetidas a citometria, as placas
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foram lavadas em tampao 2x, centrifugadas a 1100 x g e acrescidas de tamp&o MACS.
As células foram entdo colocadas em tubos de vidro especificos para o citbmetro de

fluxo FACScalibur (BD Biosciences) e analisadas utilizando o software FlowJo (v10).

2.20 Obtencao das células imunes cardiacas e extragao de RNA

A extracdo de RNA do coragdo murino foi realizada utilizando o kit de extragéao
NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) e o protocolo seguido conforme manual do
fabricante. O tecido homogeneizado foi tratado com 350uL de tampao RA1 e 3,5uL
de B-mercaptoetanol e submetido a agitagao vigorosa em vortex. O lisado foi filtrado
com filtros fornecidos pelo kit a partir da centrifugagdo a 11000 x g por 1min. Apos
etapas de filtragdo, tratamento com etanol e tampao MDB, a suspensao foi
centrifugada novamente.

Para a digestdo do DNA foi preparada uma mistura de 10uL de rDNAse e 90uL
de tampao de reacao para rDNAse. Apds aplicado, a suspensao foi incubada por
15min a temperatura ambiente. Os tubos contendo o RNA foram submetidos a
lavagens com diferentes tampdes (RAW2 e RA3) fornecidos no kit, e, por fim, o RNA
foi suspenso em 60uL de H20 livre de RNase para posterior utilizagdo. O RNA foi

quantificado utilizando o Nanodrop.

2.21 Sintese de cDNA

O processo foi realizado utilizando o kit Quant qScript cDNA Synthesis
(Quantabio), de acordo com as instrugdes do fabricante. Uma reagao contendo 1uL
de transcriptase reversa, 4uL de tampao 5x, agua e RNA (quantificado no nanodrop)
foi preparada, totalizando 20uL por amostra. Para a sintese de cDNA foi utilizado o
seguinte programa pré-estabelecido no termociclador: (1 ciclo: 22°C, 5min 1 ciclo:
42°C, 30min 1 ciclo: 85°C, 5min 4°C final). O cDNA foi reservado a -20°C.
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2.22 Analise do perfil de células imunes cardiacas por gPCR

O cDNA foi diluido na proporcao 1:2 em H20 livre de RNase, sendo 3uL do
cDNA utilizado por reacédo. Cada reacao de qPCR conteve, além do cDNA, 8,5uL de
agua, 12,5uL de Sybr e 0,5uL de cada primer forward ou reverse. Os primers murinos
utilizados foram os mesmos marcadores da citometria de fluxo, como descritos na

Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 — Lista de primers utilizados para a reacao de qPCR

Marcador Primer FWD Primer VER
Mouse CD11b ATGGACGCTGATGGCAATACC TCCCCATTCACGTCTCCCA
Mouse CD11c CTGGATAGCCTTTCTTCTGCTG | GCACACTGTGTCCGAACTCA
Mouse MHCII AGCCCCATCACTGTGGAGT GATGCCGCTCAACATCTTGC
Mouse CD3 ATGCGGTGGAACACTTTCTGG GCACGTCAACTCTACACTGGT
Mouse F4/80 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC | GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
Mouse Ly6g (Gr-1) CTTCTCTGATGGATTTTGCGTTG | AGTAGTGGGGCAGATGGGAAG

A placa de 96 pogos (Bio-Rad) contendo as reac¢des foi vedada com um filme
adesivo do mesmo fabricante e lida no termociclador Bio-Rad CFX96 para posterior

obtencao das quantificagdes.

2.23 Histologia do coragao

Apés a eutanasia dos animais, os coragdes foram retirados com o auxilio de
pingas e tesouras estéreis. Cada coragao foi colocado separadamente em tubos

cbnicos (15mL) previamente identificados contendo 10mL de paraformaldeido 4%. Em
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todos os tubos foi adicionada gaze estéril para que o 6rgao ficasse em contato direto
com o paraformaldeido e armazenados a 4°C até o processamento.

Para o processamento e microscopia, os coragbes foram cortados
verticalmente e inseridos dentro de um cassete nomeado, lavados em agua corrente
por 10min, seguida de lavagens em alcool 80% por 5min, alcool 95% por 15min e
alcool 100% por 15min. Em seguida, os cassetes foram submetidos a lavagem com
xilol e alcool etilico absoluto (1:1) por 15min. Foram realizadas mais duas lavagens
com xilol durante 15min/cada e dois banhos em parafina, igualmente por 15 min. Por
ultimo, foi realizada a inclusdo definitiva em parafina e os cortes realizados com o
auxilio de um micrétomo. Os cortes foram feitos com a espessura de 5um e em
seguida fixados em laminas de vidro.

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e Giemsa,
visualizadas em microscopio Optico e analisadas utilizando o programa Image-

ProPlus.

2.24 Histologia do cérebro

Nos experimentos realizados nos EUA, os cérebros retirados foram
seccionados no plano sagital, onde o lado direito foi homogeneizado para contagem
de células viaveis e o lado esquerdo foi embebido em solugdo Tissue Tek OCT
(Optimal Cutting Temperature, Sakura Finetek, USA) e armazenado a -80°C até a
utilizacao.

Os blocos de OCT com o tecido cerebral foram submetidos a cortes de 7mm
no criostato Leica CM1860 e aderidos a laminas de vidro alcalinas. As laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE), visualizadas em microscépio Optico e

analisadas utilizando o programa proprio do microscépio.
2.25 Coloragao de Hematoxilina e Eosina no coragao
Para realizar a coloracdo hematoxilina e eosina, utilizamos as laminas

previamente preparadas do coracdo. As laminas foram inicialmente colocadas na

estufa de 58°C durante 20min. A etapa seguinte foi de desparafinizagcéo e hidratagao,
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passando por etapas de lavagem com diferentes concentragdes de xilol, alcool e agua.
As laminas foram entdo coradas com hematoxilina (40min) e eosina (2min) e lavadas
novamente com agua e diferentes concentragdes de alcool. A fixagdo da laminula na
lamina foi feita com entellan.

Nas imagens obtidas pelo microscopio os nucleos celulares apresentaram tons
de azul ou roxo enquanto o tecido conjuntivo, citoplasma e fibras extracelulares em
tons de vermelho ou rosa. No cérebro, poderao ser observadas regides em tons de
roxo que corresponderdo as meninges, bem como areas com infiltracdo de células

imunes.

2.26 Coloragao de Hematoxilina e Eosina (HE) no cérebro

A coloragao de HE padronizada no laboratorio da Dra. Doran € similar, contudo
nao idéntica ao protocolo do LBMFE. Laminas foram coradas com hematoxilina (1min)
e eosina (4min) em diferentes concentragdes de alcool e agua. A fixagado da laminula
na lamina foi feita com entellan para observacédo do espessamento da meninge
(camada mais externa das imagens) e a presenga de infiltrados de células

inflamatorias.

2.27 Coloragao de Giemsa

Para a coloracdo de Giemsa, as laminas do coracéo foram colocadas na estufa
a 58°C durante 20min para desparafinizacdo. Apos essa etapa, foram realizados
banhos com xilol, alcool etilico 100%, agua e corante Giemsa por 30min. Em seguida,
as laminas foram lavadas com acido acetico, alcool isopropilico e, por fim, a lamina
permanente foi fixada com entellan para visualizagdo em microscépio onde, S.
agalactiae ficou corado de azul escuro, o tecido em tons de lilas e as hemacias em

vermelho.
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2.28 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versao
5.0.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, United States). Foram realizados testes t para
analises entre dois grupos e one-way ANOVA para os demais experimentos, com pos-
teste Newman-Keuls. A significancia foi definida a partir de *p < 0,05. Nos graficos de
UFC/mL dos experimentos realizados durante o doutorado sanduiche, os resultados
sdo apresentados em log10, de acordo com o modelo proposto pela Dra. Doran, com

o numero de coldnias normalizado com o peso do 6rgédo analisado.
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3 RESULTADOS

3.1 Identificagao do tipo capsular e detec¢ao dos genes da sequéncia tipo 17

da amostra D01

A identificagdo do tipo capsular da amostra D01 através da técnica de PCR
multiplex demonstrou que a mesma pertence ao tipo Illl, de acordo com seu
polissacarideo capsular.

O resultado da analise do gene de viruléncia de S. agalactiae através da técnica
de PCR convencional demonstrou que a amostra D01 apresenta o gene hvga que
corresponde a sequéncia tipo 17 (ST-17), pertencendo ao clone CC17 das amostras

hipervirulentas do tipo capsular lll.

3.2 Ensaios de biofilme das amostras de S. agalactiae em meios BHI ou TSB

acrescidos ou ndao com 1% de glicose

As diferentes condi¢gdes visaram avaliar se ha variagao na producéao de biofilme de
acordo com o tipo de meio utilizado e com o acréscimo de 1% de glicose que mimetiza
(de acordo com a literatura) um ambiente hiperglicémico. Os ensaios foram realizados

apenas no tempo de 24h.
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Figura 7 — Biofilme das amostras de S. agalactiae COH1, GBS90356 e D01 em 24h e

diferentes condi¢cdes do meio
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Legenda: Formagéao de biofiime de S. agalactiae em quatro condigdes de meio distintas durante 24h.
(A) formacéo de biofilme em meio BHI; (B) formagé&o de biofilme em meio BHI acrescido com
1% de glicose; (C) formacao de biofiime em meio TSB; (D) formagéo de biofiime em meio
TSB acrescido com 1% de glicose. Experimentos realizados em ftriplicata. *p<0,05, **p<0,005,
***p=<0,001.

Dentre as condicbes utilizadas, a unica na qual ndo houve diferenca na
producéo de biofilme entre as amostras e o controle foi em BH1 + 1% de glicose
(Figura 7B). Em BHI, a amostra D01 demonstrou ser a maior produtora de biofilme
entre as demais (Figura 7A; p<0,001) e em TSB + 1% de glicose esse padrdo se
repetiu (Figura 7D; p<0,001), sendo D01 a maior formadora, seguida da amostra
COH1 e GBS90356. Em meio TSB o padrao foi distinto, tendo a amostra COH1 como
maior produtora de biofilme entre as demais (Figura 7C; p<0,001), seguida das
amostras D01 e GBS90356 (p<0,001).

Dados prévios do laboratério ja haviam demonstrado que a amostra GBS90356
¢é fraca produtora de biofilme de acordo com os paradmetros descritos na metodologia.
Contudo, a amostra COH1 apresentou fraca producao de biofilme apenas nos meios
BHI (DOa492 = 0,15825) e BHI + 1% de glicose (DO492 = 0,173129), sendo considerada
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moderada produtora de biofilme em TSB (DOu492 = 0,284113) e TSB + 1% de glicose
(DO492 = 0,206825). Exceto em TSB, a amostra D01 foi considerada moderada
produtora de biofilme em todas as condigbes BHI (DO492 = 0,271113), BHI + 1%
glicose (DOa492 = 0,208317) e TSB + 1% glicose (DOa492 = 0,235463).

Foi realizada também a avaliacdo do pH antes e depois da producéo de biofilme

no sobrenadante do biofilme, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Alteragao do pH dos meios apos 24h em placas de biofilme

pH do pH do . pH apos
pH apos
pH do meio meio pH apos pH apos 24h de
pH do 24h de
. meio puro puro 24h de 24h de o biofilme
Amostra meio puro o o biofilme
puro TSB + BHI + biofilme biofilme TSB +
TSB BHI + 1%
BHI 1% 1% TSB BHI . 1%
) ) glicose .
glicose glicose glicose
GBS90356 6 7 6 7 5 5 5 5
COH1 6 7 6 7 5 5 5 5
D01 6 7 6 7 5 5 5 5

Legenda: Alteracdo do pH do meio (em diferentes condigbes) demonstrando a capacidade de S.

agalactiae, independente da amostra, alterar condi¢des quimicas no biofilme.

3.3 Glicemia, peso corporal e taxa de sobrevivéncia dos animais diabéticos ou

nao diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae

A glicemia de todos os animais do estudo em ambos os modelos intranasal e
intraperitoneal foi aferida: (i) antes dos experimentos; (ii) apds a indugao da diabetes
e, (iii) no dia da eutanasia. Todas as afericdes foram realizadas apds 6h de jejum. A
totalidade de animais (machos e fémeas) utilizada no experimento foi considerada
diabética, apresentando dosagem glicémica acima de 200 mg/dL. Os animais

resistentes a insulina foram descartados.
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Figura 8 — Glicemia dos animais induzidos a diabetes por estreptozotocina
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Legenda: Animais da linhagem CD-1 induzidos a diabetes por estreptozotocina. (A) animais em modelo
de infecgao intranasal de cinco semanas com a amostra GBS90356; (B) animais em modelo
de infecgao intraperitoneal de cinco dias com a amostra COH1; (C) animais em modelo de
infecgao intraperitoneal de cinco dias com a amostra GBS90356. PN = p6s natal.

A afericdo do peso dos animais utilizados no experimento demonstrou
diferencgas entre os diferentes modelos. Para os animais inoculados via intranasal, no
modelo de cinco semanas, houve uma redugdo no peso corporal significativa nos
grupos infectados, diabéticos ou nao (Figura 9A). Nos animais inoculados via
intraperitoneal, no modelo de cinco dias, ndo houve diferenga estatistica entre os

grupos, como demonstrado na figura 9B e 9C.

Figura 9 — Peso corporal dos animais ao final do experimento
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Legenda: Peso corporal dos animais utilizados ao final do experimento. (A) modelo de infeccao
intranasal, apresentando uma diferenca significativa entre os animais infectados, diabéticos
ou nao, com a amostra GBS90356 em comparagao aos animais nao infectados, diabéticos
ou nao; (B) modelo de infecgéo intraperitoneal com a amostra GBS90356, onde ndo houve
alteracdo no peso corporal estatisticamente relevante; (C) modelo de infecgéo
intraperitoneal com a amostra COH1, onde n&o houve alteragdo no peso corporal
estatisticamente relevante. *p<0,05, **p<0,01

Os dados relacionados a taxa de sobrevivéncia correspondem apenas ao
modelo de infecgao intraperitoneal, pois na via intranasal ndo houveram perdas em

decorréncia da infecgao.
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Figura 10 — Percentual de sobrevivéncia dos animais inoculados com amostras
hipervirulentas GBS90356 e COH1
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Legenda: Percentual de sobrevivéncia dos animais diabéticos ou nao diabéticos com amostras
hipervirulentas de S. agalactiae. (A) animais infectados com a amostra GBS90356; (B)
animais infectados com a amostra COH1.

3.4 Contagem de unidades formadoras de coldnia nos 6rgaos alvo dos

animais infectados por 5 semanas via intranasal

A inoculagdo da amostra GBS90356 realizada por via intranasal obteve
sucesso e em todos os animais infectados houve crescimento bacteriano em
diferentes 6rgaos. As contagens de UFC/mL provenientes dos macerados do coracéo,
cérebro, figado, pulmao e sangue foram realizadas para determinar a efetividade da
infeccao intranasal e a capacidade de disseminacao através da corrente sanguinea
(Figura 11).

Nado houve crescimento bacteriano nos grupos controle e diabético nao
infectado. No cérebro (Figura 11A) ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos, nao diabético infectado e diabético infectado. Contudo, no pulméo (Figura
11B) foi observado um numero de colbnias significativamente maior em animais
diabéticos (~9x104 UFC/mL, p<0,05) quando comparamos com 0S animais nao
diabéticos infectados (~1x103 UFC/mL). Podemos observar o mesmo no sangue
coletado (Figura 11C) com o grupo diabético infectado (~5x10®* UFC/mL, p<0,05)
apresentando crescimento superior ao grupo nao diabético infectado (~1x103
UFC/mL).

O mesmo ainda ocorreu no coragado (Figura 11D), onde houve maior
crescimento bacteriano no grupo diabético infectado (~1,5x10® UFC/mL) quando
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comparado ao grupo néo diabético infectado (~5x10* UFC/mL) e no figado (Figura
11E) onde o grupo diabético infectado (~1,5x10® UFC/mL) apresentou crescimento
superior quando comparado ao grupo nao diabético infectado (~1x10® UFC/mL). Os
dados confirmam que em cinco semanas de infecgdo os animais ja apresentam
disseminagdo em varios 6rgdos. Os experimentos descritos foram realizados em

triplicata.

Figura 11 — Contagem de unidades formadoras de colbnia de érgaos-alvo em animais

diabéticos ou ndo diabéticos infectados com amostra GBS90356
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Legenda: Unidades formadoras de colénia (UFC/mL) em animais diabéticos e nao diabéticos infectados
com amostra hipervirulenta de S. agalactiae GBS90356 por 5 semanas via intranasal. (A)
contagem de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1, sem diferenca estatistica entre
diabéticos e ndo-diabéticos; (B) contagem de UFC/mL no pulmédo de camundongos CD-1,
apresentando maior niumero de colénias em animais diabéticos; (C) contagem de UFC/mL no
sangue de camundongos CD-1, apresentando maior numero de colbénias em animais
diabéticos; (D) contagem de UFC/mL no coragédo de camundongos CD-1, apresentando maior
numero de coldnias em animais diabéticos; (E) contagem de UFC/mL no figado de
camundongos CD-1, apresentando maior numero de colénias em animais diabéticos. *p<0,05

3.5 Contagem de unidades formadoras de colonia nos 6rgaos alvo dos animais

infectados por 5 dias via intraperitoneal

A via de inoculacao escolhida, intraperitoneal, apresentou 0 mesmo sucesso na
infecgcdo. Contudo, o tempo de infeccdo, a letalidade e o curso das doencas
ocasionadas por S. agalactiae foi mais rapido, tornando o modelo mais préximo de

uma infecgao aguda.
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As contagens de UFC/mL provenientes da infecgéo realizada com ambas as
amostras COH1 e GBS90356 em o6rgaos-alvo (coragado, cérebro, figado, pulméao e
sangue) foram realizadas para determinar a efetividade da infec¢do e a capacidade
de disseminagao através da corrente sanguinea (Figura 12). Nao houve crescimento

bacteriano nos grupos controle e diabético ndo infectado.

Figura 12 — Contagem de unidades formadoras de colénias nos 6rgaos-alvo em

animais diabéticos ou ndo diabéticos infectados com a amostra
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Legenda: Unidades formadoras de col6nia (UFC/mL) em animais diabéticos e ndo diabéticos infectados
com amostra hipervirulenta de S. agalactiae GBS90356 por 5 dias via intraperitoneal. (A)
contagem de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1 (B) contagem de UFC/mL no
pulmao de camundongos CD-1; (C) contagem de UFC/mL no sangue de camundongos CD-
1; (D) contagem de UFC/mL no coracédo de camundongos CD-1; (E) contagem de UFC/mL
no figado de camundongos CD-1. Resultados apresentados em log10, de acordo com o
modelo proposto pela Dra. Doran, com o numero de colénias normalizado com o peso do
orgao analisado.

Apesar de uma tendéncia em 6rgaos como coragao (Figura 12D) e no sangue
(Figura 12C) de um numero maior de colbénias nos animais diabéticos, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) quando comparados entre animais nao diabéticos e
animais diabéticos. Contudo, podemos comprovar a habilidade da amostra GBS90356

em disseminar e ultrapassar a barreira hematoencefalica apoés cinco dias de infecgao.
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Figura 13 - Contagem de unidades formadoras de colb6nias nos 6rgaos-alvo em

animais diabéticos ou ndo diabéticos infectados com a amostra COH1
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Legenda: Unidades formadoras de colénia (UFC/mL) em animais diabéticos e ndo diabéticos infectados

com amostra hipervirulenta de S. agalactiae COH1 por 5 dias via intraperitoneal. (A) contagem
de UFC/mL no cérebro de camundongos CD-1, apresentando maior numero de colbnias em
diabéticos quando comparados aos nao-diabéticos; (B) contagem de UFC/mL no pulméo de
camundongos CD-1, apresentando maior numero de colénias em diabéticos quando
comparados aos nao-diabéticos; (C) contagem de UFC/mL no sangue de camundongos CD-
1, apresentando maior numero de colénias em diabéticos quando comparados aos nao-
diabéticos; (D) contagem de UFC/mL no coragdo de camundongos CD-1, apresentando maior
numero de coldnias em diabéticos quando comparados aos nao-diabéticos; (E) contagem de
UFC/mL no figado de camundongos CD-1, apresentando maior nimero de colénias em
diabéticos quando comparados aos nao-diabéticos. Resultados apresentados em log10, de
acordo com o modelo proposto pela Dra. Doran, com o numero de coldnias normalizado com
0 peso do 6rgéo analisado. ***p<0,001, *p<0,05.

Em relagéo a infecgéo intraperitoneal com a amostra de S. agalactiae COH1,

houve uma diferenca estatistica consideravel em todos os 6rgaos analisados € no

sangue dos animais diabéticos quando comparados aos animais n&o-diabéticos. Isso

demonstra a maior susceptibilidade desse grupo a infec¢des agudas, desencadeando

possiveis doengas associadas a condicdo crbénica da diabetes e tornando o grupo

ainda mais debilitado. Essa amostra foi, assim como a GBS90356, capaz de

disseminar em todos os 6rgaos analisados apds cinco dias de infecgéo.
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3.6 Percentual de sobrevivéncia bacteriana e contagem de unidades
formadoras de colénia nos swabs e em érgaos-alvo dos animais infectados

em competicao via vaginal

No modelo de infeccdo vaginal, a inoculacdo foi realizada em modelo de
competicdo, como mencionado na metodologia. Esse modelo visa demonstrar se em
condi¢gbes de competigdo entre a amostra WT e a amostra mutante existem diferencas
na persisténcia bacteriana na vagina, além da capacidade de ascensao aos demais
orgaos do trato vaginal.

Na primeira interagao realizada com as amostras NCTC 10/84 e NCTC
10/84AessC em animais CD1 o padrao esperado foi obtido, demonstrando que o gene
essC é necessario para melhor persisténcia da amostra na vagina (Figura 14 A e B),
além de estar correlacionado com a capacidade de ascensdo aos demais 6rgaos do
trato vaginal (colo do utero e utero), sendo superior na amostra que possui 0 gene
essC (Figura14 C,D e E).

Figura 14 - Persisténcia bacteriana e contagem de unidades formadoras de colénia
em animais infectados com as amostras NCTC 10/84 e NCTC
10/84AessC
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Legenda: Persisténcia bacteriana e contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL) em
animais infectados via vaginal com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC em modelo
de competicdo. (A) contagem de UFC/mL obtidos de swabs vaginais durante o periodo da
infecgdo; (B) percentual de sobrevivéncia bacteriana durante o experimento, demonstrando
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que a amostra NCTC 10/84AessC teve menor capacidade de se manter viavel na vagina dos
animais; (C) contagem de UFC/mL na vagina de animais CD-1; (D) contagem de UFC/mL no
utero de animais CD-1, apresentando diferenga significativa entre a amostra mutante e a
amostra WT; (E) contagem de UFC/mL no utero de animais CD-1, apresentando diferenca
significativa entre a amostra mutante e a amostra WT. *p<0,05.

Ao realizar a interagcao utilizando o mesmo modelo com a amostra
CJBlll/CJBIlIAessC em animais C57BL/6 fomos surpreendidos com uma colonizacao
que persistiu por mais de 138 dias (Figura 15 A e B). Essa foi a primeira amostra em
modelo de colonizagdo vaginal apresentando esses resultados. Os intervalos nao
foram fielmente apresentados nos graficos para facilitar a leitura dos mesmos. Dessa
forma, esses animais continuaram sendo submetidos aos swabs vaginais para
contagem de coldnias viaveis pelo grupo da Dra. Doran. Mesmo apdés mais de 200
dias de infecgdo, houveram células bacterianas viaveis nos 6rgaos do trato vaginal

(dados nao apresentados).

Figura 15 - Persisténcia bacteriana e contagem de unidades formadoras de col6nia

em animais infectados com as amostras CJB lll e CJB lllAessC
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Legenda: Persisténcia bacteriana e contagem de unidades formadoras de colbénia (UFC/mL) em
animais infectados via vaginal com as amostras CJBIIl e CJBIlIAessC em modelo de
competi¢do. (A) contagem de UFC/mL obtidos de swabs vaginais durante o periodo da
infeccao; (B) percentual de sobrevivéncia bacteriana durante o experimento, que nao foi
finalizado no meu periodo de doutorado sanduiche.

3.7 Contagem de unidades formadoras de colénia em érgaos alvo dos animais

infectados por 72h via caudal

Em paralelo aos experimentos realizados com a via de infecgéo vaginal, foram
realizados experimentos visando estudar o desenvolvimento de meningite causada

por S. agalactiae em camundongos machos CD1. Contudo, apenas parte dos dados
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serdo apresentados em minha tese, porém estao disponiveis de forma mais completa
no paper publicado em colaboragdo com o nosso laboratorio (Spencer et al., 2021).
Nos tecidos coletados, ndo houve diferenga significativa entre CJBIIl e CJBIlIAessC
no pulmao, sugerindo que a via utilizada causou unicamente meningite nos animais e
nao infecgbes generalizadas.

A amostra CJBIIl foi capaz de causar doenca apos 72h de infeccédo e
apresentou elevado numero de colbnias viaveis no ceérebro, indicando o
desenvolvimento de meningite causado por S. agalactiae. A terceira confirmacéo a
partir desses dados foi um numero reduzido da bactéria no sangue dos animais
infectados com CJBIlIl quando comparados aos infectados com a mutante,
comprovando a necessidade da presenga do gene essC para que a bactéria atravesse

a barreira hematoencefalica.

Figura 16 — Contagem de unidades formadoras de colénia dos érgéaos-alvo em

animais infectados via caudal com as amostras CJBIIl ou CJBIlIAessC
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Legenda: Camundongos CD-1 machos infectados com as amostras CJBIII ou CJBIlIAessC via caudal
por até 72h. (A) contagem de UFC/mL no pulmao; (B) contagem de UFC/mL no cérebro,
apresentando maior numero de células bacterianas viaveis nos animais infectados com a
amostra WT; (C) contagem de UFC/mL no sangue, apresentando maior nimero de células
bacterianas viaveis nos animais infectados com a amostra mutante. ***p<0,001.
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3.8 Ensaios de interagao com macréfagos obtidos do lavado bronqueoalveolar
de animais diabéticos ou nao diabéticos, infectados ou ndao com amostra de

S. agalactiae

O ensaio experimental de interacdo da amostra de S. agalactiae GBS90356 foi
realizado em modelo murino, visando quantificar a capacidade de invasado e
viabilidade da bactéria em macrofagos pulmonares apds cinco semanas de infecgao.
Macrofagos obtidos do lavado bronqueoalveolar dos animais diabéticos infectados
apresentaram um numero estatisticamente maior de bactérias (~1,5x10° UFC/mL)

quando comparados ao grupo nao diabético infectado (~3x10* UFC/mL) (Figura 17).

Figura 17 - Interagao in vivo em modelo animal diabético com amostra de S. agalactiae
GBS90356
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Legenda: Ensaio de viabilidade de S. agalactiae em macréfagos bronqueoalveolares apds cinco

semanas de infecgdo em modelo murino diabético. *P<0,05.

Foi realizado também ensaio de interacdo com os macréfagos obtidos dos animais
controle (Figura 18). Os dados mostraram a capacidade do patégeno de se manter
viavel dentro dos macrofagos, mesmo apés 1h e 2h de interacgao.
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Figura 18 - Ensaio de interagdo da amostra GBS90356 com macrofagos obtidos do

lavado bronqueoalveolar de animais controle
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Legenda: Ensaio de interagdo in vitro de macréfagos obtidos do lavado bronqueoalveolar de
camundongos CD1 com a amostra de S. agalactiae GBS90356. Nos tempos 0 € 30 min nao
houve crescimento bacteriano.

3.9 Perfil de expressao de citocinas pro-inflamatérias pulmonares e
cardiacas de animais diabéticos ou ndo diabéticos, infectados ou ndo com

amostras de S. agalactiae

Para avaliar o perfil imunolégico dos animais diabéticos ou nao infectados com
as amostras de S. agalactiae COH1 e GBS90356 durante cinco dias de infecgao,
foram realizados ensaios de ELISA para citocinas pré inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-
18. Ambas as citocinas foram escolhidas por serem importantes marcadores do
desenvolvimento de doengas invasivas causadas por S. agalactiae como a meningite,
por estarem relacionadas com o recrutamento e presenca de células imunes
importantes na inflamagéo, como neutréfilos e macrofagos.

Com a dose escolhida para inoculagao desses animais, podemos observar nos
graficos a seguir que tanto nos pulmdes quanto no coragdao de animais diabéticos
infectados por COH1, os niveis da proteina KC foram superiores aos animais nao-
diabéticos. Em relacao a IL-1p3, a diferenca foi vista apenas no pulméo dos animais
diabéticos (Figura 19 A, B, C e D).
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Figura 19 — Perfil de expressao das citocinas pré-inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-1 no

coracao e pulmao dos animais diabéticos e nao diabéticos infectados com

a amostra COHA1
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Legenda: Niveis de citocinas pré-inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-18 nos animais diabéticos e n&o
diabéticos infectados via IP ou ndo com a amostra de S.agalactiae COH1 por 5 dias. (A)
Expresséao da citocina KC/CXCL-1 no coragéo de animais CD-1 em quatro diferentes grupos
experimentais, onde o grupo diabético infectado apresentou maior expressao quando
comparado aos demais; (B) Expressao da citocina KC/CXCL-1 no pulm&o de animais CD-1
em quatro diferentes grupos experimentais, onde o grupo diabético infectado apresentou
maior expressao quando comparado aos demais; (C) Expressao da citocina IL-13 no coracéo
de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, onde o grupo diabético infectado
apresentou maior expressdo quando comparado aos demais; (D) Expresséo da citocina IL-
1B no pulmao de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, onde n&o houve
diferencga significativa entre eles. *p<0,05, ***p<0,001.

Contudo, para a amostra GBS90356 nao houve diferengca na expressao da

proteina KC/CXCL-1 nos pulmdes e também nos coragdes entre animais diabéticos e

nao diabéticos infectados com a bactéria. Os niveis foram maiores apenas quando

comparados aos grupos nao infectados. Da mesma forma, nao foi significativa a

diferenga da citocina IL-1B entre os grupos infectados. Apesar de nao ser significativa,

houve uma tendéncia de expressdo que, com um numero maior de amostras (n),

poderia tornar o grupo diabético significativo estatisticamente. Novos experimentos

serao realizados a partir do recebimento de mais animais, visando aumentar o n

experimental e verificar se a partir disso, os resultados serdao mais expressivos.
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0 - Perfil de expressao das citocinas pré-inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-1B no
coracao e pulmao dos animais diabéticos e nao diabéticos infectados com
a amostra GBS90356

A B
D 800- = -
2 800 . . . 8 150000 - s :
a ! a ' = | Hkok ,
S 600 2 ' '
2 aood
8 - oo E 100000- * y
=] o 3
< 4004 oo o v,
0 - gh, 0 A ¥
¥ u: ¥ 50000+ v
@ 200 g
= [ 7]
E o- L T T E L . e ™ I o o
NDNI DNl NDI 90356 DI 90356 NDNI DNl MDI 90356 DI 90358
C D | skskosk |
6 25+ Rk :
— Ak . | |
B o 20 Y
2 2™ v
o 4+ -‘; i v
L [Ty 15+
g £ . LT
8 2 10- v
. 2+ -
= . ¥
'__TFL .y % 5 " v
- ey = "
290 000 a4 ' 0—aa o0 ; ;
NDNI DNl NDI 90356 DI 903566 NDNI DNI  MDI90356 DI 90356
Legenda: Niveis de citocinas pré-inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-18 nos animais diabéticos e n&o

diabéticos infectados via IP ou ndo com a amostra de S.agalactiae GBS90356 por 5 dias. (A)
Expresséo da citocina KC/CXCL-1 no coragéo de animais CD-1 em quatro diferentes grupos
experimentais, onde os grupos infectados apresentaram maior expressao quando comparado
aos nao-infectados; (B) Expressao da citocina KC/CXCL-1 no pulm&o de animais CD-1 em
quatro diferentes grupos experimentais, onde os grupos infectados apresentaram maior
expressdo quando comparado aos nao-infectados; (C) Expressdo da citocina IL-1B8 no
coracao de animais CD-1 em quatro diferentes grupos experimentais, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos; (D) Expressé&o da citocina IL-18 no pulm&o de animais CD-1 em
quatro diferentes grupos experimentais, onde ndo houve diferenga significativa entre eles.
***p<0,001.

3.10 Perfil de expressao de citocinas proé-inflamatérias IL-17 e IL-23 no trato

va

ginal de animais CD-1 infectados com as amostras CJB lll e CJB lllAessC

Para analisar o perfil inflamatério foram escolhidas duas citocinas pro-

inflamatorias que possuem relevancia em infecgbes bacterianas: IL-17 e [L-23.
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Ambas as citocinas foram quantificadas através de ensaios com kits de ELISA
especificos para cada uma como descritos na metodologia. Nao foram observadas
diferengas significativas entre IL-17 ou IL-23 na amostra CJBIIl ou CJBIlIAessC em

nenhum dos tecidos analisados (Figura 23).

Figura 21 - Perfil de expresséo da citocina pro-inflamatéria IL-17 em animais CD-1

infectados com as amostras CJBIIl e CJBIlllAessC
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Legenda: Expressao da citocina IL-17 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a
amostra de S. agalactiae CJBIIl e CJBIlIAessC. (A) quantificacdo de IL-17 na vagina; (B)
quantificagao de IL-17 no colo do utero; (C) quantificagdo de IL-17 no utero. p<0,0805
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Figura 22 - Perfil de expressao da citocina pro-inflamatéria IL-23 em animais CD-1

infectados com as amostras CJBIIl e CJBIllIAessC
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Legenda: Expressao da citocina IL-23 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a
amostra de S. agalactiae CJBIIl e CJBIllIAessC. (A) quantificacdo de IL-23 na vagina; (B)
quantificagdo de IL-23 no codlo do utero; (C) quantificagdo de IL-23 no utero. *p<0,05

Em animais CD-1 infectados com as amostras de NCTC 10/84 e NCTC
10/84AessC a dosagem de citocinas foi realizada somente para IL-17 por falta de
tecido reservado para realizar as demais (Figura 24). Contudo, as analises para as

demais citocinas encontram-se em andamento.
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Figura 23 - Perfil de expresséo da citocina pro-inflamatoria IL-17 em animais CD-1
infectados com as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC
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Legenda: Expressao da citocina IL-17 nos tecidos do trato vaginal de animais CD-1 infectados com a
amostra de S. agalactiae NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC. (A) quantificagao de IL-17 na
vagina; (B) quantificagéo de IL-17 no célo do utero. p<0,1850.

3.11 Perfil de expressao de citocinas pré-inflamatérias IL-18 e KC/CXCL-1 no
cérebro de animais CD-1 infectados com as amostras CJB lll e CJB lliAessC

A proteina KC, em humanos conhecida como CXCL-1, € uma quimiocina
responsavel por atrair neutréfilos para o sitio de infecgdo. Também atua na regulagao
imune e nas respostas inflamatdrias. A IL-18 € uma citocina pro-infamatéria que

modula tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa.
Apo6s a quantificacdo por ELISA, a proteina KC foi detectada em maior

concentragcdo nos animais infectados com a amostra WT em comparagao a mutante

AessC (p=0,05). Contudo, ndo houve diferenca significativa nos niveis de IL-13 entre

0OS grupos.
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Figura 24 — Perfil de expressao das citocinas pro-inflamatérias KC/CXCL-1 e IL-18 em
animais CD-1 infectados com as amostras CJBIIl e CJBIlIAessC
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Legenda: Expressao de citocinas pré-inflamatdrias no tecido cerebral de animais CD-1 infectados com
a amostra de S. agalactiae CJBIIl e CJBIIIAessC. (A) quantificagdo de proteina KC/CXCL-1 no cérebro,
apresentando um aumento significativo na amostra WT comparado com a amostra mutante para gene
essC; (B) quantificagao de IL-1B no cérebro, sem diferenga significativa entre os grupos. *p<0,05.

3.12 Quantificacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) expressas no

lavado bronqueoalveolar

Apos a eutanasia e obtencado do lavado bronqueoalveolar dos animais, foi
realizada a quantificacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio em trés
diferentes tempos (0, 30 e 60min). Os grupos apresentaram maior produgéo de EROs
comparados ao controle (ndo diabético nao infectado), sendo o grupo diabético

infectado com maior producdo de EROs em relacao aos demais grupos (Figura 25).
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Figura 25 — Producao de espécies reativas de oxigénio nos animais diabéticos e nao

diabéticos infectados com amostra hipervirulenta de S. agalactiae
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Legenda: Dosagem de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células pulmonares dos animais
controle, infectados, diabéticos e diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae
GBS90356. A EROs intracelular foi mensurada a partir de amostras obtidas do lavado
bronqueoalveolar de camundongos CD1, utilizando a sonda fluorescente H2DCFDA. (a)
Deteccao do EROs intracelular no tempo 0; (b) Detec¢cdo do ROS intracelular apds 30 min;
(c) Deteccéo do ROS intracelular apés 1h. * indica aumento de EROs quando comparado ao
grupo controle; # indica aumento de ROS quando comparado ao grupo diabético. *p vs

controle <0,05; # p vs DI <0,05.

3.13 Perfil de células imunes pulmonares por citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para analise de células imunes pulmonares e o

RT-gPCR para analise das células imunes cardiacas, pois nao foi encontrado um kit

de dissociagdo quimica compativel com esse tecido. Como mencionado na

metodologia, o painel de marcadores das células imunes utilizado foi o mesmo para

ambas as técnicas.

Numa analise geral, englobando todos os grupos celulares analisados, nao

houveram diferengas significativas entre as populacbes de células T, células

dendriticas e neutrdéfilos. Contudo, houveram algumas diferengas na populacéo de

macrofagos entre os grupos. Observando os numeros absolutos de macréfagos no
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pulméo foi verificado que os grupos diabéticos apresentaram um maior numero de
células do que os grupos nao diabéticos em geral (p<0,0171). Numa segunda analise,
0s grupos apresentando o maior numero de macrofagos foram os diabéticos

infectados com a amostra COH1 e com a amostra GBS90356 geral (p< 0,0394).

Figura 26 — Presenga de macréfagos no pulmdo de animais diabéticos ou né&o

diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356 e
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Legenda: Numero de macréfagos viaveis encontrados no pulm&o de animais diabéticos ou nao
diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae GBS90356 e COH1 no modelo de
cinco dias. Cada ponto no gréfico representa um animal. *p<0,05

3.14 Perfil de células imunes cardiacas por RT-qPCR

Como mencionado anteriormente, as populag¢des de células imunes no coragao
foram analisadas utilizando marcadores para macrofagos, neutrofilos, células T e
células dendriticas a partir da técnica de RT-qPCR.

Nos animais infectados com a amostra GBS90356, os genes marcadores de
células T (CD3, p=<0,05), macrofagos (CD11b, p<0,001; F4/80, p<0,001) e neutrdfilos
(CD11b, p=<0,001; Ly6G, p<0,001) foram altamente expressos nos animais diabéticos.
Apesar de nao infectado, o grupo diabético ndo-infectado (DNI) também apresentou
niveis considerados dos marcadores, porém em niveis abaixo dos animais DI (Figura
27).
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Figura 27 — Marcadores de células imunes encontrados nos animais diabéticos ou n&o

diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae GBS90356
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Legenda: Quantificacdo dos genes marcadores de células imunes caracterizando a populagdo de
células encontrada no coracido de animais diabéticos ou ndo diabéticos infectados com a
amostra GBS90356 durante 5 dias. Neutrofilos (CD11b, Ly6G), macréfagos (CD11b, F4/80),
células dendriticas (CD11c, MHC Class Il) e células T (CD3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Nos animais infectados com a amostra COH1 o padrao foi similar com a
presenca mais evidente de marcadores para macrofagos (CD11b, p<0,001; F4/80,
p<0,001) e neutréfilos (CD11b, p<0,001; Ly6G, p<0,001) em animais diabéticos
infectados. Os animais ndo diabéticos infectados (NDI) apresentaram elevado numero
de marcadores de células dendriticas (CD11c, p<0,01; MHC Class Il, p<0,01) e células

T (CD3, p=<0,01) quando comparados aos animais diabéticos infectados (Figura 28).
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Figura 28 - Marcadores de células imunes encontradas nos animais diabéticos ou n&o

diabéticos infectados com a amostra de S. agalactiae COH1
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Legenda: Quantificagdo dos genes marcadores de células imunes caracterizando a populagéo de
células encontrada no coragédo de animais diabéticos ou ndo diabéticos infectados com a
amostra COH1 durante 5 dias. Neutrofilos (CD11b, Ly6G), macrofagos (CD11b, F4/80),
células dendriticas (CD11c, MHC Class Il) e células T (CD3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.15 Imagens histoloégicas cardiacas coradas com hematoxolina e eosina e

Giemsa

A coloracao por hematoxilina e eosina (HE) permite a obtencdo de uma visao
geral do o6rgao estudado, ressaltando estruturas como a disposicdo das fibras
musculares cardiacas (miocardio), organizagado da serosa (pericardio), revestimento
interno das camaras (endocardio), ventriculos, veias, artérias e valvulas.

Nas imagens obtidas apds coloracdo por HE, a valvula cardiaca do grupo
controle (ndo diabético e nao infectado) ndo apresentou nenhum tipo de obstrugao,
havendo apenas um baixo numero de hemacias junto as extremidades. No grupo
diabético infectado foi verificado um grande extravasamento de hemacias com a
presencga de infiltrados de células imunes, indicando uma regiao de alta inflamacgao.
As imagens dos grupos diabético ndo infectado (DNI) e diabético infectado (NDI)

apresentaram problemas, e por isso ndo foram inseridas.
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Figura 29 — Laminas histologicas cardiacas e lesdes teciduais causadas por amostra

de S. agalactiae GBS90356 coradas com hematoxilina e eosina

Legenda: (A) Valvula do ventriculo direito do grupo controle, sem obstrugdo e com baixa quantidade
de células sanguineas proximas as suas extremidades (seta); (B) Valvula do ventriculo
direito do grupo diabético infectado com numero elevado de hemacias extravasadas
(marcacéo vermelho escura com asteristico) e infiltrados de células inflamatérias ao redor
(seta). Aumento de 10x; (C) Aumento de uma das regides de infiltracdo de células
inflamatdrias do grupo diabético infectado (circulo). Aumento de 100x.

Na busca de indicios de endocardite nos animais estudados, nosso foco foi
analisar a presencga de infecgdo bacteriana na superficie endotelial valvular, além de
extravasamento de hemacias e infiltrado de células imunes. A coloracido de Giemsa é
altamente utilizada para diagndstico histopatoldgico de parasitas e bactérias, como S.
agalactiae.

Nas imagens histologicas coradas com Giemsa, foi possivel observar
novamente a valvula do animal ndo-diabético nao-infectado (NDNI) completamente
desobstruida. Contudo, sinais inflamatérios moderados foram verificados nos animais
nao diabéticos infectados (NDI, Figura 30B) e um leve extravasamento de hemacias
nos animais diabéticos nao infectados (DNI, Figura 30C). Os animais diabéticos
infectados (DI) com a amostra GBS90356 houve um infiltrado de células imunes, além

de extravasamento de hemacias causando obstrug¢ao valvular (Figura 30D e E).
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Figura 30 - Laminas histologicas cardiacas e lesdes teciduais causadas por amostra

de S. agalactiae GBS90356 coradas com Giemsa
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Legenda: (A) Valvula do ventriculo direito do grupo controle (NDNI), sem apresentar obstrugéo; (B)
Valvula do ventriculo direito do grupo ndo diabético infectado (NDI) com a amostra
GBS90356, apresentando leve obstrugao por hemacias e sem danos teciduais aparentes;
(C) Valvula do ventriculo direito do grupo diabético ndo infectado (DNI), apresentando
baixo nimero de hemacias; (D) Valvula do ventriculo direito do grupo diabético infectado,
com numero elevado de hemacias extravasadas e infiltrados de células inflamatérias ao
redor (seta), além de células disformes. Figuras A, B e D: 50um, Figura C: 20um.

3.16 Imagens histolégicas cerebrais coradas com Hematoxolina e Eosina

Com a segunda parte do cérebro dos animais, foram realizadas coloragées
histolégicas com hematoxilina e eosina (HE) visando quantificar a espessura da
meninge. Infiltrados inflamatérios em resposta a infecgdes na meninge aumentam a
espessura dessa regiao.

Como podemos observar na imagem, houve diferenga significativa
(quantificagdo realizada utilizando o software Image J) entre os dois grupos. Os
animais infectados com a amostra CJBIIl apresentaram aumento na espessura da
meninge e pontos claros de infiltrados de células imunes quando comparados as
amostras infectadas com a mutante CJBIllAessC (Figura 26).
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Figura 31 — Laminas histolégicas cerebrais e espessamento da meninge causada pela

amostra de S. agalactiae CJBIII coradas com HE

Espessamento da menings
1 L]
= 1
H
E 11!-
el =
o 1
J |2
.
—"
L
wl
i
U
=
&
[

Legenda: Imagens histoldgicas obtidas do cérebro de animais CD-1 submetidos a infec¢do caudal com
as amostras CJBIII ou CJBIlIAessC e quantificagdo do espessamento da meninge.
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4 DISCUSSAO

Doencas invasivas causadas por S. agalactiae sao responsaveis por levar ndo
s6 neonatos e mulheres gravidas ao desenvolvimento de doengas graves e a 6bito,
como também elevar a taxa de morbidade e mortalidade em adultos
imunocomprometidos (Schrag et al., 2000; Skoff et al., 2009). A necessidade de uma
maior compreensao dos mecanismos de viruléncia, principalmente em grupos mais
susceptiveis como pacientes diabéticos, vem sendo cada vez mais discutida (Batista,
Ferreira, 2015; Vasikasin, Changpradu, 2021; Nguyen et al., 2021). S&0 escassos 0s
estudos que correlacionem a infecgdo por S. agalactiae em pacientes diabéticos,
apesar de ser a doenga mais comum associada a presenca desse patdégeno (Arias et
al., 2022). Por isso, esse estudo buscou caracterizar um sistema de secrecéo até
entado inédito em S. agalactiae, e utilizar amostras hipervirulentas do patégeno para
compreender o desenvolvimento de doencas infecciosas como endocardite e
pneumonia em condigdes hiperglicémicas in vivo e in vitro, mimetizando a diabetes.

Amostras de S. agalactiae pertencentes a diferentes tipos capsulares
previamente caracterizadas e estabelecidas em estudos prévios e uma amostra obtida
de um paciente diabético com infec¢cdo no trato urinario (ITU) causada por esse
microrganismo, a D01, foram utilizadas neste trabalho. A amostra D01 levou a
paciente a um quadro de ITU grave, necessitando de longo periodo de internagdo. Ao
realizar a tipagem capsular, a amostra D01 foi identificada como pertencente ao tipo
Il e apresentando o gene hvgA, indicando o potencial hipervirulento da amostra
bacteriana.

A amostra GBS90356, de uso padrao em nosso laboratério, foi utilizada como
um dos comparativos para a caracterizacdo da D0O1. Estudos publicados pelo nosso
grupo foram responsaveis pelo sequenciamento genémico dessa amostra, sendo a
primeira descrita no Brasil como pertencente ao tipo capsular Ill e ST-17 (Lannes-
Costa, 2020). De acordo com Hsu e colaboradores (2021), a ST-17 caracteriza
amostras mais virulentas da espécie, associadas a elevados quadros de meningite
neonatal com alta morbidade e mortalidade, além de ser reconhecida como ST de
rapida disseminacdo mundial.

Como mencionado anteriormente, a formacao de comunidades de biofilmes

facilita a sobrevivéncia e proliferacdo microbiana, aumentando a resisténcia as
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defesas do hospedeiro e a privagao de nutrientes. A colonizacédo e infecgcao de S.
agalactiae em tecidos-alvo requer a capacidade dessas bactérias de aderir e persistir
na mucosa e em superficies epiteliais (Rosini e Margarit, 2015). Os resultados dos
ensaios de biofilme no presente trabalho, demonstrou que as trés amostras de tipo
capsular Il (ST-17) apresentaram capacidade de produgédo de biofilme de forma
heterogénea. Dentre todas as condi¢des testadas, a amostra D01 foi a unica média
produtora de biofilme nos meios de cultura BHI, BHI +1% de glicose e TSB +1% de
glicose. A amostra COH1 foi considerada média produtora apenas nos meios TSB e
TSB + 1% de glicose e a amostra GBS90356, baixa formadora de biofilme em todas
as condi¢des como verificado anteriormente pelos estudos do nosso grupo (Sanches,
2018).

Estudos publicados anteriormente com a amostra COH1, o acréscimo de 1%
de glicose ao meio tornou a produgao de biofilme 2 a 4 vezes maior do que em meio
TSB puro (Rinaldo et al., 2010; D’Urzo et al., 2014). Em nosso estudo, o acréscimo de
glicose nao foi capaz de aumentar a producgao de biofilme quando comparado ao meio
puro para as amostras GBS90356 e COH1 em nenhum dos meios de cultivo testados.
Para a amostra D01, houve diferengca no crescimento entre o meio TSB e TSB
acrescido de glicose, sendo esse mais favoravel para a formagao do biofilme.

O aumento de pH pode beneficiar ou ser deletério para os microrganismos
durante a producao de biofiime. De acordo com Ratzke e Gore (2018), bactérias
testadas em meios com 1% de glicose promoveram maior redugédo do pH do meio. As
especies Lactobacillus plantarum e Pseudomonas veronii tornaram o pH mais acido,
aumentando o crescimento bacteriano. Em todas as condi¢des testadas, no presente
trabalho, as amostras COH1, GBS90356 e D01 reduziram o pH do meio e isso pode
contribuido, em parte, para a producdo do biofilme como mencionado em outros
trabalhos (Borges et al., 2012; Yang et al., 2012; D'Urzo et al., 2014; Dilrukshi et al.,
2021). Trabalhos utilizando amostras de Streptococcus pyogenes mostraram o efeito
do aumento do biofilme com acréscimo de glicose, promovenso resultado direto da
acidificagao devido a produgao metabdlica de acidos organicos (Manetti et al., 2010).
Contudo, a alteracédo no pH e a relagdo com a maior formacgao de biofilme pode variar
de acordo com o meio de cultivo testado. Ho et al. (2013) demonstraram que o baixo
pH induziu a produgédo de biofilme em meio quimicamente definido limitado por
nutrientes (MOYE), porém nao em meios ricos como THB.
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Diabetes mellitus (DM) é provavelmente uma das doencas mais antigas
conhecidas pelo ser humano (Olokoba, Olusegun, Olokoba, 2012). Estima-se que 366
milhdes de pessoas tiveram DM em 2011; e que até 2030 esse numero pode evoluir
para 552 milhdes (International Diabetes Federation, 2011). Dados preocupantes
apontam que 80% dos pacientes com DM vivem em paises de baixa e média renda
(Olokoba, Olusegun, Olokoba, 2012). A resisténcia a insulina, uma das caracteristicas
principais em condigcbes de diabetes, esta associada com o aumento da
susceptibilidade a infec¢des bacterianas invasivas (Lin et al., 2011; Mook et al., 2011;
Thomsen et al., 2011, Kenzel et al., 2012). Contudo, poucos sédo os trabalhos de
interacdes entre S. agalactiae e modelos diabéticos. Além disso, boa parte das
publicagdes utiliza exclusivamente o modelo de ulcera na epiderme, o que restringe
os estudos a apenas uma via de infecgcao. Edwards e Fusilier, em 1982, publicaram o
primeiro trabalho utilizando animais induzidos a diabetes utilizando a droga
estreptozotocina (STZ) e infeccdo por S. agalactiae, levando os animais a uma
infeccdo generalizada. Os experimentos iniciais realizados por eles demonstraram
que amostras do tipo capsular Il tiveram a viruléncia aumentada em animais
diabéticos, o que também ja havia sido visualizado no mesmo modelo com
Pseudomonas aeruginosa (ltahara et al., 1980).

Trabalhos mais recentes, como o levantamento epidemiolégico e de
susceptibilidade aos antimicrobianos realizado com pacientes diabéticos infectados
com S. agalactiae no Egito (Abd-ElAleem et al., 2021), ou como o estudo de caso em
paciente com meningite e associagdo com de otite causada pelo patdgeno (Villareal,
Goslin, Bajracharya, 2021) trazem dados importantes para a melhor compreensao da
associagao entre diabetes e infecgdes bacterianas. Contudo, essas publicagdes nao
explicam o desenvolvimento das doengas associadas como pneumonia, sepse,
endocardite, entre outras. Além disso, nao caracterizaram as condi¢des inflamatodrias
exacerbadas pela presenga do microrganismo e quais os reflexos clinicos em um
modelo murino de diabetes.

Os animais utilizados em nosso modelo de diabetes induzido por STZ foram
submetidos a pesagem corporal e dosagem glicémica durante os experimentos,
visando confirmar o fendétipo esperado em condi¢des hiperglicémicas. A diabetes foi
confirmada em todos os modelos, mesmo em diferentes tempos de infecgcdo. Uma
perda dramatica de peso pode ser indicio e sinalizar o surgimento da diabetes

(Diabetes & Endocrinology, 2022). Em diabéticos a perda de massa corporal € bem



&9

estabelecida, decorrente da insuficiéncia de insulina. As células do corpo tornam-se
incapazes de obter glicose e utilizam outros substratos como proteinas e gordura
como fontes de energia (American Diabetes Association, 2011). Os rins passam a
trabalhar em excesso visando eliminar o agucar no sangue, podendo danificar esse
orgao tao importante. A associacdo entre infecgbes bacterianas e diabetes € capaz
de exacerbar essa perda de peso através da alteracdo do equilibrio metabdlico-
endécrino do hospedeiro (Rayfield et al., 1982).

Nossos resultados apresentaram algumas divergéncias em relagdo a esses
parametros. No modelo de cinco semanas de infeccéo, o fendtipo de reducéo no peso
corporal dos animais diabéticos que era esperado foi atingido. Por outro lado, nao
houve diferenga em periodos mais curtos de infecgdo, com cinco dias, para ambos os
grupos infectados com a amostra GBS90356 ou COH1. Esse resultado pode ser
explicado devido a um menor tempo para a agao da droga (STZ) nesses animais. De
acordo com Furman (2015) e Deeds et al. (2011), por mais que a delecdo das ilhotas
B-pancreaticas seja mais imediata em modelos de indugao a diabetes com uma alta
dose unica de STZ, o estado de hiperglicemia grave, com niveis de glicose no sangue
atingindo de 300 a 600mg/dL se desenvolve apenas apds 3 semanas de indugédo. Em
modelos utilizando multiplas doses da droga, o tempo para alcangar esse estado
grave pode ser de até 7 semanas.

A partir das taxas de sobrevivéncia dos animais infectados durante cinco dias,
podemos observar a elevada letalidade das amostras bacterianas, principalmente em
animais diabéticos, como ja descrito por Phoompoung e colaboradores (2021). Eles
demonstraram que em 30 dias de infeccao a taxa de mortalidade dos pacientes
diabéticos com pneumonia causada por S. agalactiae na Tailandia foi de 24,96% e de
11% em casos de ITU, problemas renais e sepse causada pelo patégeno. Kessel e
colaboradores (2021) também afirmam que amostras pertencentes ao CC-17 levaram
a obito 8% dos pacientes recém-nascidos com meningite e 21% dos pacientes com
mais de 3 meses de idade.

A infecgao intranasal, com o tempo de cinco semanas, nao levou nenhum
animal a 6bito. Apesar disso, o aparecimento de abcessos na pele dos animais foi
descrito anteriormente pelo nosso grupo, durante minha dissertagdo de mestrado. Os
tempos distintos indicaram as fases aguda (5 dias) e cronica (5 semanas) de infecgao,
de acordo com Veridiano (2017). A diferenca na mortalidade entre as duas vias de

infeccdo pode ser explicada, entre outras razdes, pela dose mais baixa utilizada nos



90

animais infectados via intranasal (1x10°UFC/mL) e também por ser uma via de
inoculagao mais lenta.

O modelo de infecgado intranasal € utilizado para mimetizar uma via muito
importante para S. agalactiae. Esse patdogeno é capaz de ascender o trato vaginal e
ultrapassar a barreira placentaria, entrando em contato com o bebé ainda no utero,
contudo a via até entdo mais compreendida e estudada € a infecgdo a partir da
inalacdo do liquido amnidtico pelo recém-nascido durante o parto normal (Berner,
2004; Six et al., 2014). Apesar de ser obrigatdrio em paises como os Estados Unidos
(American Society for Microbiology, 2020), o teste do cotonete (como é conhecido no
Brasil), ndo € uma pratica obrigatéria na rotina de exames ao final da gravidez (do
Nascimento et al., 2019).

Nossos resultados demonstraram que a infecgao intranasal foi bem-sucedida,
onde o S. agalactiae foi capaz de disseminar por diversos 6rgaos, caracterizando
infeccdo generalizada, podendo causar disfun¢ao ou faléncia de multiplos 6rgéos. A
diferenga no numero de col6nias entre os 6érgéos apos cinco semanas de infecgao foi
variavel. No cérebro, ndao houve diferenga significativa entre diabéticos e nao-
diabéticos. O processo de penetragao na barreira hemato-encefalica (BHE) realizado
por S. agalactiae ainda vem sendo estudado para melhor compreensdo. Dados
publicados demonstram que a presenca de uma proteina de superficie denominada
bspC é importante no rompimento da BHE (Deng et al., 2019). Ambas as amostras
utilizadas neste estudo em modelo animal apresentam a proteina bspC, de acordo
com o trabalho da mesma autora. Desta forma, podemos sugerir que a hiperglicemia
desses animais nao interferiu na agado dessa proteina, pois ambos os grupos foram
capazes de ultrapassar e atingir a meninge na mesma propor¢ao. Além disso, em
periodos mais longos de infecgdo, como em cinco semanas, o S. agalactiae foi capaz
de ultrapassar a BHE tanto em animais saudaveis quanto em condicdes de diabetes.
Assim, estudos com tempos de infeccdo menores estdo em andamento no
LBMFE/UERJ para avaliar se S. agalactiae é capaz de ultrapassar a BHE nos animais
diabéticos. E importante continuar esses ensaios em tempos menores e em
backgrounds murinos distintos, o que infelizmente ndo pdde ser realizado durante
esse trabalho devido a algumas limitagdes como acesso a esses animais no Brasil, e
o tempo curto pds retorno ao laboratério nos Estados Unidos.

Nos demais 6rgaos analisados (pulméo, coragao, figado) e no sangue, a

diferenca no numero de UFC/mL foi significativa, demonstrando que mesmo apos
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cinco semanas, o S. agalactiae persistiu de maneira mais efetiva nos animais
diabéticos. De acordo com Hodgson et al. (2015) e Berbudi et al. (2020), séo diversos
os problemas acarretados pela presencga da diabetes que podem auxiliar na evaséao
imune de patdégenos como S. agalactiae: aumento do estresse oxidativo exacerbando
os processos inflamatorios cronicos; reducéo na atividade fagocitica e antibacteriana
de neutrdéfilos e macréfagos, acarretados pelo metabolismo alterado da glicose e
estresse oxidativo; ativagao prejudicada de células natural killer, contribuindo para a
diminuicdo dos niveis de interferon-y, necessario para promover mecanismos
antibacterianos de macréfagos e, fungéo de células dendriticas prejudicada.

No modelo de infecgao aguda, onde utilizamos a via intraperitoneal, obtivemos
resultados expressivos mais rapidamente. Esse modelo € bem estabelecido para
induzir a infec¢gdo aguda com diversos patdégenos, tais como Acinetobacter baumannii
(Harris et al., 2019) e Klebsiella pneumoniae (Franklin et al., 2003). Apesar de
comprovarmos a dispersao bacteriana em todos os 6rgaos analisados, os resultados
foram distintos, de maneira amostra-dependente. Para amostra GBS90356, todos os
animais, diabéticos ou n&o, apresentaram colbnias viaveis, porém sem diferenca
significativa entre os grupos. Nesses experimentos foi possivel verificar uma
tendéncia, onde a contagem de S. agalactiae (UFC/mL) foi maior nos 6rgaos de
animais diabéticos, contudo sem significancia estatistica. De maneira contraria,
observamos o0 mesmo padrao do modelo de cinco semanas com a amostra COH1,
onde a contagem de UFC/mL uma diferenca significativa em todos os orgaos
analisados, incluindo o cérebro de animais diabéticos. Nossos resultados demonstram
que amostras pertencentes ao mesmo tipo capsular e ST-17 (Lannes-Costa, 2020),
podem apresentar comportamentos diferentes relacionados a expressao de fatores
de viruléncia, vias de transducgao de sinais e sistemas regulatérios dois componentes
(Lannes-Costa, de Oliveira, da Silva Santos, Nagao, 2021). A amostra GBS90356
pode ser mais eficiente, levando menos tempo para se dispersar e invadir os 6érgaos
e, desta forma, nao houve diferenca significativa entre os animais diabéticos e nao
diabéticos. Experimentos com menores tempos (a partir de 24h) encontram-se em
andamento para verificar uma possivel diferenca em animais diabéticos e nao-
diabéticos.

Modelos de infecgao vaginal sdo importantes, principalmente quando falamos
de S. agalactiae, por ser um microrganismo presente no trato urovaginal de cerca de
20-30% das mulheres saudaveis (Russell et al., 2017; Shabayek, Spellerberg, 2018;
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Baldan et al., 2021). Patras e Doran (2016) propuseram um modelo de colonizag&o
vaginal murina, onde € avaliar a persisténcia de S. agalactiae no trato vaginal, além
da capacidade de ascensdo bacteriana até o utero. Ao verificar a existéncia e os
mecanismos de acdo de um sistema de secre¢cado nunca descrito na literatura para S.
agalactiae, dois alvos iniciais foram pré-estabelecidos: compreender a importancia do
SST7 no trato vaginal, onde ¢ iniciada a infec¢do de neonatos e mulheres gravidas; e
no cérebro que ao ser atingido por S. agalactiae pode desenvolver casos severos e
até fatais de meningite em neonatos, adultos e idosos imunocomprometidos.

No modelo vaginal, foi realizada a coinfeccdo com amostras de S. agalactiae
WT e que sofreram mutagdo no gene essC, importante na maquinaria do operon
responsavel pela ativagdo do SST7 nesse patdégeno. Os experimentos foram
realizados em backgrounds de camundongos distintos, pois diferengas poderiam ser
encontradas em cada espécie murina inbred (C57Bl/6) ou outbred (CD-1). Nos
animais CD-1, utilizamos as amostras NCTC 10/84 e NCTC 10/84AessC que apos 14
dias foram eutanasiados. Os resultados do presente trabalho indicaram a persisténcia
das amostras bacterianas, verificada a cada dois dias, comprovando a importancia da
presenca do gene essC e consequente ativacdo do SST7 para a sobrevivéncia do
microrganismo no ambiente vaginal. Até a presente data, existe apenas um trabalho
publicado, por Alhajjar e colaboradores (2020), identificando fatores para explicar a
aderéncia e persisténcia de E. faecalis no trato vaginal. De acordo com os autores, a
presenca do SST7 foi necessaria para a ascensao do patégeno no trato reprodutivo
feminino. Nossos resultados demonstraram que a amostra NCTC 10/84 WT persistiu
por mais tempo quando comparada a mutante, corroborando que para S. agalactiae
a presencga de essC influencia na ascensao aos érgéos do trato vaginal como o colo
do utero e o utero.

Ao utilizar o mesmo modelo de interagdo com as amostras CJBIIl e
CJBIlllAessC em animais C57BI/6 observamos um fendtipo curioso, onde por mais de
150 dias os animais continuaram apresentando colénias de ambas as amostras, ndo
havendo diferenga significativa entre elas e sendo capazes de se manterem viaveis
por um tempo de infec¢ao vaginal nunca visto antes em nossos experimentos. O grupo
americano deu prosseguimento ao experimento, onde o0s animais permaneceram
viaveis por mais de 250 dias de infeccdo. Os dados serao publicados demonstrando
a capacidade inédita dessa amostra se manter viavel nos 6rgdos mesmo depois de

tanto tempo de inoculagao.
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De acordo com estudos utilizando diferentes amostras de S. aureus, a presenca
do SST7 promoveu modularidade e heterogeneidade na expressao especifica para
cada amostra (Warne et al., 2016; Tchoupa et al., 2020). Sendo assim, 0 mecanismo
de acao e até mesmo a presenga ou auséncia do SST7 pode variar entre amostras
da mesma espécie. Ainda nao se sabe se ha um padrao dependente do tipo capsular
em S. agalactiae ou algum outro fator que possa influenciar na expressao.

Para o desenvolvimento de meningite em camundongos CD-1, foi escolhido o
modelo hematogénico de injegdo via caudal com as amostras de S. agalactiae CJBIII
e CJBIllAessC. O mesmo modelo havia sido proposto anteriormente para esse
patdogeno em trabalhos publicados recentemente (Deng et al.,2019; Zhu et al., 2021).
Os resultados apresentados a seguir foram inseridos no trabalho publicado ano
passado, em colaboragdo com o nosso grupo de pesquisa (Spencer et al., 2021) e
que esta em anexo ao final desse trabalho (Anexo 1). Durante as 72h de
monitoramento dos animais e a partir dos sinais previamente descritos na
metodologia, podemos confirmar que o modelo de meningite foi estabelecido. A
amostra WT CJBIII obteve sucesso em ultrapassar com maior rapidez a BHE quando
comparado a mutante CJBIlIAessC. Trabalhos realizados previamente com M.
tuberculosis destacaram a capacidade de amostras que possuem o SST7 ativado em
desenvolver doengas como a meningite tubercular (Trunz, Fine, Dye, 2006;
Kaufmann, Evans, Hanekom, 2015). Visamos no futuro a construgdo da mesma
mutante AessC na amostra GBS90356. A amostra COH1AessC ja foi construida pelo
laboratério da Dra. Doran, contudo ainda n&o realizamos experimentos com a mesma.
E importante ressaltar que deleges na proteina expressa pelo SST7 denominada
EsxA, homdloga de outras espécies como S. aureus, ja foram realizadas com a
construcado de mutantes em ambas as amostras CJBIIl e NCTC 10/84, e experimentos
iniciais foram realizados visando determinar se a atividade de EsxA é citotoxica em
modelos in vitro/in vivo. Alguns desses resultados também sdo apresentados na
publicagcdo em anexo ao final desse trabalho.

A capacidade de S. agalactiae sobreviver e se manter viavel em macréfagos ja
havia sido estudada por nosso grupo (Monteiro et al., 2004). Ensaios de aderéncia e
viabilidade intracelular mostraram que a amostra GBS90356 & capaz de sobreviver
24h dentro de macréfagos murinos. Em macréfagos obtidos de animais controle, apos
0s ensaios de invasao, observamos uma contagem de UFC/mL de forma expressiva
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a partir de 60min de infecgéo, confirmando a capacidade do patdbgeno em sobreviver
dentro desses fagocitos.

Para verificar se colénias de S. agalactiae ainda eram encontradas em
macrofagos obtidos do lavado bronqueoalveolar de camundongos apds cinco
semanas de infecgdo, a viabilidade intracelular foi analisada em ambos os grupos
infectados, diabéticos ou ndo para avaliar se as condi¢des hiperglicémicas poderiam
interferir/alterar o potencial de sobrevivéncia. Nossos resultados demonstraram que
apos cinco semanas ainda foram encontradas colbnias viaveis dentro dos macréfagos
e que as células obtidas dos animais diabéticos apresentaram um numero
significativamente superior de UFC/mL. Outros trabalhos abordaram a capacidade de
S. agalactiae ou outras espécies do género Streptococcus em se manterem viaveis
em macrofagos humanos em até 6h (O'Neill, Thurston, Holden, 2016) e murinos
durante 3h (Rogers et al., 2018). Contudo, ndo foram encontrados trabalhos que
demonstrassem essa viabilidade em tempos tado longos e em macrofagos obtidos de
animais diabéticos, tornando nossos dados inéditos.

Macrofagos derivados de animais diabéticos apresentam uma série de
modificagdes quando comparados a macrofagos obtidos de animais ndo diabéticos,
tais como aumento das proteinas quinase B (PKB/Akt) (Ser-473 e Thr-308), quinases
reguladas por sinal extracelular (ERK 1/2) e proteina quinase ativada por estresse
(SAPK/JNK), secregao de niveis desregulados de TNF-qa, IL-6 e IL-10, 6xido nitrico,
NLRP3 e iNOS (Tessaro et al., 2020, Davanso et al., 2021).

Pneumonia e endocardite sdo manifesta¢des clinicas cada vez mais comuns
em pacientes diabéticos infectados com S. agalactiae (Rajagopal, 2009). Ambas as
doencgas derivam de um estado de septicemia, onde a bactéria alcanca diferentes
orgados a partir da corrente sanguinea. A presenga de citocinas inflamatérias
especificas pode caracterizar melhor o microambiente e a resposta imune
desencadeada pelas células do hospedeiro, principalmente durante uma inflamacéao
cronica devido as condigdes hiperglicémicas. A proteina CXCL-1 (KC em
camundongos) € um importante marcador do recrutamento de neutréfilos no sitio de
infeccdo (Sawant et al., 2016; Deng et al., 2019). Em infecgdes agudas, incluindo as
causadas por S. agalactiae, os neutrdfilos fazem parte da primeira linha de células de
defesa do hospedeiro (Kothary et al., 2017). Huang e colaboradores (2016) mostraram
que os pacientes com diabetes tipo 1 apresentaram numeros de neutrofilos mais

elevados do que os controles e o aumento da contagem de neutrdfilos foi
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correlacionado com um risco aumentado de doenca vascular. No modelo de infecgao
IP com a amostra de S. agalactiae COH1, verificamos por ensaios de ELISA uma
maior expressao da proteina KC nos animais diabéticos quando comparados com os
demais grupos, em ambos os 6rgaos analisados.

Neutrofilos sdo importantes moduladores das respostas imunes inatas e
adaptativas, principalmente através da liberagcao de citocinas e recrutamento de mais
neutréfilos para as vias aéreas. Embora tipicamente essencial para combater a
pneumonia grave, o influxo de neutrofilos nas vias aéreas pode trazer maleficios para
o0 pulm&o como a ativagdo excessiva de neutrofilos causando danos graves nos
tecidos através da liberagcdo de agentes toxicos, incluindo proteases, polipeptideos
catidnicos, citocinas e espécies reativas de oxigénio. Em casos extremos, os danos
causados por neutrdéfilos e outros mediadores imunes inatos se tornam a principal
fonte de morbidade e mortalidade (Pechous et al., 2017). O mesmo acontece em
casos de endocardite infecciosa (Bozbay et al., 2014).

IL-18 € uma citocina com potencial altamente inflamatério, comumente
associado a imunidade protetora do hospedeiro (LaRock and Nizet, 2015). IL-1B é
critico na defesa contra S. agalactiae e S. pneumoniae (Hsu et al., 2011; Costa et al.,
2012; Lemon et al., 2015). IL-1B € um dos principais quimioatrativos de neutrofilos
(Chen et al., 2007) e o recrutamento de neutrofilos € amplamente mediado por IL-13
durante infecgdes por Estreptococos do Grupo A (Hsu et al., 2011) e S. agalactiae
(Biondo et al., 2014). A IL-1B também induz a expresséao de fibrinogénio e coagulagao
localizada que ajudam a limitar a disseminagao de S. pneumoniae no pulméo (Yang
et al., 2013). Ainda n&o esta claro se essa expressao ocorre durante outras infec¢des
estreptocdcicas, cujos efeitos nem sempre beneficiam o hospedeiro, pois fatores de
viruléncia expressos na superficie bacteriana podem se ligar ao fibrinogénio e interferir
na ativagado do complemento e na fagocitose (Nizet, Doran, 2013; Walker et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram que os niveis de IL-13 foram superiores em
animais diabéticos infectados com a amostra COH1 somente no pulm&o. Contudo, ha
uma clara tendéncia na maior expressao de IL-13 no coragao dos animais diabéticos.
Nos animais infectados com a amostra GBS90356, tanto os animais diabéticos quanto
0s animais nao diabéticos infectados com a amostra apresentaram elevados niveis de
ambas as citocinas KC e IL-1B, sendo relevantes quando comparado aos demais
grupos controle. Nao houve diferenca significativa no coracdo quando dosamos IL-18.

Isso esta de acordo com os resultados da UFC/mL encontrada em ambos os 6rgaos.
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Da mesma forma, o perfil de citocinas no modelo vaginal foi analisado. Num
modelo de infecgao do trato genital murino com Neisseria gonorrhoeae realizado por
Feinen and Russell (2012), a indugcédo de IL-17 foi descrita, citocina essa que é
importante tanto no recrutamento de neutréfilos quanto na eliminagao imediata da
infeccdo. A producado de IL-22 também foi observada pelos autores, em resposta a
estimulagao com N. gonorrhoeae nos explantes de tecido vaginal cultivados ex vivo.
Ao construir camundongos knockouts deficientes de IL-22, os animais se tornaram
resistentes as infecgdes no trato genital desses animais, porém nao houveram
diferengas no influxo de neutrdfilos no sitio de infecgao.

Em nossos modelos infectados com as amostras CJBIII, CJBIlIIAessC, NCTC
10/84 e NCTC 10/84AessC os resultados diferem da literatura, n&do havendo
diferengas nos niveis de ambas as citocinas em nenhum dos érgaos analisados. Chen
et al. (2021) demonstraram que a diferenciagdo das células CD4* em células Th17
aumenta a expressao dos niveis de IL-17. Outro trabalho publicado por Yu et al. (2018)
mostrou que numa coinfecg¢ao entre S. agalactiae e Candida albicans, os niveis de IL-
17 no lavado cervico-vaginal decairam significativamente. A deficiéncia em IL-23
tornou infecgbes cardiacas mais frequentes e animais mais susceptives ao S.
pneumoniae, influenciando também nas respostas de Th1 e Th17 (Kim et al., 2014).

A expressao das CXCL-1 (KC) e IL-13, também foi quantificada no cérebro dos
animais CD-1 infectados com as amostras CJBIIl e CJBIlIAessC através da via de
inoculagdo caudal. Em um modelo de meninigite causada por Streptococcus
pneumoniae, os niveis de KC, IL-1B, IL-6, MIP-2 e MCP-1 foram elevados nos animais
infectados (Klein et al., 2006). Manzer, Villarreal e Doran (2022) também observaram
altos niveis da proteina KC em amostras cerebrais de S. agalactiae.

Além da expressao de citocinas inflamatdrias, outro indicador importante da
inflamacédo é a expressao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Um trabalho
prévio publicado pelo nosso grupo, utilizando modelo de células endoteliais humanas
(HUVEC) e a amostra de S. agalactiae GBS90356, demonstrou que a geragédo de
EROs ocorreu através da via NADPH oxidase acompanhada da reorganizagao do
citoesqueleto através da via PI3K/Akt (Oliveira et al., 2018). A produgdo de EROs
possui um papel importante em complicagdes da diabetes, gerando além do estresse
oxidativo a morte celular (Volpe et al., 2018). Apesar de ser uma estratégia para
combater a presenca de microrganismos, sua producao descontrolada tende ao efeito

contrario, podendo ser téxico ao tecido infectado. O excesso de neutréfilos e
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macrofagos pode ser responsavel pelos niveis excessivos de EROs (Nouvong et al.,
2016). A dosagem de EROs obtida do lavado bronqueoalveolar foi superior nos
animais diabéticos infectados com a amostra GBS90356 quando comparados aos
demais grupos, principalmente apés 1h com a sonda fluorescente. Nossos dados
demonstram mais um fator capaz de tornar o microambiente celular mais inflamado,
levando ao dano das células e a possivel morte celular.

Apesar de muito relevante, ainda é necessario realizar uma caracterizagao
mais especifica de quais espécies reativas de oxigénio estdo sendo expressas nesse
modelo de infeccdo com técnicas de espectrofotometria ou Ressonancia de Spin
Eletrénico (RSE) (Zhang, Dai, Yuan, 2018).

Para a caracterizagao mais completa da inflamacéao pulmonar e cardiaca, torna-
se importante visualizar quais os tipos celulares imunes recrutados durante a infeccao.
O recrutamento de neutrofilos € bem conhecido em infecgdes agudas por S.
agalactiae (Kothary et al., 2017). Além desse grupo de células, Faherty e
colaboradores (2019) demonstraram a importancia dos macréfagos no contexto dos
recém-nascidos, cujo sistema imunoldgico adaptativo ainda € imaturo, dependendo
quase que unicamente do sistema imune inato para combater infec¢cées bacterianas.
Os macrofagos também estéo presentes na interface materno-fetal, onde auxiliam na
manutengdo da tolerancia materna ao feto em desenvolvimento e combatem
patdgenos que cruzam as membranas extra placentarias (Anders et al., 2017).

Neste trabalho foram utilizados marcadores celulares para identificar
macréfagos, neutrofilos, células dendriticas e células T através das técnicas de
citometria de fluxo para o pulmao e gqPCR para o coracdo. A diferenca nas técnicas
se deu pela falta de um kit de dissociacdo enzimatica que fosse compativel com os
coragdes murinos, contudo os marcadores foram os mesmo para ambos o0s
procedimentos. Os resultados da citometria de fluxo mostraram nao haver diferencas
estatisticas entre os grupos e o recrutamento de células imunes no pulmao. Contudo,
em relagdo ao numero absoluto de macrofagos, a presenga dos mesmos foi maior nos
animais diabéticos infectados com ambas as amostras de S. agalactiae GBS90356 e
COH1 quando comparado aos animais diabéticos nao infectados ou aos animais
controle.

Diferengas na populagado de neutréfilos eram igualmente esperadas, levando
em consideracao os altos niveis da proteina KC encontrados nos ensaios de ELISA.

Além disso, de acordo com a literatura, os neutréfilos séo recrutados em grande escala
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no sitio de infecgdo causadas por S. agalactiae. Contudo, nos dados obtidos pela
citometria de fluxo, ndo houve diferenga significativa entre os grupos diabéticos ou
nao infectados com ambas as amostras, assim como nos grupos nao infectados. Por
ser uma técnica mais complexa e pouco disponivel, ndo foi realizada em duplicata.
Desta forma, ensaios visando a repeticdo esses experimentos estdo em andamento e
serdo realizados em colaboracdo. Além disso, uma explicagcdo para os niveis de
expressao de IL-1 observados pode ser a associagdo com os macrofagos, ao invés
de neutrofilos, como previamente descrito em infec¢des por M. tuberculosis (Krishnan,
Robertson, Thwaites, 2013).

O perfil de células imunes cardiacas por RT-gPCR foi similar, com elevada
marcacao para células T, macréfagos e neutréfilos na infecgdo com a amostra
GBS90356. Em relagdo a infeccdo com a amostra COH1, o recrutamento mais
expressivo foi de células imunes inatas, como macrofagos e neutrofilos, exibindo um
padrdao mais esperado. De acordo com Rubio et al. (2019), em infecgbes causadas
por S. aureus, o recrutamento de leucécitos para as areas de infecgcao e a expressao
de citocinas como TNF-a e IL-1 é esperado em situacdes de endocardite. E importante
descrever que apesar de nao ter sido possivel até a conclusdo desse trabalho
identificar e quantificar marcadores do modelo intrasanal, esse € um passo importante
que visamos realizar para verificar se o recrutamento celular é distinto a partir de
outras vias de infecgao, e se o perfil de células é alterado em tempos maiores pés
infeccéo por S. agalactiae.

Analises histologicas sao extremamente relevantes para obter uma apreciagéo
geral de diversos orgaos apods infecgdes bacterianas, inclusive daqueles que nao
apresentam alteragdes macroscopicas. A partir do estudo histopatolégico cardiaco €
possivel obter o detalhamento das modificacbes causadas por um patégeno dentro
de determinado 6rgao, sendo capaz de diagnosticar doengas e auxiliar no tratamento
com maior precisdo. A fisiopatologia da endocardite infecciosa compreende pelo
menos trés elementos criticos: adaptacdo bacteriana para aderéncia na valvula
cardiaca, a capacidade do patdbgeno em se manter aderido e a sobrevivéncia de
bactérias circulantes na superficie valvar com propagacgao venosa (Sullam, Drake,
Sande, 1985). Adicionalmente, as analises histologicas também s&o importantes na
caracterizagdo da meningite através do espessamento da meninge e infiltrado de
leucécitos (Deng et al., 2019). As imagens histologicas foram analisadas segundo os

critérios descritos por Dylan Ely et al. (2016), buscando infiltrados de células imunes,



99

extravasamento de hemacias, obstru¢cdo das valvulas cardiacas, células gigantes,
depdsito de fibrina e a presenga de microrganismos.

As imagens com a coloragdo de Giemsa e HE demonstraram valvulas
cardiacas obstruidas em camundongos diabéticos infectados com a amostra
GBS90356 quando comparados aos animais controle. Dano tecidual ao redor da
valvula com elevado numero de hemacias, presenca de leucécitos e de células
bacterianas também foram observadas através da coloracido de Giemsa.

Em relagcdo as imagens histologicas cerebrais com HE observamos o
espessamento da meninge em decorréncia dos infiltrados de células imunes nos
animais infectados com a amostra WT CJBIII. Além disso, a mutagao do gene essC
foi capaz de inibir o recrutamento de células imunes, demonstrando que as proteinas
secretadas pelo SST7 podem estar relacionadas com a capacidade do S. agalactiae
em ultrapassar a barreira hematoencefalica, exacerbar a inflamacéo e promover a
meningite bacteriana.

Apesar das limitagdes e da pausa em decorréncia da COVID-19 nos anos de
2020 durante o doutorado sanduiche, e 2021 apds o retorno ao Brasil, foi possivel
realizar uma série de ensaios que corroboram a necessidade de se aprofundar cada
vez mais nos estudos de S. agalactiae em adultos imunocomprometidos. Algumas
publicacdes, realizadas em colaboracdo durante o meu periodo de doutorado, estao
presentes nos anexos 1, 2 e 3 ao final desse trabalho. Além disso, parte dos resultados
foram apresentados em congressos nacionais e internacionais.

Desta forma, os resultados em conjunto contribuem para a melhor
compreensao dos fatores utilizados por S. agalactiae para evadir a resposta imune,
aumentar o potencial de viruléncia e utilizar estratégias de defesa a partir dos
mecanismos imunes do proprio hospedeiro. Nesse trabalho, estudamos de forma mais
profunda as vias de infeccéo, o desenvolvimento da sepse, a capacidade de dispersao
em diferentes tecidos, a resposta do hospedeiro na tentativa de combater o patdégeno
e a capacidade do S. agalactiae em utilizar células imunes e estresse oxidativo em
seu proprio favor. Além disso, comprovarmos a existéncia de um sistema secretor de
proteinas nunca antes descrito em S. agalactiae como um potencializador da infecgao
no trato vaginal e nas meninges. Cabe ressaltar que este estudo foi o primeiro a
contribuir com dados utilizando amostras hipervirulentas do tipo capsular Ill e ST-17

de S. agalactiae em modelo de diabetes induzida, sendo de grande importancia para
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compreender o desenvolvimento de doengas como pneumonia, sepse e endocardite

em pacientes diabéticos causadas pelo S. agalactiae.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados podemos concluir que:

a)

f)

Foi identificada uma nova amostra de S. agalactiae tipo capsular Il e
pertencente a ST-17, proveniente de uma paciente adulta diabética internada
por infec¢ao urinaria causada por essa amostra;

O acréscimo de glicose no meio de cultura BHI nao influenciou na producéao de
biofiime das amostras de S. agalactiae quando comparado ao meio sem
glicose; contudo no meio TSB a adi¢cdo da glicose aumentou a produgéo de
biofilme da amostra D01 apds 24h quando comparado ao meio TSB comum;
As amostras de S. agalactiae D01, GBS90356 e COH1 tornaram os meios de
cultura mais acidos apos 24h, independentemente da adi¢do ou n&o de glicose;
Apos cinco dias de infeccdo intraperitoneal, cerca de 55% dos animais
diabéticos infectados com a amostra COH1 vieram a 6bito, enquanto nenhum
animal nao-diabético morreu apds infeccdo com a mesma amostra; apés a
infeccdo com a amostra GBS90356 cerca de 40% dos animais diabéticos
infectados vieram a 6bito no mesmo periodo, enquanto 60% dos animais nao
diabéticos infectados também morreram;

Todas as amostras de S. agalactiae foram capazes de se dispersar em
diferentes 6rgaos apés infeccdo com todas as vias de inoculagao testadas
nesse trabalho;

Ap0s infecgao intranasal com a amostra GBS90356, o numero de UFC/mL no
pulmao, coracéo, figado e no sangue foi superior em animais diabéticos;

Na via de infeccao intraperitoneal com a amostra COH1 todos os grupos
diabéticos apresentaram maior niumero de UFC/mL quando comparados aos
nao-diabéticos; enquanto apds a infecgao com a amosra GBS90356 nao houve
diferenca significativa entre os 6rgdos em ambos os grupos diabéticos ou nao
diabéticos;

A presencga do gene essC foi importante para a amostra NCTC 10/84 se manter
viavel no trato vaginal por mais tempo, e ascender aos 6rgéos que compdem o

trato vaginal (célo do utero e utero);
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As amostras CJBIII e CJBIlIAessC foram detectadas viaveis na vagina por mais
de 150 dias consecutivos, e com isso n&o foi possivel determinar se a presenga
do gene essC nessa amostra foi relevante até a conclusao desse estudo;

S. agalactiae foi capaz de disseminar através da infeccdo via caudal,
alcangando a corrente sanguinea e ultrapassando a barreira hematoencefalica;
O gene essC demonstrou ser importante para S. agalactiae atravessar a
barreira hematoencefalica e causar meningite em 72h de infecgao;

S. agalactiae demonstrou se manter viavel dentro de macréfagos a partir de 1h
de infeccdo; e em macrofagos obtidos dos animais diabéticos demonstrou estar

viavel por mais de cinco semanas;

m) A expressao de citocinas pré-inflamatérias no pulméo, cérebro e coragao foi

P)

q)

superior nos animais diabéticos infectados com as amostras de S. agalactiae
(especialmente a proteina KC), o que corrobora com o recrutamento de
neutréfilos e macréfagos identificados no coragéo;

O perfil de expressao de citocinas proé-inflamatérias pareceu ser dependente
da amostra;

No pulméo, as unicas células imunes que apresentaram aumento da populagcao
pos infeccdo por S. agalactiae em cinco dias foram os macréfagos,
especialmente em animais diabéticos;

No trato vaginal, apenas uma citocina analisada, IL-23, demonstrou ser
relevante para a amostra CJBIlIAessC;

A expressao de espécies reativas de oxigénio foi superior em animais
diabéticos apdés 1h, e mesmo apds isso as amostras de S. agalactiae
conseguem combater esse mecanismo de defesa e se manter viaveis em
macrofagos;

Os marcadores de células imunes identificaram uma populacao diversificada
em ambos os 6rgéos, apontando um maior numero de células T, macrofagos e
neutrofilos no coragao; macréfagos e neutrofilos no pulméao;

Indicios de endocardite foram identificados nos animais diabéticos infectados,
além da presencga de colbnias de S. agalactiae na valvula cardiaca;

Da mesma maneira, sinais de meningite foram identificados nos animais
infectados com a amostra de S. agalactiae wild-type, corroborando a
importancia do SST7 no processo de meningite bacteriana causada por esse

patégeno.
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Abstract

Type VIl secretion systems (T7SS) have been identified in Actinobacteria and Firmicutes
and have been shown to secrete effector proteins with functions in virulence, host toxicity,
and/or interbacterial killing in a few genera. Bioinformatic analysis indicates that isolates of
Group B Streptococcus (GBS) encode at least four distinct subtypes of T7SS machinery,
three of which encode adjacent putative T7SS effectors with WXG and LXG motifs. How-
ever, the function of T7SS in GBS pathogenesis is unknown. Here we assessed the role of
the most abundant GBS T7SS subtype during GBS pathogenesis. In a murine model of
hematogenous meningitis, mice infected with GBS lacking a functional T7SS or lacking the
secreted WXG100 effector EsxA exhibited less mortality, lower bacterial burdens in tissues,
and decreased inflammation in the brain compared to mice infected with the parental GBS
strain. We further showed that this T7SS induces cytotoxicity in brain endothelium and that
EsxA contributes to these cytotoxicity phenotypes in a WXG motif-dependent manner.
Finally, we determined that EsxA is a pore-forming protein, thus demonstrating the first role
for a non-mycobacterial EsxA homolog in pore formation. This work reveals the importance
of a T78S in host-GBS interactions and has implications for T7SS effector function in other
Gram-positive bacteria.

Author summary

Group B Streptococcus (GBS) is an important human pathogen that is a leading cause of
invasive disease in newborns and certain adult populations, including pregnant women,
the elderly, and those with diabetes. During pregnancy, asymptomatically colonizing GBS
in the female genital tract can be transmitted to the fetus or newborn and can result in
neonatal meningitis upon GBS disruption of the blood-brain barrier (BBB). GBS encodes
a type VII secretion system (T7SS), which may allow export of proteins and/or toxins that
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promote BBB disruption; however, the GBS T7SS has not been studied. Here we show
that GBS encodes four types of T7SSs and that the most prevalent subtype is important for
GBS meningitis progression, possibly by inducing inflammation and cell death in the
brain. We also show that a secreted T7SS effector protein, EsxA, contributes to GBS path-
ogenesis and can form pores in lipid membranes. This is the first demonstration of EsxA-
mediated pore-formation in Gram-positive bacteria.

Introduction

Bacteria utilize secretion systems to respond to changes in environment, defend against inter-
bacterial killing, acquire nutrients, exchange genetic material, and promote virulence within
the host [1,2]. To date, several secretion systems have been identified in bacteria, but the
majority are encoded by Gram-negative organisms. The type VII secretion system (T7SS) was
discovered in Mycobacterium tuberculosis (Mtb), in which core machinery components assem-
ble in the inner membrane and utilize an ATPase to drive secretion of typically small, ci-helical
proteins lacking traditional signal peptides [3]. These proteins are approximately 100 amino
acids in length and center a tryptophan-variable-glycine (WXG) motif within the hairpin loop
between two a-helices; they are designated WXG100 proteins and are now considered canoni-
cally secreted factors of T75Ss [4-6]. The five ESX systems in Mtb [3] secrete at least 22
WXG100 proteins [7] and have been implicated in a number of functions, including phagoso-
mal rupture and macrophage intracellular survival [8,9], toxin secretion [10] and nutrient
acquisition [11].

Improvements in next generation sequencing techniques have facilitated the identification
of additional T7SS loci in other Actinobacteria (T7SSa) and in Firmicutes (‘T7SSb) based on
homology of ATPase- and WXG100 protein-encoding genes [7]. In Firmicutes, the mecha-
nism and components of the T7SSb have been most extensively studied in Staphylococcus
aureus [12-16], in which the core machinery consists of four membrane proteins: EsaA, EssA,
EssB, and EssC, as well as a cytoplasmic protein, EsaB [17,18]. While deletion of any one of
these core components can abrogate T78Sb activity [13,19,20], the hexameric, membrane-
bound ATPase EssC is considered the driver of T7SSb, of which the ATP-binding domains in
the C-terminal region are required for substrate secretion and the C-terminal region is also
necessary for substrate recognition and specificity [15,21,22]. Tt has been shown in several
Gram-positive bacterial species that the C-terminal sequence of EssC is highly variable across
strains, and each EssC variant is accompanied by a unique set of putative secreted effector-
encoding genes [17,23,24]. Thus, it is likely that the function of a given T7SS in interbacterial
competition or virulence is determined at the level of its secreted effectors.

Despite variation in EssC sequence and putative effector repertoires between strains and
bacterial species, genomic analyses indicate that T7SSb loci encode relatively conserved core
components (including the N-terminus of EssC) as well as homologs of the WXG100 protein
EsxA, a widely studied T7SS substrate [12,17,25,26]. Increasing numbers of reports have
shown a role for the T7SSb and/or EsxA in the pathogenesis of several Gram-positive bacteria
[12,27-30]; however, T7SSb has not yet been characterized in the important pathogen Strepto-
coccus agalactiae (also known as Group B Streptococcus, GBS). GBS is a B-hemolytic strepto-
coccal species and the leading etiologic agent of bacterial meningitis in neonates [31-33]. GBS
exists primarily as an asymptomatic colonizer of the gastrointestinal and female reproductive
tracts but can cause disease in newborns upon its transmission from the vaginal tract of the
mother in utero or during birth [34,35]. In the newborn, GBS can infect the lungs or blood to
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cause pneumonia and bacteremia, and in some cases may penetrate the brain resulting in men-
ingitis [36,37]. GBS infection among other immunocompromised populations such as elderly
adults or adults with cancer or diabetes is also rising in prevalence [38-40]. While many factors
have been identified that mediate the physical interaction of GBS with the brain endothelial
cells that constitute the blood-brain barrier (BBB) [41], the mechanisms by which GBS dam-
ages or breaks down that endothelial barrier are still being elucidated.

Herein, we characterize the T7SSb in GBS. We show by genomic analysis of available whole
genome sequences that the GBS T7SS can be divided into at least four subtypes based on the
C-terminus of EssC. The GBS T7SS subtype I is the most prevalent, representing >50% of all
isolates analyzed. Using an example subtype I GBS strain, CJB111, we show that deletion of the
ATPase-encoding gene, essC, mitigates virulence and GBS-induced inflammation in the brain,
as well as cell death in brain endothelial cells, and that these phenotypes are dependent on the
secreted T7SS substrate EsxA. We further show that the EsxA WXG motif is required for cyto-
toxicity in brain endothelium and that EsxA is a pore-forming protein. Our study provides the
first experimental evidence indicating the T7SS promotes GBS pathogenesis and is the first to
demonstrate a role for a non-mycobacterial EsxA homolog in pore formation.

Results
Identification of four GBS T7SS subtypes based on EssC protein sequence

As a T7SS for major neonatal pathogen GBS has not been described, we analyzed closed
genome sequences from GBS isolates for the presence of T7SS core genes and putative effec-
tors. We observed an extensive amount of genetic diversity in T7SS operons regarding
sequence homology of essC as well as the presence of putative T7SS effectors, including esxA
homologs and putative LXG toxin-encoding genes. To determine which GBS T7SS subtype
might be most prevalent, we examined the C-terminal 225 amino acids of EssC. In S. aureus
and Listeria monocytogenes, the EssC C-terminus is the point at which the protein sequence
diverges into distinct EssC variants, and each associate with unique downstream putative effec-
tor-encoding genes [15,24]. We observed that the 80 GBS whole genome sequenced isolates
that encode the 225 C-terminal amino acids of EssC (51 Table) can be divided into at least four
subtypes, the majority of which (46/80; 57.5%) encode an EssC variant that we now classify as
subtype I (Fig 1A and 1B). While the full protein sequences between GBS EssC variants did
not vastly differ (~89-98% identity), GBS EssC variants exhibited less homology to the four
EssC variants identified in S. aureus [17] (~42% identity) and the seven EssC variants identi-
fied in L. monocytogenes [24] (~48% identity) (S1A Fig and S2 Table). Further, BLAST analysis
of the putative T7SS effector-encoding genes downstream of EssC1 in subtype I strain CJB111
Fig 1C) revealed little to no homology to the downstream putative effectors encoded in other
GBS subtypes or those encoded in S. aureus or L. monocytogenes (examples of GBS strains
from each subtype are shown in S1B Fig). Despite this low sequence identity, however, some

proteins encoded in this region contain similar conserved domains/motifs across GBS T7SS
subtypes and thus may have conserved function (as was hypothesized in S. aureus [17]). Aside
from the highly conserved EsxA effector encoded upstream of the T7SS locus, the genes found
most commonly across GBS subtypes were those encoding DUF4176 domain-containing pro-
teins (S1B Fig), which are located slightly downstream of putative LXG effector encoding
genes across GBS T78S subtype I-111.

Deletion of essC from GBS T7SS subtype I strain, CJB111

As the majority of GBS strains are in subtype I, we utilized neonatal isolate CJB111 as an exam-
ple subtype I strain to study the role of the GBS T755b in virulence. In addition to EssC,

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1010121 December 6, 2021 3/25




123

PLOS PATHOGENS GBS T7SS mediates virulence

[| ¢D20T008-00T)
a A909
09mas018883
ILRIODS
NGB5061
ss1
CU_GBs 08

CU GBS_98
HND16 ~

=
|
[~ |
0 v
B507
subtype |
(CJyB111)

faaTatatatatatals
SRS

F4=A

Sio Zohn!
i

Total=80

subtype Il
(2603V/R)

subtype IlI ;

(CNCTC S

10/84) subtype IV
(COH1)

PRI Z Zow,

0.2
C DUF4176
CJB111 T7SS locus ol domain-

e containing
containing

esxA esaB : protein

1 2 essA

Fig 1. Genomic analysis of GBS T7SS subtypes and characterization of the GBS T7SS operon in subtype I strain, CJB111. a) Phylogenetic tree of
whole-genome sequenced GenBank isolates that encode the C-terminal 225 amino acids of EssC. Subtype I strains (example strain CJB111; n = 46) are
highlighted in green, subtype II strains (example strain 2603V/R; n = 15) are highlighted in blue, subtype III strains (example strain CNCTC 10/84;

n = 5) are highlighted in red, and subtype IV strains (example strain COH1; n = 14) are highlighted in yellow. b) Distribution of GBS T7SS subtypes
based on EssC C-terminus in whole-genome sequenced GBS isolates that encode T7SS (n = 80). ¢) Diagram of the T78S locus in CJB111 (roughly to
scale; accession CP063198.2). Genes in purple encode WXG100 or WXG100-like proteins, gene in teal encodes a LXG domain-containing protein, and
gene in maroon encodes a DUF4176 domain-containing protein. Genes in various shades of gray are either annotated as hypothetical or do not have a
predicted function. Arrows with patterns indicate T7SS subtype-specific genes that exhibit little to no homology to those present in other GBS T7SS
subtypes. Putative core genes of the operon are esaA through essC.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121.g001

CJB111 encodes putative T7SSb core components, of which EssB, and EsaB are homologous to
those found in S. gureus genomes (Fig 1C). CJB111 also encodes two copies of the WXG100
protein-encoding gene esxA upstream of the T7SS core genes (designated as esxAI and esxA2
as they are 95% identical to each other) and additional putative T7SS effectors (including an
LXG-domain containing protein) downstream of the T7SS core genes (Fig 1C). In S. aureus,
the EssC ATPase has been characterized as the driver of T7SS secretion and deletion of this
gene abrogates secretion of all T7SS substrates [12,19]; we hypothesized that EssC might have
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a similar role in GBS and thus deleted essC from CJB111 to assess the contribution of T7SS to
GBS pathogenesis. The AessC deletion strain was complemented using an overexpression plas-
mid and these strains were confirmed to have the expected expression levels of essC (S2A Fig).

T7SS contributes to virulence and meningitis development

To assess if the GBS T7SS is important for virulence in vivo, we infected CD1 mice with
CJB111 or C]B111AessC via tail vein injection and assessed survival and meningitis progres-
sion. Mice displaying neurological symptoms, such as paralysis or seizures, as well as those
found moribund were sacrificed. Mice injected with CJB111 became moribund much more
quickly than those infected with the AessC mutant. By 36 hours post-infection, approximately
55% of the CJB111-infected mice had succumbed to infection compared to just 5% of those
infected with the AessC mutant (Log rank test, p = 0.0001, ***; Fig 2A). To assess the impact of
the T7SS on GBS burden during infection, blood and various tissues were isolated, homoge-
nized and plated to enumerate CFU (Fig 2B-2D). Significantly less bacteria were observed in
the blood and heart of AessC-infected mice (Fig 2B and 2C) implicating CJB111 T7SS in viru-
lence of GBS. However, we did not observe a significant effect of the T7SS on bacterial burden
in the brain (Fig 2D). This is consistent with our finding that the AessC mutant exhibited a
similar ability to adhere to, invade, and survive in human cerebral microvascular endothelial
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https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121.g002
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cells (hCMEC), which we used as an in vitro model for the BBB [42] (S2B-52D Fig). Because
meningitis is an inflammatory disease, we hypothesized that CJ[B111 might elicit a heightened
inflammatory response in the brains of infected mice, despite the relatively equivalent bacterial
load observed in CJB111- and AessC mutant-infected mice. Using ELISA to quantify protein
levels in brain tissue, we observed that mice infected with CJB111 had significantly higher
amounts of the neutrophil chemokine KC (an early indicator of meningitis development) in
brain tissue than those infected with the AessC mutant (Fig 2E). Further, when KC protein lev-
els were normalized to the bacterial CFU within the same tissue, brains of CJB111-infected
mice exhibited higher levels of KC protein compared to brains of AessC mutant-infected mice
(Fig 2F). This demonstrates that even at equivalent bacterial tissue burden, T75S-sufficient
CJB111 elicits more inflammation in the brain compared to the AessC mutant, which may pro-
mote the large survival differences observed between groups during meningitis progression.

CJB111 T7SS induces cell death in brain endothelial cells

Damage to host endothelium occurs during bacterial infection and sepsis [43,44] and can exac-
erbate disease progression and result in multi-organ failure [45]. The T7SS in other organisms,
such as S. aureus, is known to secrete toxins that target the host [16]. To determine if GBS
T78S induces endothelial cell death, we measured cytotoxicity induced by CJB111,
CJB111AessC mutant, and complemented strains in hCMEC using lactate dehydrogenase
(LDH) release assays (see Materials and Methods). CJB111 induced approximately 70% cyto-
toxicity after an infection of MOI 10 for 4-5 hours, while cytotoxicity caused by the AessC
mutant was significantly reduced (~40%). This phenotype was complemented by expression of
essC in the AessC mutant (Fig 3A). This T7SS-mediated cytotoxicity was largely contact-depen-
dent as experiments in which the bacteria and cells were separated by a 0.4 pm transwell
resulted in minimal LDH release (~4% cytotoxicity), approximately 17 times lower than the
cytotoxicity observed during normal infection by CJB111 (Fig 3B). However, even this slight
level of contact-independent cytotoxicity was T7SS-dependent as the AessC mutant did not
induce detectable levels of cytotoxicity compared to untreated cells (Fig 3B). These data indi-
cate that the CJB111 T7SS mediates cell death responses in brain endothelium that may trans-
late to poor outcomes during in vivo infection models.
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Fig 3. CJB111 T78S elicits cell death in human cerebral microvascular endothelial cells. a) hCMEC cytotoxicity calculated based on LDH release
assay. Supernatant was collected from hCMECs infected with CJB1114pDC, CJB111AessC+pDC, and CJB111AessC+pDCessC at MOI 10, 4-5 hours
post-infection. Percent cytotoxicity was calculated based on 0% (uninfected) and 100% (+lysis buffer) lysis controls. b) Contact-independent
cytotoxicity in hCMECs during GBS infection using 0.4 pm polycarbonate transwells in which GBS and cells were separated by the porous
membrane. Cytotoxicity was measured 24 hours later. Supernatant from hCMEC compartments were plated after the experiment to ensure no
bacterial contamination. Statistics reflect the repeated-measures one way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons, p < 0.05, *; p < 0.01, ",
Data represent the mean of three independent experiments and error bars represent standard error of the mean.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121.9003

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121 December 6, 2021 6/25




126

PLOS PATHOGENS GBS T75S mediates virulence

CJB111 WXG100 protein EsxA homologs in other T7SS-encoding bacteria
and other GBS isolates

The most conserved T7SS effector described in the literature is ESAT-6 (early secreted anti-
genic target of 6 kDa; also known as EsxA), which was the first identified secreted substrate of
the Mtb T7SS ESX-1 [46,47]. EsxA orthologs are encoded across Actinobacteria and Firmi-
cutes and retain a similar antiparallel hairpin structure despite large differences in sequence
identity [4]. GBS strain CJB111 encodes two adjacent EsxA homologs that are 95% identical to
each other and are located immediately upstream of the T7SS locus (Fig 1C). We performed
BLAST analysis to compare the CJB111 EsxAl against orthologs in other species in which the
T7SS has been studied: Mtb (H37Rv) [46], S. aureus (USA300 strain FSRP357) [13], Enterococ-
cus faecalis (OG1RF) [28], L. monocytogenes (EGD-e) [48], Bacillus subtilis (PY79) [49], Strep-
tococcus intermedius (B196) [29], Streptococcus suis (GZ0565) [50], and Streptococcus
gallolyticus (TX20005) [30]. CJB111 EsxA1l shared the least identity with Mtb EsxA (18%) and
was more similar to S. aureus EsxA (49% identical) than to S. intermedius or E. faecalis EsxAs
(33% and 32% identical, respectively), despite the fact that Streptococcus and Enterococcus are
more phylogenetically similar overall [51]. Unsurprisingly, CJB111 EsxA1 displayed high iden-
tity with EsxA expressed by streptococcal species S. suis and S. gallolyticus (65 and 66% identi-
cal, respectively) (Fig 4A).
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Fig 4. Canonical T7SS substrate EsxA is conserved across T758a and T7SSb loci. a) Clustal W alignments and percent identity matrix of EsxA protein
sequences from Mtb (H37Ryv; accession CP003248.2), E. faecalis (OG1RF; accession CP002621.1), S. internedius (B196; accession NC_022246.1), B. subtilis
(PY79; accession NC_022898.1), L. monocytogenes (EGD-e; accession NZ_CP023861.1), S. aureus (USA300 FPR3757; accession NC_007793.1), S.
gallolyticus (TX20005; accession AEEM00000000.1), S. agalactiae (C]B111; accession CP063198.2) and S. suis (GZ0565; accession NZ_CP017142.1). In the
above matrix, the purple shading corresponds to the level of identity between two strains (on a spectrum of 0 to 100% identity), with darker shading
indicative of higher percent identity. b) Western blot showing EssC-dependent secretion of EsxA from GBS, in vitre. Blots pictured are representative of 3
independent experiments. The un-cropped Western blot as well as the Coomassie stained gel can be found in 53B and S3C Fig.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121.g004
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Within GBS, at least four T7SS subtypes exist based on the EssC C-terminal amino acid
sequence and also vary based on presence/number of EsxA homologs (See S1B Fig). Similar to
subtype [ strain CJB111 (described above), subtype II and III GBS strains also encode EsxA
upstream of the T7SS core genes. However, subtype II strains encode just one EsxA, which is
most similar to CJB111 EsxA2 (98.98% identity; S3A Fig). Finally, subtype IV GBS strains do
not encode EsxA upstream of the T7SS locus.

EsxA secretion is dependent on the EssC ATPase in C]JB111

To confirm that EsxA is a T7SS substrate in GBS, we assessed presence of EsxA in the superna-
tant of CJB111 and CJB111AessC strains. We further constructed a CJB111 deletion mutant
lacking both esxA I and esxA2 genes (referred to here as AesxA1-2) to serve as a negative con-
trol. CJB111, AessC, and AesxAI-2 strains were grown statically in rich medium for 24 hours
and EsxA protein was assessed in the pellet and supernatant fractions by Western blot using a
polyclonal anti-EsxAl antibody (GenScript). We observed a band for EsxA (~11 kDa) in the
supernatant of CJB111, but not in that of the AessC, or AesxA1-2 mutants (Fig 4B), whereas
EsxA was detected in the pellet fraction of both C]B111 and AessC, but not the AesxA1-2
mutant (Fig 4B). Equal loading of protein across wells was confirmed by Coomassie and spe-
cific staining of the polyclonal antibody was confirmed by probing a duplicate blot with 1gG
purified from the pre-immune sera of the same rabbits used to generate the anti-EsxA sera
(583B and S3C Fig). In these experiments, the AessC mutant served as the lysis control, since
EsxA produced in the pellet of this strain was not detectable in the supernatant fraction (Fig
4B). These data indicate that EsxA is produced in both the parental CJB111 and AessC bacterial
cells but is only secreted when EssC is present. As expected, no EsxA protein was detected in
the pellet or supernatant of the AesxA -2 mutant. Thus, EsxA is a T7 secreted substrate in
CJB111 and this is dependent on the T7SS ATPase, EssC.,

EsxA1-2 contribute to CJB111 virulence and cytotoxicity

To determine if EsxA1-2 contribute to virulence in vivo, CD1 mice were infected as described
above and in the Materials and Methods with parental CJB111 and AesxA 1-2 mutant strains
and monitored for mortality and moribundity. We observed that mice infected with the
AesxAl-2 mutant exhibited no mortality compared with the 75% mortality that occurred in
mice infected with the parental CJB111 strain (Log rank test, p = 0.0013, **; Fig 5A). Further,
mice infected with the AesxA1-2 mutant had significantly lower bacterial burden in the blood,
as well as in heart and brain tissue (Fig 58-5D) compared to C]B111-infected mice. As
observed previously in mice infected with the AessC mutant (Fig 2E and 2F), there were
decreased levels of neutrophil chemokine KC in the brain in AesxAI-2 mutant-infected mice
compared to CJB111-infected mice (Fig 5E). This difference was also exacerbated upon nor-
malization of brain KC protein levels to bacterial brain CFU (Fig 5F). These data indicate a
role for EsxA1-2 in both GBS virulence and meningitis progression.

Finally, to determine if EsxA1-2 contribute to the cytotoxicity observed in brain endothelial
cells (Fig 3), hCMEC monolayers were infected with CJB111, AesxAI-2 mutant, and comple-
mented strains. Similar to the AessC mutant, the AesxAI-2 mutant exhibited attenuated cyto-
toxicity in brain endothelium compared to the parental CJB111 strain (Fig 5G). This EsxA-
dependent cytotoxicity in hCMECs could be restored with a double esxAlesxA2 complement
or with esxA1 or esxA2 single complements (Fig 5H), indicating that expression of either of
the EsxA proteins is sufficient for T7SS-dependent cytotoxicity.

WXG100 proteins such as EsxA form antiparallel o-helical bundles, with the hydrophobic
WXG motif located in the hairpin loop [4]. These WXG muotifs have been shown to facilitate
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mouse and all three independent experiments’ data are combined in these figures. Plots show the median. Statistics represent the Mann Whitney U
test. p < 0.05,7; p < 0.01,™"; p < 0.0001, ""*". g-h) Percent cytotoxicity calculated based on LDH release assay. In panel g), supernatant was
collected from hCMECs infected with CJB111 + pDC, CJB111AesxA1-2 + pDC, and CJB111AesxA1-2 + pDCesxA1-2 and in panel h), supernatant
was collected from hCMECs infected with CJB111 + pDC, CJB111AesxA1-2 + pDC, CJB111AesxAI-2 + pDCesxAl-2, and single esxA complements
CIB111AesxA1-2 + pDCesxAl, CJB111AesxA1-2 + pDCesxAlyyy34, CIB111AesxA 1-2 + pDCesxA2, and CJB111AesxA1-2 + pDCesxA2y 34, at MOT
10, 4-5 hours post-infection. Percent cytotoxicity was calculated based on a 0% (uninfected) and 100% (+lysis buffer) controls. In panels g-h,
statistics reflect one way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons to CJB111AesxA1-2 + pDC, p < 0.05, *; p < 0.01, **. Data represent the
mean of at least three independent experiments and error bars represent standard error of the mean.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010121.9005

oligomerization and pore formation and may also mediate export of other T7SS substrates
(10,26,52]. To assess the influence of the EsxA1-2 WXG motifs on host cell cytotoxicity, we
created single gene complements expressing WXG-mutant EsxA1l or EsxA2 (annotated as
esxAlwaza OF esXA2v434); Yet, neither of these significantly complemented the cytotoxicity
defect of the AesxAI-2 mutant (Fig 5H). These data indicate that the WXG motif is indeed
important for EsxA-mediated cytotoxicity in brain endothelium.

CJB111 EsxAl is a pore-forming protein

EsxA is a well-known T7SS substrate [3,12,20,25,53]; yet the specific mechanism by which it
contributes to T755-dependent phenotypes is not clearly defined. Tak et al. recently showed
that the EsxE-EsxF complex, a mycobacterial WXG100 protein pair, forms pores to enable
toxin secretion [10]. Thus, we hypothesized that GBS EsxA might also form pores, facilitating
our observed T78S-dependent phenotypes. To examine this, we purified CJB111 EsxAl as
described in the Materials and Methods via expression of an EsxA1-maltose binding protein
(MBP) fusion [10,54] (54A-54C Fig). EsxAl was purified in the absence of detergents to pre-
vent potential artifacts [55]. MBP was cleaved from EsxA1 during the later stages of purifica-
tion and the purity and folding of EsxA1 was confirmed by differential scanning fluorimetry
(S4A-54C Fig). Similar to previous purifications of Esx proteins [10], GBS EsxA1l formed
many oligomeric species, which were confirmed by native PAGE using EsxA1l antiserum (S4D
Fig). Most of the high molecular weight oligomers were dissociated to the monomer by 6 M
guanidine hydrochloride, except for one protein species that stained with anti-EsxA1 antise-
rum, but not with an anti-MBP antibody (54D Fig), indicating it is a stable oligomer of EsxA1l.

To determine whether GBS EsxAl forms pores, we used planar lipid bilayer experiments as
previously described [10]. While we observed no channel activity with buffer alone, the puri-
fied GBS EsxAl protein formed transmembrane pores, as observed by a stepwise current
increase (Figs 6A, 6B, S5A and S5B). Reducing the buffer pH from 7.4 to pH 4.0 increased the
channel activity significantly (Figs 6B, S5A and S5B). These data demonstrate that EsxA1
forms open pores in lipid membranes. We also used electron microscopy of negatively stained
protein samples in order to visualize the pore architecture [10,56]. Indeed, water-soluble
EsxAl protein negatively stained with uranyl formate and imaged by electron microscopy
revealed particles with typical appearance of pores (Fig 6C). Reference-free 2D class averaging
of 12,727 particles revealed consistent oligomeric complexes with a central pore as well as mul-
tiple heterogeneous complexes that may represent incomplete or assembling pores (Figs 6C
and $5C) thus corroborating our observations of higher-order oligomers by native gel (S4D
Fig). Collectively, these results indicate that GBS EsxA1 forms water-soluble pore and/or pre-
pore complexes that are capable of membrane insertion.

Discussion

In this study, we describe for the first time a T7SS in GBS and identify four T7SS subtypes
based on the C-terminus of the ATPase EssC. We further demonstrate a role for GBS T7SS
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https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1010121.g006

subtype I in virulence and meningitis progression and show that it is dependent on the
secreted T7SS effector EsxA. Finally, we show that T75S-and EsxA-dependent virulence in
CJB111 may be promoted by the ability of EsxA to form pores in membranes and to induce
cytotoxicity in brain endothelial cells via the canonical WXG maotif.

As the most broadly conserved T7SS effector, EsxA is known to contribute to numerous
virulence phenotypes in Mtb and, more recently, in Firmicutes [53]. In Mtb, ESAT-6, or EsxA,
was shown to promote virulence in a murine model of infection [26] and the ESX1 system that
secretes EsxA has been well established as necessary for phagolyosomal escape and intracellu-
lar survival in macrophages [8,9]. Mtb EsxA is also known to elicit strong interferon responses
from T cells [46], is strongly immunodominant in the T-cell response to Mtb [57,58], and
induces apoptosis and membrane perturbation in host cells [59-61]. Similarly, in S. aureus,
T7SS has broadly been attributed to virulence in murine models of blood infection, nasal colo-
nization, and pneumonia [12,19,62,63] and EsxA specifically was shown to be important for S.
aureus virulence in an abscess model of infection [12]. However, it is unknown whether these

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1010121 December 6, 2021 11/25




PLOS PATHOGENS

131

GBS T7SS mediates virulence

virulence phenotypes are a result of EsxA directly or because EsxA is required for the secretion
of other T7SS substrates [13,64,65]. This dependency on EsxA has led to the hypotheses that
T7SS substrates may be co-secreted as multimeric complexes and/or that WXG100 proteins
such as EsxA may actually comprise part of the secretion machinery, potentially forming an
extracellular or surface-associated component of the secretion apparatus [7,53]. In this man-
ner, recently, Mtb WXG100 proteins EsxEF were hypothesized to form the outer membrane
T7SS channel allowing export of the toxin, CpnT [10].

Consistent with this, our data here indicate that EsxA deletion essentially phenocopies a
EssC deletion in GBS during hematogenous meningitis (Figs 2 and 5). Bacterial burdens did
not differ significantly between AessC and AesxA 1-2 infected mice in the brain, blood, or the
heart. It is currently unclear whether GBS EsxA1-2 directly causes the drastic virulence and
cytotoxicity phenotypes observed in this study or if EsxA1-2 may facilitate the export of other
GBS T7SS substrates that directly impact virulence and cytotoxicity. In support of the hypothe-
sis that EsxA1-2 may comprise a cell-associated component of the GBS T7SS machinery, our
data suggest that the majority of the cytotoxicity induced by the GBS T7SS is contact-depen-
dent, as we observed minimal levels of contact-independent hCMEC cytotoxicity using trans-
wells. Thus, GBS EsxA1-2 may be important for the secretion of other GBS T7SS substrates,
either by chaperoning other T7SS effectors or by comprising part of the T7SS apparatus itself;
however, this requires further investigation.

In addition to its contribution to T7SS activity, EsxA was an intuitive first T7SS substrate to
study as it is broadly conserved across all T7SSa and T7SSb systems, and almost all GBSS T7SS
loci (subtypes I, II and III). It has been suggested that conservation of S. aureus EsxA across
strains expressing different EssC variants may indicate that EsxA interacts with a conserved
portion of EssC (that is common across all variants) instead of the EssC C-terminus, which
may be specific for each subtype’s secreted effectors [15,17]. EsxA, as well as other WXG100
proteins, commonly form o-helical structures containing coiled-coil domains, and mutations
of hydrophobic residues within these domains (such as the WXG motif) have been predicted
to abrogate WXG100 protein interactions (either with self or with other protein partners)
(7,26,66,67]. In Tak et al, the pore-formation function of EsxEF was dependent on the WXG
motif and this consequently affected secretion of the CpnT toxin [10]. Our data herein corrob-
orates these findings in that the WXG maotif is also important for GBS EsxA-mediated cytotox-
icity. Future studies will determine if the WXG motif is required for EsxA pore-forming
activity and whether GBS EsxA-dependent cytotoxicity is specific to brain endothelium, or
commonly observed in other cell types such aortic endothelium or in epithelial cells. Further,
the mechanism by which EsxA1-2 or other T7SS substrates induce host cell death has been
contested in previous literature and likely depends on the strain-specific secreted factors. In
Mtb, T75S-mediated cytotoxicity due to EsxA was shown to occur independently of pore for-
mation, as cells died via apoptosis due to tearing of the membrane [55]. Conversely, in S.
aureus, EsxA was shown to inhibit or delay apoptosis [68,69], and in Mtb, export of toxin
CpnT resulted in macrophage death via necroptosis [70]. Our observation that EsxA pore-
forming activity increased at pH 4 compared to pH 7 could indicate that EsxA pore-formation
may be relevant for intracellular rupture of membranes as in the phagolysosome. Yet, this and
the mechanism by which GBS T7SS induces cell death requires further investigation.

Interestingly, GBS subtype I encodes two full copies of esxA. As these genes are 95% identi-
cal, we have annotated them as esxA1 and esxA2 and we show in this study that expression of
just one is sufficient for maximal CJB111 cytotoxicity in brain endothelium. In addition to
esxAl and esxA2, which are encoded upstream of the T7SS locus, CJB111 also encodes two
orphaned WXG100 proteins located elsewhere in the genome (ID870_08245 and
ID870_10565) that are 85% and 86% identical to EsxAl, respectively. Whether these EsxA-like
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proteins also contribute to T7SS-mediated virulence, cytotoxicity, and pore formation is
unknown.

EsxA1-2 are just two of many potential T7SS substrates in CJB111. Despite diversity in
sequence and size, T7SS substrates are usually a-helical in nature and often contain T7SS-asso-
ciated motifs, such as WXG, LXG, YxxxD/E or the C-terminal hydrophobic pattern HxxxD/
ExxhxxxH (“H” and “h” indicating highly conserved and less conserved hydrophaobic residues,
respectively) [4]. Additional common substrates of the T7SS include LXG-domain containing
polymorphic toxins, which encode a conserved N-terminus similar in structure to WXG100
proteins but with an extended variable C-terminal toxin domain [71]. These toxins have been
described in S. intermedius [29,72], S. aureus [14,16], and E. faecalis [28] and mediate interbac-
terial competition and/or host toxicity. CJB111 encodes a putative LXG effector just down-
stream of the T7SS core machinery locus that is conserved across the GBS T7SS subtype I
strains (listed in S1 Table). Because LXG toxin-encoding genes are prevalent in bacteria that
comprise the human gut microbiota [29] and the T7SS of E. faecalis has been shown to be
important for colonization of the murine vaginal tract [73], it is possible that GBS LXG effec-
tors may promote interbacterial competition of GBS with normal flora in both the gastrointes-
tinal and female reproductive tracts. However, no conserved toxin domain was identified
within the C-terminus of this protein (upon NCBI BLAST, NCBI CDART, and InterPro analy-
sis). Additionally, while this putative subtype I LXG effector has high homology to a putative
LXG effector in other streptococcal species (namely S. uberis and S. parasanguinis), it exhibits
very little homology to other putative LXG effectors encoded by other GBS T7SS subtypes, S.
aureus, or L. monocytogenes. Therefore, further investigation is warranted to determine the
function of this GBS T7SS subtype I LXG-domain containing protein.

Other T7SS substrates may exist in addition to Esx proteins and LXG toxins and may be
encoded downstream of essC; however, finding conditions in which T7SS is induced in vitro
constitutes a significant hurdle to their identification. As has been the case in studying other
secretion systems, T7SS structures may only be assembled i» vivo or when in contact with spe-
cific host factors or host or bacterial cells [7,74]. Simply identifying conditions by which to
induce expression of T7SS genes in vitro has proven elusive [48] and may be species depen-
dent. Further, it is currently unknown how many genes downstream of the T7SS core machin-
ery are actually associated with the GBS 'I'78S. In general, putative GBS 175S-associated genes
seem to be commonly located downstream of carbamoyl phosphate synthase encoding genes
and upstream of an LtdRS two component system, which we have characterized previously
[75]; however, we have not yet determined if all genes in this region are associated with GBS
T7SS. To compound the difficulty of identifying additional GBS T7SS effectors, while most
Firmicutes’ T7SS loci commonly encode homologs for core T7SS machinery and WXG100
proteins, the C-terminal end of EssC as well as the downstream putative T7SS effectors
(including LXG toxins) vary widely across strains of the same species. This extensive T7SS
diversity has been described based on EssC C-terminal sequences in §. aureus (4 variants) [17],
L. monocytogenes (7 variants) [24], and Staphylococcus lugdenensis (2 variants) [23]. These sys-
tems exhibit little to no cross talk, as in Mtb, ESX systems are not known to complement each
other, and in S. aureus, expression of essC variants in heterologous strain backgrounds allowed
EsxA secretion but not secretion of strain-specific effectors [15]. Although only subtype I in
GBS has been studied to date (present study), GBS also exhibits extensive diversity and
encodes four T7SS subtypes, each associated with a unique set of downstream effectors; there-
fore, an EssC variant-specific secretome likely exists across GBS strains, which will inevitably
affect T7SS-dependent phenotypes. Determining whether other GBS T7SS subtypes are func-
tional and important for virulence, as well as identifying subtype-specific effectors will be the
subject of our follow-up studies.
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In conclusion, this work provides the first characterization of a T7SS in GBS and is the first
to demonstrate a role for a non-mycobacterial EsxA homolog in pore formation. This study
builds on previous Gram-positive T7SS literature, demonstrating that GBS T7SS subtype I has
arole in virulence that is dependent on EsxAl-2, and more specifically, the EsxA1-2 WXG
motifs. Further study of T7SS effectors may uncover previously unknown mechanisms of GBS
pathogenesis and may provide insight into new therapeutic targets for Group B streptococcal
disease.

Materials and methods
Ethics statement

Animal experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) at University of Colorado Anschutz Medical Campus protocol #00316 and were per-
formed using accepted veterinary standards. The University of Colorado Anschutz Medical
Campus is AAALAC accredited; and its facilities meet and adhere to the standards in the
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”.

Bioinformatic analysis of GBS T7SS

Closed genomes of Streptococcus agalactiae were downloaded in Geneious Prime 2020.1.2
using the NCBI Nucleotide Blast function searching for the following terms: “Streptococcus
agalactiae complete genome”, “Streptococcus agalactiae complete sequence”, or “Streptococcus
agalactiae chromosome”. 136 closed genomes were downloaded in total. Protein BLAST was
performed in Geneious to assess the presence of the EssC C-terminus (with the terminal 225
amino acids of CJB111 EssC used as template). Protein alignments were manually checked for
true alignment to the queried sequence and strains encoding EssC exhibited a minimum Bit-
score of 160, E value = 8.65e-43, Grade = 74.3%. These metrics equate to minimum of 35.9%
identity/ 98.67% coverage of the 225-amino acid query. While most strains that encoded the
EssC C-terminus also encoded other T7SS genes, some GBS isolates contain fragmented T7SS
loci. Thus, only the EssC C-terminus sequence was assessed in this analysis. Of 136 GBS iso-
lates, 80 encode an EssC C-terminus. A phylogenetic tree was generated in Geneious based on
the EssC C-terminal sequences extracted from the above protein BLAST. Branches are trans-
formed proportionally and are in decreasing order. T75S subtypes were classified based on the
visual branching of the tree. EsxA protein alignments were performed using the EMBL-EBI
(European Molecular Biology Laboratory- European Bioinformatics Institute) Clustal W pro-
gram (v.1.2.4) [76].

Bacterial strains and cell lines

GBS strain CJB111, an isolate from a case of neonatal bacteremia without focus (accession:
NZ_CP063198.2) [77] was used in this study. GBS strains were grown in Todd Hewitt Broth
(THB; Research Products International, RPI) statically at 37° C. When needed, antibiotic was
added to THB at final concentrations of 100 pg/mL spectinomycin. Strains containing the
plasmid pDCErm were grown in THB + 5 pg/mL erythromycin. All strains used in this study
can be found in S3 Table. The human cerebral endothelial cell line h(CMEC/D3 (Millipore-
Sigma; SCME-004) used in this study was grown in EndoGRO complete medium with 5%
fetal bovine serum and 1 ng/mL FGF-2 (fibroblast growth factor-2) and each lot of cells are
authenticated/genotyped by Millipore-Sigma via STR analysis.
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Cloning

Deletion mutants of essC (ID870_04200) and esxA 1/esxA2 (ID870_04170/ ID870_04175) were
created as described previously using the temperature sensitive plasmid pHY304 [78] with
slight modifications: namely, this time using a gene encoding spectinomycin resistance, aad9,
in the knockout construct. Second crossover mutants were screened for erythromycin sensitiv-
ity and spectinomycin resistance. Vector controls and complemented mutants were generated
as previously described using overexpression plasmid pDCErm [78]. Primers used in this
study can be found in 54 Table.

RNA purification and gRT-PCR

qRT-PCR analysis of bacterial gene expression was performed as described previously [78]. To
assess gene expression in CJB111, AessC mutant, and essC complement, strains were grown to
mid-log (ODggq = 0.4-0.6). RNA was purified using the Machery-Nagel Nucleospin kit (cata-
log# 740955.250) according to manufacturer instructions with the addition of three bead beat-
ing steps (30 sec x 3, with one minute rest on ice between each) following the resuspension of
bacterial pellets in RA1 buffer + B-mercaptoethanol. Purified RNA was treated with the turbo
DNAse kit (Invitrogen, catalog# AM1907) according to manufacturer instructions, cDNA was
synthesized using the SuperScript cDNA synthesis kit (QuantaBio, catalog# 95047-500), per
manufacturer instructions. cDNA was diluted 1:150 to further reduce bacterial DNA contami-
nation and gRT-PCR was performed using PerfeCTa SYBR Green (QuantaBio, catalog#
95072-05K) and BioRad CFX96 Real-Time System, C1000 Touch Thermocycler. qRT-PCR
primers used in this study can be found in $4 Table.

Murine model of hematogenous meningitis

Contribution of T7SS to GBS virulence was assessed using a model of hematogenous meningi-
tis as described previously [78]. Male 8-week old CD1 mice (Charles River) were tail vein
injected with 2-3 x 107 CFU of CJB111 or an isogenic T7SS mutant. Mice were euthanized (via
CO; asphyxiation and cervical dislocation) either upon exhibition of neurological symptoms
such as paralysis or moribundity for “survival” experiments or at 52 hours to assess GBS tissue
burden. Upon mouse death, brain, heart and blood were collected. Tissue was homogenized
and samples were serially diluted and plated on THA for CFU enumeration. Bacterial counts
were normalized to the tissue weight.

ELISA

KC protein in homogenized tissues was quantified using R&D systems ELISA kits (catalog #
DY453). KC protein detected was normalized to tissue weight and reported as KC protein (pg)
per mg of tissue.

Cell based assays: Adherence, Invasion, Intracellular survival, and LDH
release

hCMECs were passaged, seeded at 150,000 cells/well into rat tail collagenized 24-well plates
(Corning, catalog# 3524), and grown into a confluent monolayer overnight in EndoGRO com-
plete medium. Confluent cell monolayers were then washed with PBS and media was replaced
(0.4 mL media per well). For cell-based assays, GBS was sub-cultured from overnight cultures
(1:10) and grown to mid-log. Bacteria were pelleted and normalized to an ODgg value prede-
termined to yield 1 x 10° CFU in PBS. Bacteria were serially diluted in PBS and added to the
cell monolayers in 24-well plates.
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Adherence, invasion, and intracellular assays were performed as previously described [78].
Briefly, for adherence assays, GBS was added to hCMEC monolayers at an MOI of 1 and incu-
bated for 30 minutes. For invasion assays, GBS was added to hCMEC monolayers at an MOI
of 1, incubated two hrs, washed three times with PBS, and then incubated in media containing
penicillin and gentamycin for two hrs to kill any extracellular bacteria. In both these assays, at
the final timepoint, cells were washed with PBS, trypsinized five minutes at 37° C, and lysed
using 0.025% Triton-X-100 in PBS. After mixing the lysate well by pipetting, CFU were quanti-
tied by serial dilution of the lysate and plating on THA. Percent adherence or invasion was cal-
culated by taking the quotient of CFU quantified at the end of the assay and the inoculum.
Intracellular survival assays were performed identically to the invasion assay, except cells were
incubated for 12 hours instead of 2 hours following the addition of antibiotic-containing
medium.

For LDH release assays, bacteria were added to hCMEC monolayers as described above in
EndoGRO complete medium at an MOI of 10 and allowed to incubate for 4-5 hrs, LDH
release was measured according to manufacturer instructions (Pierce, Thermo Fisher, catalog
# 88953).

Transwell assays were performed in tissue culture-treated 24-well polystyrene plates con-
taining 6.5mm, polycarbonate transwell inserts with 0.4uM porous membranes (Corning, cat-
alog# 3413). hCMEC were seeded into collagenized wells in the bottom compartment and
grown overnight in EndoGRO complete medium as described above. On the day of the assay,
cells were washed with PBS, fresh medium was added, and transwells were inserted and equili-
brated with EndoGRO complete medium. GBS was added to the transwell bucket at an MOI
of 10, and the plate was incubated for 24 hours. Supernatant from the hCMEC lower compart-
ment was plated at the end of the assay to ensure lack of bacterial contamination.

Detection of cell-associated and secreted GBS EsxA

To assess secretion of EsxA into GBS culture supernatant, overnight CJB111, CJB111AessC,
and CJB111AesxAI-2 cultures were sub-cultured into 30 mL of THB and grown 24 hours stati-
cally at 37° C. Bacteria were pelleted at 3214 x g for 10 minutes at 4° C. Supernatants were
decanted from the pellets, filtered, supplemented with a EDTA-free protease inhibitor cocktail
(Millipore-Sigma set III, catalog # 539134; 1:250 dilution), and run through a 30K molecular
weight cut-off Amicon filter (Millipore-Sigma, catalog # UFC803024) to remove high molecu-
lar weight secreted proteins. The flow-through was then trichloroacetic acid (TCA)-precipi-
tated overnight at 4° C. Precipitated proteins were centrifuged for 15 minutes, 14K x g, 4" C,
protein pellets were washed gently with acetone, and centrifuged again at the same settings.
Protein pellets were allowed to dry following removal of acetone and were resuspended in Tris
buffer (50 mM Tris HCI, 10% glycerol, 500 mM NaCl, pH 7). The above bacterial pellets were
washed once with PBS, frozen overnight, resuspended the next day in Tris buffer + protease
inhibitor, and bead-beaten (2 x one minute) using 0.1mm zircona/silica beads (Biospec). Tri-
ton-X-100 was added to lysates at a final concentration of 1% to solubilize membrane proteins
and vortexed to mix. Lysates were then passed through a 30K MWCO Amicon filter and flow-
through was collected.

Supernatant and pellet samples were mixed 1:1 with Lamelli buffer+ BME, boiled 10 min-
utes, and run on SDS-PAGE for Western blotting. Proteins were transferred to a membrane
using BioRad’s Trans-Blot Turbo Transfer System (high molecular weight settings). Mem-
branes were washed three times in TBST and blocked in LI-COR’s Intercept Blocking Buffer
(catalog# 927-60001) for one hour at room temperature. Membranes were probed with an
anti-EsxA1l rabbit polyclonal antibody (0.5 pg/ml; GenScript) or the pre-immune rabbit IgG
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isotype control antibody (0.5 pg/ml; GenScript) in the above LI-COR blocking buffer, over-
night at 4° C. Following washes in TBST, membranes were incubated with IRDye 680RD goat
anti- rabbit IgG (H + L) secondary antibodies from LI-COR (1:10,000 dilution; 1 hour, room
temperature; catalog# 926-68070). Following washes in TBST and water, western blots were
imaged using the LI-COR Odyssey.

EsxAl protein purification

Purification of CJB111 EsxAl was performed as recently described [10] with modifications
described here. The esxA 1 gene of CJB111 (ID870_04170) was cloned into expression vector
PML3339 [79] and expressed in Escherichia coli BL21(DE3) using 1L of ZYP5052 autoinduc-
tion medium [80] + carbenicillin (100 pg/ml). Cultures were grown at 37°C, shaking (200
rpm) for 24 hours and the E. coli pellet was resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES, 150
mM NaCl pH 7.5 + 1 mM PMSF, + 1 mg/ml lysozyme, + 3 pl benzonase (Novagen, Merck
Millipore 70746-3), + 1 Roche complete protease inhibitor tablet), sonicated 30 seconds on
Joff for 20 minutes on ice, and spun at 14,000 x g to pellet debris and to collect the soluble frac-
tion. The soluble fraction was run over packed and equilibrated nickel resin (Thermo Fisher,
HisPur Ni-NTA Resin, catalog# 88222), washed with 25 mM HEPES 150 mM NaCl + 20 mM
imidazole (pH 7.0) and eluted in 25 mM HEPES 150 mM NacCl + 300 mM imidazole (pH 7.0)
to obtain clean 6xHIS-MBP-EsxA (maltose binding protein; fusion protein is~55 kDa). The
sample was dialyzed (3.5 kDa MWCQ, Spectrum Spectra/Por, catalog# 086705B) to remove
imidazole, cleaved with 6xHIS-TEV protease overnight at 4°C, and then run over a nickel col-
umn to bind 6xHIS-MBP and 6xHIS-TEV as described above. EsxAl was collected in the flow-
through, run over amylose resin (NEB, catalog# E8021L) twice to bind any remaining MBP
contaminants, and the flowthrough was collected. The final EsxA1 product was concentrated
using 3 kDa amicon centrifugal filters (Millipore, catalog# UFC900324) and verified by Coo-
massie, where it exhibited a clear monomeric band at approximately 10 kDa in addition to
putative dimers, trimers, and higher order oligomers.

EsxAl sample purity was confirmed using tryptophan fluorescence (NanoTemper Tycho).
Pure MBP was used as a negative control (sample impurity control) and EsxEF [10] was used
as a positive control. To further confirm the purity of the sample, purified EsxAl (including
monomers and oligomers) was incubated with either water or guanidine hydrochloride (6 M)
for 30 minutes at room temperature, run on a native gel (12% Mini-PROTEAN TGX Precast
Protein Gels, BioRad) and were transferred and stained as described above except using an
ammonium sulfate cut of anti-EsxA1 rabbit antiserum (30 pg/ml; GenScript) or murine anti-
MBP monoclonal antibody (1:10,000; NEB; catalog# E8032S) primary antibodies and IRDye
680RD goat anti- rabbit or goat anti-mouse IgG (H + L) secondary antibodies (catalog#s 926—
68071 and 926-68070, respectively).

Lipid bilayers

Pore forming activity was assessed using lipid bilayers as described previously [10] using
EsxAl protein that had been purified that day. Briefly, 100% DphpC (1,2-diphytanoyl-sn-glyc-
erol-3-phosphocholine, 4ME 16:0 PC) lipid bilayers were used in 25 mM sodium phosphate,
IM KCl at pH 7.4 or pH 4.0. Purified GBS EsxAl (5 pg) was added to cis / trans side and nine
membranes were assessed for pore-forming activity. 46 insertions were observed in total. The
insertion profile did not exhibit a gaussian distribution or trend towards a particular conduc-
tance value. At pH 4.0, 132 insertions were observed in total. The insertion profile at pH 4.0
exhibited a more uniform distribution and, once channels were formed, the overall
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conductance was higher than those at pH 7.4. Data was analyzed using a custom algorithm in
IGOR Pro.

Transmission Electron Microscopy of negatively-stained EsxA1

Negative stain of EsxA1 was performed as described previously [10]. Recombinant EsxA1 was
prepared to a concentration of approximately 370 pg/mL in 25mM sodium phosphate buffer
pH 4.0, blotted on glow-discharged grids (continuous carbon), washed twice with milli-q
water, and then stained with 1% uranyl formate for 2 minutes. All grids were prepared within
16-48 hours of EsxAl purification. Micrographs were collected on a 120kV ThermoFisher
Talos L120C transmission electron microscope using 45,000X magnification and a fixed defo-
cus of -2.24 um. Particle picking was performed using EMAN2.2 Swarm picking with a particle
size of 100 and box size of 150 at 3.19 A/ pixel. Particle quality was manually inspected and
aggregates were removed. Reference-free 2D class averages were generated in EMAN2.2 from
a total of 12,727 particles over 43 CTF-corrected micrographs. Micrograph quality / CTF was
confirmed manually. The low-pass filtered (20 A) particle set was subjected to four iterations
of class averaging. Each iteration displayed similar results.

Statistics

Statistical analysis was performed using Prism version 9.0.2 (134) for macOS (GraphPad Soft-
ware, La Jolla, CA, United States). Statistical details of experiments, such as statistical test used,
experimental n, definition of center, and dispersion and precision measures can be found in
each figure legend. Significance was defined as p < o, with o = 0.05.

Supporting information

§1 Table. GBS strains by T7SS subtype.
(XLSX)

§2 Table. Strains used to assess EssC variant sequence identity across GBS, S. aureus, and
L. monocytogenes T7SS subtypes in S1A Fig,
(XLSX)

§3 Table. Strains used in this study.
(XLSX)

$4 Table, Primers used in this study.
(XLSX)

§1 Fig. Heterogeneity of GBS subtypes based on EssC variation and putative T7SS effectors.
a) Percent identity matrix of full EssC amino acid sequences from example GBS, S. aureus, and
L. monocytogenes strains from various T7SS subtypes. Strain information is listed in S2 Table.
The purple shading corresponds to the level of identity between two strains (on a spectrum of 0
to 100% identity), with darker shading indicative of higher percent identity. b) Diagram of puta-
tive T7SS loci from example strains across GBS T7SS subtypes I—IV. CJB111 (accession
CP063198.2) is an example of subtype I and expresses the EssC1 variant (ID870_04200). 2603
V/R (accession NC_004116.1) is an example of subtype II and expresses the EssC2 variant
(SAG_RS07895). CNTC 10/84 (accession NZ_CP006910.1) is an example of subtype IIT and
expresses the EssC3 variant (W903_RS05455). COH1 (accession NZ_HG939456.1) is an exam-
ple of subtype TV and expresses the EssC4 variant (GBSCOH1_RS05095). Genes in purple
encode WXG100 or WXG100-like proteins, gene in teal encodes a LXG domain-containing
protein, and gene in maroon encodes a DUF4176 domain-containing protein. Genes in various
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shades of gray are either annotated as hypothetical or do not have a predicted function. Arrows
with patterns indicate T7SS subtype-specific genes that exhibit little to no homeology to those
present in other GBS T7SS subtypes. Putative core genes of the operon are esaA through essC.
(TIF)

$2 Fig. Deletion of essC abrogates essC transcription but does not affect GBS interaction
with host cells, in vitro. a) Expression of essC in CJB111+ pDC, CJB111AessC+ pDC,
CJB111AessC + pDCessC strains by qRT-PCR. T7SS gene expression was normalized to house-
keeping gene gyrA. Statistics reflect the repeated measures, one way ANOVA with Dunnett’s
multiple comparisons test to CJB111AessC+pDC, p < 0.05, *. Data indicate the mean of three
independent experiments and error bars represent standard error of the mean. The CJB111

+ pDC, CJB111AessC+ pDC, CJB111AessC + pDCessC strains were further evaluated for b)
adherence to (n = 3), ¢) invasion of (n = 3), or d) intracellular survival (12 hrs; n = 2) in
human cerebral microvascular endothelial cells (hCMEC). Data represent percent CFU recov-
ered of the initial inoculum and were performed in technical duplicates or triplicates.

(TIF)

$3 Fig. Canonical T7SS substrate EsxA is conserved across GBS T7SS subtypes I—III, a)
ClustalW alignments and percent identity matrix of EsxA amino acid sequences from GBS
T7SS subtypes I-11I that are encoded upstream of the putative GBS T7SS loci. Subtype I exam-
ple strain CJB111 (accession: NZ_CP063198.2) encodes EsxAl and EsxA2. Subtype II example
strain 2603V/R (accession: NC_004116.1) encodes EsxA2. Subtype III example strain CNCTC
10/84 (accession: NZ_CP006910.1) encodes EsxAl and a truncated EsxA2. In the above
matrix, the purple shading corresponds to the level of identity between two strains (on a spec-
trum of 0 to 100% identity), with darker shading indicative of higher percent identity. b) un-
cropped, full picture of the Western blot shown in Fig 4B. The only other band (CJB111 super-
natant) may indicate oligomerization of monomeric EsxA over time, but this needs to be fur-
ther investigated. ¢) Coomassie-stained SDS PAGE gel indicating that wells were equally
loaded (see blue arrows) for the Western blot shown in Fig 4B.

(TIF)

54 Fig. EsxAl expression, purification, and quality control. a) Plasmid map of CJB111
esxAl cloned into the backbone of pET vector pML3339. EsxAl expressed from this vector is
sxhisMBP-tagged to facilitate nickel affinity and amylose affinity column purification. b)
SDS-PAGE gel of EsxAl during purification: un-induced BL21 culture, auto-induced BL21
culture, post-nickel affinity column (IMAC), post-TEV cleavage/dialysis; post amylose column
to remove cleaved MBP, final EsxA1. Final EsxAl product shows a ~11 kDa monomer as well
as higher order oligomers. ¢) Quality control of the purified EsxA1 by differential scanning
fluorimetry (Tycho, NanoTemper Technologies). Maltose binding protein was run as a nega-
tive control and mycobacterial EsxEF was run as a positive control. d) Native-PAGE indicating
that most EsxA1 oligomers resolve to the monomeric state upon treatment of protein with 6M
guanidine HCI for 30 minutes at room temperature. EsxA1 bands stain with anti-EsxAl rabbit
antiserum but not with anti-MBP antibody.

(TIF)

§5 Fig. Complete set of EsxA1 lipid bilayer traces and 2D class averages. Additional current
traces of recombinant CJB111 EsxAl pore formation in DphpC lipid bilayers at a) pH 7.4 and
b) pH 4.0 in 25 mM sodium phosphate 1M KCl. ¢) Additional reference-free 2D class averages
of negatively stained EsxA1 imaged by transmission electron microscopy.

(TTF)
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ABSTRACT Nutritional immunity is an elegant host mechanism used to starve in-
vading pathogens of necessary nutrient metals. Calprotectin, a metal-binding pro-
tein, is produced abundantly by neutrophils and is found in high concentrations
within inflammatory sites during infection. Group B Streptococcus (GBS) colonizes the
gastrointestinal and female reproductive tracts and is commonly associated with se-
vere invasive infections in newborns such as pneumonia, sepsis, and meningitis. Al-
though GBS infections induce robust neutrophil recruitment and inflammation, the
dynamics of GBS and calprotectin interactions remain unknown. Here, we demon-
strate that disease and colonizing isolate strains exhibit susceptibility to metal star-
vation by calprotectin. We constructed a mariner transposon (Krmit) mutant library in
GBS and identified 258 genes that contribute to surviving calprotectin stress. Nearly
20% of all underrepresented mutants following treatment with calprotectin are pre-
dicted metal transporters, including known zinc systems. As calprotectin binds zinc
with picomolar affinity, we investigated the contribution of GBS zinc uptake to over-
coming calprotectin-imposed starvation. Quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-
PCR) revealed a significant upregulation of genes encoding zinc-binding proteins,
adcA, adcAll, and Imb, following calprotectin exposure, while growth in calprotectin
revealed a significant defect for a global zinc acquisition mutant (AadcAAadcAllAImb)
compared to growth of the GBS wild-type (WT) strain. Furthermore, mice challenged
with the AadcAladcAllAimb mutant exhibited decreased mortality and significantly
reduced bacterial burden in the brain compared to mice infected with WT GBS; this
difference was abrogated in calprotectin knockout mice. Collectively, these data sug-
gest that GBS zinc transport machinery is important for combatting zinc chelation
by calprotectin and establishing invasive disease.

IMPORTANCE Group B Streptococcus (GBS) asymptomatically colonizes the female
reproductive tract but is a common causative agent of meningitis. GBS meningitis is
characterized by extensive infiltration of neutrophils carrying high concentrations of
calprotectin, a metal chelator. To persist within inflammatory sites and cause inva-
sive disease, GBS must circumvent host starvation attempts. Here, we identified
global requirements for GBS survival during calprotectin challenge, including known
and putative systems involved in metal ion transport. We characterized the role of
zinc import in tolerating calprotectin stress in vitro and in a mouse model of infec-
tion. We observed that a global zinc uptake mutant was less virulent than the pa-

November/December 2020 Volume 11 lssue 6 e02302-20

Najib M. El-Sayed,>f

Kevin S. Mclver,?

Citation Burcham LR, Le Breton Y, Radin IN,
Spencer BL, Deng L, Hiron A, Ransom MR,
Mendonga JDC, Belew AT, El-Sayed NM, Mclver
KS, Kehl-Fie TE, Doran KS. 2020. Identification of
zinc-dependent mechanisms used by group B
Streptococcus to overcome calprotectin-
rnediated stress, mBio 11:202302-20, https://
doi.org/10.1128/mBic.02302-20.

Invited Editor | aura Cook, Binghamtan
University

Editor Larry 5. McDaniel, University of
Mississippi Medical Center

Copyright © 2020 Burcham et al. This is an
open-access article distributed under the terms
of the Creative Commons Attribution 4.0
International license

Address correspondence to Kelly 5. Doran,
kelly doran@cuanschutzedu

* Present address: Yoann Le Breton, Walter
Reed Army Institute of Research, Silver Spring,
Maryland, USA

Received 13 August 2020

Accepted 12 October 2020

Published 10 November 2020

mBio” mbio.asm.org



Burcham et al.

rental GBS strain and found calprotectin knockout mice to be equally susceptible to
infection by wild-type (WT) and mutant strains. These findings suggest that calpro-
tectin production at the site of infection results in a zinc-limited environment and
reveals the importance of GBS metal homeostasis to invasive disease.

KEYWORDS GBS, calprotectin, meningitis, nutritional immunity, zinc

acteria, like eukaryotes, have a strict requirement for transition metals that often

function as enzyme cofactors or provide protein structural support (1). Though
essential for survival, metal ions can also be toxic, and to successfully survive within a
host, pathogens must coordinate ion uptake and efflux to maintain intracellular metal
homeostasis (2-4). To antagonize the nutritional requirements of invading pathogens,
the vertebrate host immune system has evolved elaborate mechanisms for restricting
access to metal ions, a process termed nutritional immunity (5, 6). The hosts' efforts to
limit access to metal ions can dampen pathogen metalloenzyme function, restricting
growth and the ability to cause disease (7-9). Widely recognized host iron-binding
proteins include transferrin, lactoferrin, and lipocalin-2 that sequester iron(lll) or iron-
bound siderophores (10-12) from pathogens. Calprotectin, another metal-binding host
protein, is unique in that it can interact with multiple metal ions (2). Calprotectin is a
tetraheterodimer of two members of the S100 protein family, S100A8/5100A9, or
calgranulin A/B and MRP-8/14 (6, 13) and makes up approximately 50% of the neutro-
philic cytoplasmic protein content (13). ST00A8 and S100A9 form a heterodimer that,
upon calcium-dependent conformational change, create two metal-binding sites that
bind zinc with picomolar/femtomolar affinity (14-16) and manganese at nanomolar
affinities (7, 16, 17). More recent studies have shown that calprotectin can additionally
chelate iron(ll) (18-20), copper (20, 21), and nickel in vitro (22), but the implications of
the binding of these metals during infection are not understood. Calprotectin is
abundant during inflammation or at sites of infection, where a stool concentration of
=250 pg/g indicates active intestinal inflammation in patients with Crohn'’s disease (23,
24) and concentrations can exceed 1 mg/ml in tissue abscesses; therefore, invading
pathogens must be able to cope with these pressures to cause disease (17, 25).

Streptococcus agalactiae, or group B Streptococcus (GBS), is a pathobiont that
colonizes the vaginal tract but can be a severe threat to the fetus and newborn. The
onset of GBS invasive disease in the neonate can occur as a result of aspiration during
passage through a colonized birth canal (26), bacterial transmigration through the
bloodstream (27), and penetration of the blood-brain barrier (BBB) (28). To combat the
risk of infection in newborns, many countries have implemented the use of prophy-
lactic antibiotics administered to colonized pregnant mothers at the time of delivery
(29); however, despite these widespread efforts, GBS remains a leading cause of
neonatal pneumonia, sepsis, and meningitis (30). Bacterial meningitis is a severe and
potentially lethal pathology of the central nervous system that develops when patho-
gens overcome host defenses and successfully penetrate the BBB. Meningitis is char-
acterized by an overwhelming cytokine response and immune cell influx to the site of
infection (31). Meningitis is a particularly complex disease and results in a neonatal
mortality rate as high as 40% (31, 32). Furthermore, the associated inflammation results
in neuronal damage and brain injury, with nearly 20% to 50% of surviving patients
suffering permanent neurological sequelae, including hearing and vision impairment,
cognitive deficiencies, and seizures (33, 34).

During acute bacterial meningitis, neutrophils predominate in the cerebral spinal
fluid, which is often used as a diagnostic marker. Following interaction with hu
man cerebral microvascular endothelial cells (hnCMEC) in vitro, GBS induces a charac-
teristic neutrophilic inflammatory response, including expression of chemoattractants
interleukin-8 (IL-8), C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL-1), and CXCL-2 (35-37).
Similar results are observed in animal models of experimental GBS meningitis, as brain
tissue of GBS-infected mice shows increased neutrophil and monocyte infiltration
compared to that of naive controls (37), indicating a close interaction between GBS and
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granulocytic cells during active infection. Additional studies have shown that, in
response to GBS, neutrophils elaborate extracellular traps decorated with lactoferrin
(38) and that S100A9, a calprotectin subunit, is present in the blood and amniotic fluid
during intrauterine GBS infection (39). These observations suggest that GBS experi-
ences metal limitation during infection, but the mechanisms used by GBS to overcome
nutritional immunity remain unknown.

Bacteria utilize a number of strategies to obtain zinc during infection, including
direct uptake of the metal, the use of metallophores, and piracy from zinc-bound host
proteins. While there is a myriad of strategies employed to obtain zinc, the AdcABC/
ZnuABC family of ATP-binding cassette transporters are present in most bacteria.
Streptococcal pathogens S. pneumoniae and S. pyogenes harbor two zinc-binding
proteins, AdcA and AdcAll/Lmb, whereas GBS is particularly distinct as it possesses
three zinc-binding proteins, AdcA, AdcAll, and Lmb (40, 41). AdcA and AdcAll/Lmb have
been shown to utilize distinct mechanisms to bind zinc ions and shuttle them through
the AdcBC transporter and are important for growth in zinc-restricted environments
and infection (42-45).

Here, we investigated GBS fitness during calprotectin stress using a newly con-
structed saturated transposon mutant library and targeted amplicon sequencing. We
characterized the global requirements for GBS survival during nutritional immunity,
identifying 258 mutants, 123 underrepresented and 135 overrepresented, that impact
calprotectin sensitivity. We show here that characterized and putative metal transport-
ers are important for calprotectin survival in vitro and that the zinc uptake machinery
contributes to survival during calprotectin-induced starvation and invasive disease
progression. These results provide insight into zinc-dependent mechanisms that GBS
employs to evade the host immune response and nutritional immunity to successfully
cause disease and establish a groundwork to study the comprehensive effects of
chelation on multimetal transport in GBS.

RESULTS

GBS growth inhibited in the presence of calprotectin. Previous studies have
shown calprotectin inhibits bacterial growth by limiting nutrient metal ions (7-9). To
characterize the response of GBS to metal chelation by calprotectin, we assessed
growth of GBS strains in the presence of purified calprotectin. Disease clinical isolates
A909 (serotype la) (46), CJB111 (serotype V) (47), and COH1 (serotype Ill) (48) were
incubated with increasing concentrations of purified calprotectin ranging from 0 to
480 pg/ml, and growth was assessed by optical density and plating for viable bacteria.
Although various levels of chelation sensitivity were detected, growth of all GBS strains
(as measured by optical density at 600 nm [ODg]) was significantly inhibited at high,
but still physiologically relevant, calprotectin doses (Fig. 1A to C). Similar patterns of
growth inhibition were observed when growth was assessed by enumerating CFU
following an 8-h incubation with calprotectin. Exposure to calprotectin at concentra-
tions higher than 120 pg/ml significantly inhibited growth of all GBS strains (Fig. 1D to
F), while supplementation of zinc sulfate during calprotectin stress restored growth in
all three strains (see Fig. STA to C in the supplemental material). Additionally, we
determined how a panel of 27 vaginal isolates collected from the vaginal tracts of
pregnant women (49) survived in the presence of calprotectin. All strains were grown
with or without 120 ng/ml calprotectin, and data are displayed as percent inhibition in
treated versus untreated controls for isolates belonging to five different capsular
serotypes. We observed a mean percent inhibition across the isolates that ranged from
30% to 55%. When mean inhibition of each serotype was compared against the others,
we observed that vaginal isolates belonging to serotype V exhibited the most variability
between strains and were significantly more resistant to calprotectin-mediated chela-
tion than serotype la isolates (Fig. 1G). Representative invasive isolates A909, CJB111,
and COH1 were included in the isolate panel in their capsular serotype grouping and
are denoted by the open shapes in Fig. 1G. These data suggest that while there is
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FIG 1 Calprotectin inhibits GBS growth in vitro. Growth of GBS invasive isolates A909 (A), CJB111 (B), and COH1 (C) was assessed by measuring optical density
(0D, following an 8-h incubation with recombinant calprotectin (0 to 480 ng/ml) or by quantitating CFU (D to F). (G) Sensitivity was assessed by OD,,, across
a panel of vaginal isolates (closed shapes) and invasive isolates (open shapes) following an 8-h incubation with 120 ug/ml calprotectin. Data are displayed as
percent growth inhibition compared to that of untreated isolate controls. All experiments were performed in technical triplicates (n = 3), and data were
averaged from three independent experiments. Significance for panels A to F was determined by Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple-comparison tests
comparing treated samples to untreated controls. Significance for panel G was determined by one-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparison test. *, P <

0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0,0001.

variation in levels of sensitivity across strains and serotypes, GBS is broadly sensitive to
the antimicrobial activity of calprotectin.

Essential genes for GBS growth in calprotectin. To successfully colonize the host
or survive within highly inflammatory environments during infection, GBS must cope
with nutritional immunity and, specifically, metal limitation imposed by calprotectin. To
identify factors that are important for responding to calprotectin-mediated chelation,
we constructed a GBS saturated Krmit transposon (Tn) mutant library in the CJB111
strain background as described previously for group A Streptococcus (50). Analysis of
the library revealed 68,857 unique insertion sites across the GBS genome (Fig. 2). To
identify essential genes for GBS growth, we outgrew the Tn mutant library in Todd
Hewitt broth with yeast extract (THY), modified RPMI medium (mRPMI), and mRPMI plus
subinhibitory (60 png/ml) and inhibitory (480 g/ml) concentrations of calprotectin. We
recovered CFU from these growth conditions, extracted genomic DNA, and prepared
sequencing libraries as described in Materials and Methods. Transposon insertions were
sequenced as previously described (51) with minor changes, and sequenced reads were
mapped back to the GBS genome. Bayesian statistical analyses (52) identified, in the
absence of calprotectin, 206 essential genes for growth in THY and 450 essential genes
for growth in mRPMI (Fig. 3A and B), with 153 essential genes common to both media
conditions (Fig. 3C; see also Table S1). The genes deemed essential for growth in THY
and mRPMI were assigned clusters of orthologous groups of proteins (COGs) and were
found to be involved primarily in translation, ribosomal structure, and biogenesis (23%
in THY, 13% in mRPMI), replication, recombination, and repair (16% in THY, 13% in
mRPMI), cell wall/membrane/envelope biogenesis (10% in THY, 10% in mRPMI), and
carbohydrate transport and metabolism (10% in THY, 7% in mRPMI) (Fig. 3D and E).

Bayesian analyses were then used to determine the essential genes for growth in the
presence of calprotectin. These analyses compared essential genes from the base
medium (mRPMI) and subinhibitory and inhibitory concentrations of calprotectin. From
these analyses, we identified 40 genes that were essential specifically for growth in
mRPMI, 30 genes that were essential only for growth in a subinhibitory dose of
calprotectin, and 55 genes that were essential only for growth in an inhibitory calpro-
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FIG 2 Construction of a saturated Krmit transposon mutant library in GBS. CIRCOS atlas representation of the A909 genome is shown with base pair (bp) ruler
on the outer ring. The next two interior circles represent GBS open reading frames on the (+) and (—) strands, with colors depicting COG categories. The next
circle (blue) indicates the frequency of Krmit transposon insertion site (TIS) observed in the initial mutant library grown in THY, with 68,857 unique insertion
sites detected. The inner four circles present the results of Bayesian analysis of GBS gene essentiality under different growth conditions (THY, mRPMI, mRPMI
plus subinhibitory calprotectin, and mRPMI plus inhibitory dose calprotectin, in order toward center; essential genes (red), nonessential genes (green), and
excluded genes in either gray (too small for analysis) or black (inconclusive call). The center circle compiles the summary analysis of GBS genes under all four
growth conditions, with essential genes under all conditions (red), nonessential genes under all conditions (yellow), and small/inconclusive genes (gray/black).

tectin dose. The remaining 306 essential genes were deemed important for growth
across all environments (mRPMI, subinhibitory calprotectin, and inhibitory calprotectin)
(Fig. 3F and G; Table S1).

Global impact of calprotectin on GBS fitness. To determine the global effect of
calprotectin on GBS fitness, differential analyses were performed using DESeq2 com-
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FIG 3 GBS essential genes for growth in vitro. Bayesian analysis of essential genes for growth in THY (A) or mRPMI (B). Essential genes are depicted as yellow
(A) or pink (B), nonessential genes are shown in black, and inconclusive genes are shown in gray. The x axis is a linear representation of the A909 genome.
EggNOG 5.0 was used to assign COGs to determine functions for essential genes for growth in THY (D) and mRPMI (E). Venn diagrams depict the essential genes
for growth in mRPMI and THY (C) or mRPMI and subinhibitory (60 pg/ml) and inhibitory (480 pg/ml) calprotectin (F). (G) Linear map represents Bayesian analyses
of essential genes for growth in mRPMI and subinhibitory and inhibitory calprotectin.

paring samples treated with subinhibitory (60 pg/ml) or inhibitory (480 pg/ml) calpro-
tectin and untreated mRPMI controls. Genes found to be essential for growth in mRPMI
(pink), subinhibitory calprotectin (blue), inhibitory calprotectin (purple), or across two
treatments (gray) were excluded from fitness analyses (Fig. 4A and B). We characterized
the global impact of calprotectin stress on GBS growth and identified a total of 258
mutants in the output pool whose growth was significantly impacted by calprotectin.
We identified 135 mutations that conferred a fitness advantage for GBS during calpro-
tectin stress, with 94 mutants in subinhibitory-dose and 98 mutants in inhibitory-dose
calprotectin (Fig. 4A and B; Table S1), with 57 mutants common between the two
calprotectin treatment groups. We also identified 123 mutants that resulted in a fitness
defect during calprotectin stress; of those, 93 mutants were important in the subin-
hibitory dose of calprotectin and 76 mutants were important in the inhibitory levels of
calprotectin (Fig. 4A and B; Table S1), with 46 mutants observed in both calprotectin-
treated samples (Fig. 4C). Of the Tn mutants that were identified as underrepresented
following treatment with calprotectin, COGs were identified for 76 of the mutations
observed in subinhibitory treatment and 60 of the mutations observed in inhibitory
calprotectin treatment. The most abundant COGs of known function were those
involved in inorganic ion transport, amino acid and carbohydrate transport and me-
tabolism, and defense (Fig. 4D and E). Approximately 15% of the mutants underrep-
resented in both concentrations were grouped into the inorganic ion COG and were
previously characterized or putative systems involved in metal ion uptake or efflux
(Table 1). These systems involved in maintaining metal homeostasis were many of the
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most significantly underrepresented mutants as denoted in the volcano plots (shown
in red) for each calprotectin concentration (Fig. 4A and B).

To gain more insight into how the identified metal transport systems may contrib-
ute to homeostasis, all proteins of interest were clustered by ortholog against charac-
terized metal transport machinery in the closely related Streptococcus pneumoniae
TIGR4 genome. Of the three genes encoding zinc-binding proteins, we identified only
adcA (SAK_0685) and adcAll (SAK_1898) as important for growth in calprotectin. The
gene encoding their cognate ATPase, adcC (SAK_0218), and one of the genes encoding

TABLE 1 Genes encoding metal transporters implicated in survival in calprotectin

P value control vs. calprotectin at:

Locus tag Name Description Subinhibitory dose Inhibitory dose
SAK_0218 adeC Zinc ABC transporter, ATP-binding protein 0.01132 0.00004049
SAK_0252 SAK_0252 Peptide/opine/nickel uptake ABC transporter, substrate-binding protein 2.713E-15 1.019E-15
SAK_0253 SAK_0253 Peptide/opine/nickel uptake ABC transporter, permease protein 2.396E-19 4.972E-11
SAK_0254 SAK_0254 Peptide/opine/nickel uptake ABC transporter, permease protein 1.971E-17 1.16E—20
SAK_0255 SAK_0255 Peptide/opine/nickel uptake ABC transporter, ATP-binding protein 3.388E-19 7.2E-19
SAK_0514 czeD Cation efflux transporter, cation diffusion facilitator (CDF) family 0.002825 0.01577
SAK_0515 scZA Transcriptional regulator, TetR family 3.515E-07 0.00000315
SAK_0516 SAK_0516 Transcriptional regulator, AraC family 7.831E-11 6.017E-10
SAK_0685 adcA Zinc ABC transporter, zinc-binding protein 2612E—28 2.018E—21
SAK_0871 mntH Mn2*/Fe2* transporter, NRAMP family 0.006823 0.04543
SAK_1539 nike Nickel ABC transporter, ATP-binding protein 0.04795

SAK_1554 mtsC Metal ABC transporter, permease protein 9.914E—12

SAK_1555 mtsB Metal ABC transporter, ATP-binding protein 2.325E-10

SAK_1556 mtsA Metal ABC transporter, metal-binding lipoprotein 1.381E—11 0.003134
SAK_1897 shtil Streptococcal histidine triad family protein 0.0001926 2.972E-08
SAK_1898 adcAll Laminin-binding surface protein 0.04445
SAK_2051 cadD Cadmium resistance protein 0.000001093 6.657E—11
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FIG 5 Zinc transport contributes to calprotectin resistance. Quantitative RT-PCR was used to assess expression of adcA (A), adcAll (B), and Imb
(Q) following exposure to 120 ug/ml calprotectin (CP) or 25 uM TPEN (TP). Fold change was calculated by AAC, analysis with gyrA serving as the
internal control. Data are displayed as the average fold change from three independent experiments. Significance was determined by unpaired
Student’s t tests, **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.

a streptococcal histidine triad protein, shtll (SAK_1897), were also underrepresented in
our Tn sequencing analyses (Fig. 4F). Underrepresentation of mutants in adcAll was
specific to treatment with inhibitory levels of calprotectin, while mutants in the
remaining zinc transport genes detected were defective in calprotectin survival inde-
pendent of concentration (Table 1).

In addition to the zinc machinery, significant underrepresentation was detected for
Tn insertions in the genes encoding the manganese/iron ABC transporter, misABC
(SAK_1554-1556), and the gene encoding the manganese/iron natural resistance-
associated macrophage protein (NRAMP), mntH (SAK_0871) (53) (Fig. 4F). Ortholog
clustering again confirmed the conservation of the GBS transporter MtsABC to the
pneumococcal transporter PsaABC (53, 54); however, other pathogenic streptococci,
including S. pyogenes and S. pneumoniae, are devoid of manganese- and iron-
dependent NRAMP transporters (55-57). Additionally, mutants in genes that comprise
two other putative metal ion uptake systems were identified as underrepresented
(Fig. 4F). nikD (SAK_1539) is an ATP-binding protein encoded within the operon
nikABCDE (SAK_1538-1542) that encodes a putative but uncharacterized nickel ABC
transport system, and the second underrepresented and uncharacterized ABC transport
system is encoded by SAK 0252-0255; however, the substrate transported by this
system remains unknown (Fig. 4F). The substrate-binding proteins of both putative
metal transport systems belong to the NikA/DppA/OppA superfamily.

Calprotectin induces expression of zinc import machinery. Upon identifying
mutants in genes encoding two zinc-binding proteins, adcA and adcAll, in our trans-
poson sequencing analyses, we hypothesized that differential expression of genes
involved in zinc acquisition might occur following exposure to calprotectin, a natural
source of zinc limitation. Quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) analysis of
genes encoding the zinc-binding proteins adcA, adcAll, and Imb was performed fol-
lowing treatment with calprotectin or the cell membrane permeable chelator NN,N',N'-
tetrakis(2-pyridinylmethyl)-1,2-ethanediamine (TPEN). TPEN chelates zinc with an ex-
tremely high affinity (dissociation constant [K,] = 107> M); however, it has been
shown to bind other metal ions, including nickel (58), iron (59), and copper (60). Fold
changes in gene expression were calculated by the comparative threshold cycle (AAC;)
with gyrA serving as an internal control and were compared to expression observed in
untreated controls. Expression of adcA was induced 4-fold following exposure to
calprotectin and 10-fold following TPEN treatment, while expression of adcAll and Imb
was more robustly upregulated, with 18- and 15-fold inductions, respectively, in
response to calprotectin treatment and 320- and 227-fold inductions, respectively, after
treatment with TPEN (Fig. 5A to C). Expression of SAK 0514, ortholog to the cation
diffusion facilitator encoded by czcD of S. pneumoniae, was also assessed by qRT-PCR
to confirm that calprotectin and TPEN were inducing zinc-limited conditions. As ex-
pected, expression of czcD was downregulated following exposure to both (see
Fig. S2A). To confirm what was previously described for GBS in zinc-limited chemically
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defined medium (40, 41), we observed that mutants lacking individual zinc-binding
proteins exhibited similar calprotectin sensitivity as the wild-type (WT) GBS strain, while
growth of a triple AadcAAadcAllAlmb mutant was reduced (Fig. S2B). An increased
sensitivity to calprotectin was also observed in a triple AadcAAadcAllAlmb mutant
compared to that for the WT in both A909 and CJB111 strain backgrounds (Fig. S2C and
D). These significant differences, though subtle are consistent with previous results that
demonstrate functional redundancy exists between zinc-binding proteins and suggest
that additional transport systems could be contributing to survival during calprotectin
stress.

Zinc homeostasis contributes to GBS virulence and meningitis. Our results thus
far suggest that GBS utilizes zinc uptake machinery to cope with calprotectin stress in
vitro; thus, we hypothesized that zinc homeostasis would contribute to GBS virulence.
Using a murine model of GBS systemic infection, we infected mice (C57BL/6) intrave-
nously with the A909 WT or the isogenic AadcAAadcAllAlmb mutant strain. Infection
with the WT GBS strain resulted in significantly higher mortality than with the mutant
strain (Fig. 6A). By 36 h postinfection, 7/8 WT infected mice succumbed to infection.
Conversely, only 3/8 mice challenged with the AadcAAadcAllAlmb strain succumbed to
infection by the experimental endpoint of 144 h (Fig. 6A). At the time of death or the
experimental endpoint, blood and brains were harvested to determine bacterial load.
Despite similar levels of bacterial CFU recovered from blood (Fig. 6B), a significantly
higher bacterial burden was observed in brain tissue (Fig. 6C) of WT GBS-infected
animals than in animals infected with the AadcAAadcAllAImb mutant strain. We further
detected an increase in KC, a neutrophil chemokine, in brain homogenates of mice
challenged with WT GBS compared to that in the AadcAAadcAllAImb mutant strain
(Fig. 6D), suggesting a more robust infection and increased inflammation in WT-
infected mice. Similar results were also observed in the GBS CJB111 background (see
Fig. S3A to D) and during infection in another mouse (CD-1) background (Fig. S3E to G).
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FIG 7 Summary of the GBS zinc-dependent response to calprotectin. GBS senses metal limitation in the presence of
calprotectin and induces expression of three zinc-binding proteins to acquire zinc and overcome starvation. GBS that is
capable of regulating zinc homeostasis in a zinc-limited environment remains virulent, whereas GBS zinc transport mutant
strains are deficient in their ability to cause invasive disease.

To determine the contribution of calprotectin specifically to GBS disease progression,
we infected ST00A9—7~ mice with WT and AadcAAadcAliAlmb GBS. We observed that
ST00A9~"~ mice were equally susceptible to WT and mutant GBS (Fig. 6E) and had
similar bacterial loads in the brain and blood (Fig. 6F and G) and levels of neutrophilic
chemokine KC in brain tissue (Fig. 6H). Interestingly, STO0A9~/~ mice were less sus-
ceptible to WT GBS infection than WT mice. Taken together, these data indicate that
GBS zinc homeostasis is required for invasive disease, specifically, in the presence of
host calprotectin.

DISCUSSION

GBS infections are known to result in increased immune cell influx and inflamma-
tion, specifically, neutrophilic infiltrate (35, 61). As these are characteristic signs of
bacterial meningitis, GBS would encounter high concentrations of granulocyte-derived
calprotectin (62) during infection. Calprotectin makes up more than 50% of the
neutrophil cytosol and has been proven to be an effective molecule at starving
incoming pathogens of nutrient metal ions (7, 63). However, despite this mechanism
employed by the immune system to impede bacterial growth, GBS continues to cause
life-threatening illnesses, suggesting that this bacterium possesses machinery to thwart
host defenses and permit survival. Here, we have examined the global effect of
calprotectin stress on GBS fitness using a newly developed mariner GBS transposon
mutant library. We identified systems involved in zinc and manganese/iron homeostasis
as well as putative metal-transport systems that were not previously described in GBS
to be important for growth in the presence of calprotectin. Through mutagenesis and
functional analyses, we determined that the Adc zinc acquisition system, comprising
three zinc-binding proteins, promotes survival during calprotectin stress and contrib-
utes to systemic infection in vivo. Furthermore, the loss of calprotectin in vivo ablates
the requirement of zinc homeostasis for GBS virulence. These data support the growing
appreciation for the role of zinc uptake in bacterial pathogenesis and provide new
insight into the mechanisms by which GBS resists nutritional immune challenge (Fig. 7).

In this study, we demonstrate, for the first time, the global impact of calprotectin-
mediated metal chelation on GBS fitness using transposon library screening. We
observed that growth of both GBS disease and colonizing clinical isolates was inhibited
by physiologically relevant concentrations of recombinant calprotectin. Serotype V
isolates were significantly more resistant to chelation than serotype la isolates in vitro,
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but the basis for this requires further investigation. As our current understanding of
GBS metal homeostasis is limited, we sought to characterize the global effects of
calprotectin-mediated metal chelation on GBS fitness, utilizing a newly constructed
Krmit transposon mutant library. This screen identified COG categories of GBS gene
function during calprotectin stress, with the most abundant genes of known function
involved in inorganic ion transport, amino acid and carbohydrate transport and me-
tabolism, transcription, cell wall biogenesis, and defense mechanisms. Some of the
most significant underrepresented factors identified were those involved in metal
transport, including zinc/manganese/iron uptake and efflux. Our data also identified
GBS essential genes for growth in rich media, including THY and mRPMI, and our results
were consistent with a previous study using transposon sequencing of a different GBS
strain, which identified essential genes in tRNA synthesis pathways, glycolysis, and
nucleotide metabolism (64). We did, however, observe some differences. The transcrip-
tional regulator ccpA was previously deemed part of the GBS essential genome (64),
though in our analysis, ccpA was only essential in mRPMI. Similarly, the global nutri-
tional regulator codY, which is essential for Streptococcus pneumoniae growth (65) and
nonessential for GBS in rich medium (64), was found in our study to be nonessential for
growth in THY but essential for GBS growth in mRPMI. Together, these data suggest
that the essential genome of GBS is largely similar across strains, although this is
dependent on the growth medium.

To survive in metal-limited environments, bacterial pathogens possess tightly reg-
ulated, high-affinity metal uptake systems, and many Gram-positive bacteria are known
to use the ZnuABC/AdcABC zinc transport systems (66-68). In the case of pathogens
such as Staphylococcus aureus and Bacillus anthracis, each possesses a single zinc-
binding protein, AdcA and ZnuA, respectively (69, 70), and their associated ATP-binding
cassette transporter permease and ATPase are AdcB/ZnuB and AdcC/ZnuC (40, 71). The
zinc uptake machinery of streptococcal pathogens S. pneumoniae and S. pyogenes
possess two zinc-binding lipoproteins, AdcA and AdcAll/Lmb. GBS is particularly unique
in that in addition to AdcA and AdcAll, it harbors a third zinc-binding protein, anno-
tated as Lmb (72), encoded on a mobile element that is cotranscribed with a second
streptococcal histidine triad protein, Shtll. Lmb is thought to have been acquired by
horizontal gene transfer and shares homology with Lsp of Streptococcus pyogenes (73),
but the direct origin remains unknown. Originally annotated as laminin-binding pro-
teins, Lmb and Lsp were thought to contribute to adherence, though this interaction
has been debated and may be species or strain dependent (44, 74, 75). The GBS zinc
uptake machinery is encoded by four distinct operons and is under the regulation of
the zinc-dependent AdcR repressor (40). AdcR is involved in maintaining intracellular
zinc homeostasis and has been shown to be important for growth under zinc-limited
conditions (40, 41). Components of this system are also significantly upregulated during
GBS murine vaginal colonization and following incubation with human blood (76, 77).
In addition to the ABC transporters, bacteria have evolved other mechanisms to
maintain zinc homeostasis, examples include the metallophore staphylopine produced
by Staphylococcus aureus that binds zinc ions and is imported by the CntABCDF
machinery (70) and the TdfH transporter of Neisseria gonorrhoeae that binds calpro-
tectin directly to hijack and secure zinc ions (78). Although, similar systems have not
been described in GBS.

Our transposon mutant screen during calprotectin treatment identified loss-of-
function mutations in the zinc-binding protein AdcA as the most significantly under-
represented metal mutation. Mutants in the AdcC subunit of the zinc-dependent ABC
transporter, zinc-binding proteins AdcA and AdcAll, and the streptococcal histidine
triad protein Shtll were also underrepresented in our screen. Interestingly, mutations in
Lmb and Sht did not result in fitness defects in our transposon library screen, suggest-
ing that in a competitive growth environment, loss of either AdcA or AdcAll reduced
GBS fitness in the presence of calprotectin. However, in monoculture, while loss of all
three solute-binding proteins sensitized GBS to calprotectin, their individual losses did
not. Expression of adcAll and Imb were both induced to greater extent than adcA by

November/December 2020 Volume 11 Issue 6 e02302-20

155

mbic.asm.org 11



Burcham et al.

both calprotectin and TPEN, and mutations in AdcAll were specifically observed in
inhibitory calprotectin treatment. Collectively, these observations could indicate that
the GBS zinc importers may uniquely contribute to resisting metal limitation or other
aspects of infection, but further investigation is needed.

Additional systems of interest that were underrepresented in our calprotectin
transposon library screen were misABC (SAK 1554 to 1556), mntH (SAK_0871), sczA
(SAK_0515), czcD (SAK_0514), and cadD (SAK_2051). mtsABC encodes the manganese/
iron-dependent ABC transporter, and mtsA is a component of the core GBS genome
and could be a conserved system for survival during calprotectin-mediated stress
within the host (53, 79). Additionally, mntH encodes the manganese/iron NRAMP and
is known to be important for survival under acidic conditions similar to what GBS would
encounter during inflammation or within the phagolysosome (57). Similar to what has
been shown for zinc import, the mtsABC transporter was shown to be upregulated in
human blood and during vaginal colonization (76, 77). In the context of metal ion
efflux, we identified mutations in sczA, czcD, and cadD, which all resulted in fitness
defects when grown in media containing calprotectin. SczA is a zinc-dependent
transcriptional activator of the cation diffusion facilitator protein CzcD. This system has
been shown to contribute to bacterial survival during zinc toxicity, neutrophil and
macrophage killing, and GAS virulence (80-83). To date, SczA has been suggested to be
an activator in GBS (80), but the functional roles of SczA and CzcD in metal efflux and
GBS survival have not been described. Additionally, the cadDX operon in Streptococcus
salivarius has been shown to have both cadmium- and zinc-inducible repression (84);
thus, CadD may function similarly in GBS, but this warrants further investigation.
Recently, a new highly virulent GBS sequence type (ST), ST485 of the clonal complex
103, has become increasingly common in China, specifically, with the frequency of
isolation quickly climbing from 1% to 14% (85). These isolates have evolved from a
genetic lineage capable of causing both human and bovine disease, and both the
increase in virulence and rapid emergence of these isolates are thought to be due to
the acquisition of the cadDX operon (85).

An additional strength of our study is the sensitivity of our screen to detect genes
involved in overcoming various degrees of metal starvation. We identified 30 genes
that were essential for GBS growth in a subinhibitory concentration of calprotectin (see
Table S1 in the supplemental material), representing genes that are necessary for
overcoming low-level metal sequestration but are nonessential for survival in extreme
metal limitation. Genes of importance include those encoding two ribosomal proteins,
key enzymes involved in glycolysis, two enzymes involved in folate metabolism, and a
cobalt transporter ATPase. We also identified 55 uniquely essential genes for survival in
inhibitory levels of calprotectin. These genes represent those that are important for
growth when GBS encounters high degrees of starvation or the starvation of multiple
metals. Systems of interest in these data were genes encoding four ribosomal proteins,
six prophage-related proteins, phosphotransferase systems, and the stress response
serine protease HtrA (Table S1). These differential findings are significant, as it is
becoming increasingly appreciated that metal starvation/intoxication occurs across a
gradient and that the maintenance of metal homeostasis is dynamic and requires
numerous fine-tuned responses. These data are supported by previous studies that
show streptococcal metabolism (86, 87) to be dependent on metal ions and that
ribosomal proteins serve as reservoirs for intracellular zinc during metal limitation (88).

As the relative contribution of zinc homeostasis to GBS virulence had not been
previously characterized, we utilized a murine model of GBS systemic infection to
compare WT and AadcAAadcAllAlmb strains. These experiments demonstrated that the
AadcAladcAllAlmb mutant was significantly attenuated compared to WT GBS in two
different GBS strain backgrounds and in different mouse strains. These data further
validate our in vitro results and confirm the importance of zinc uptake machinery to the
pathogenesis of GBS infection. To determine the contribution of host calprotectin to
the GBS disease process, we utilized a calprotectin knockout mouse strain (S70049 /")
(89, 90). In contrast to the phenotypes observed in WT mice, ST00A9~/~ mice were
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equally susceptible to GBS WT and AadcAladcAllAlmb strains (Fig. 7A), suggesting that
zinc transport machinery is expendable when the zinc-limiting pressure of calprotectin
is absent. Furthermore, we observed that WT mice exhibited increased mortality due to
GBS infection compared to that of ST00A9~/~ mice. In our studies, nearly 90% of WT
mice infected with WT GBS succumbed to illness by 48 h, whereas the ST00A9~ mice
infected with WT GBS did not reach 50% lethality until 90 h postinfection. Similar trends
were recently observed in 570049 “ mice challenged with S. pyogenes (91). Addition-
ally, these data are consistent with previous findings that suggest a role for calprotectin
as an immunological alarmin in promoting inflammatory signaling (92-94). Studies to
determine the specific role of calprotectin in inflammation during GBS disease pro-
gression warrant further investigation.

Here, we report the generation and utilization of a highly saturated GBS mariner
transposon library to investigate bacterial response to calprotectin-mediated metal
chelation. Genome-wide screening revealed numerous metabolic pathways and metal
transport systems that may contribute to the ability of GBS to overcome calprotectin
stress and nutritional immunity. Our results emphasize the importance of zinc transport
to the development of GBS systemic infection, highlighting the significance of zinc
homeostasis to disease progression. As zinc uptake machinery is highly conserved
across streptococcal pathogens, they present a promising target for the development
of novel antimicrobials.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Streptococcus agalactiae (GBS) isolates A209 (serotype la),
CJB111 (serotype V), COH1 (serotype Ill), a cohort of 25 vaginal colonization isolates (serotypes la, Ib, Il
lll, and V) (49), and mutant strains (A909 AadcA, A909 AadcAll, A909 Almb, A909 AadcAAadcAllAlmb, and
CJB111 AadcAladcAllAlmb) were cultured in Todd-Hewitt broth (THB) at 37°C. Mutant strains were
constructed as previously described (40, 41). Deletion of these genes did not affect growth in metal-
sufficient medium (40).

Calprotectin growth assays. Briefly, GBS cultures grown overnight (for 18 h) in THB were diluted
1:50 into 100 pl in a 96-well microtiter plate with 38% 3 X modified RPMI medium (mRPMI) (95) (RPMI
powder [Gibco 31800-022], 150 mM HEPES [pH 7.4], 1.5% glucose, 3X basal medium Eagle [BME]
vitamins [Sigmal, 75 pwg/ml guanine, 75 pg/ml uracil, and 75 pg/ml adenine), 62% calprotectin buffer
(20 mM Tris [pH 7.5], 100 mM NaCl, and 3 mM CacCl,), and 0 to 240 ug/ml recombinant calprotectin (70,
96). The range of recombinant calprotectin was previously established for assaying bacterial survival in
vitro (17, 97). At 8 h postinoculation, growth was assessed by measuring optical density (OD,,,) and
plating serial dilutions to quantitate CFU. In experiments where zinc was supplemented to counter
calprotectin chelation, zinc sulfate was added at 50 uM for AS09 or 100 M for COH1 and CJB111 strains.

Generation of mariner (Krmit) mutant libraries in GBS for Tn sequencing. In vive mariner
transposition for random mutagenesis in GBS was accomplished using the pKrmit system originally
developed for GAS (50), as previously described (50, 98). Briefly, GBS CJB111 cells were transformed by
electroporation with 300 ug of pKrmit and outgrown in THY at 30°C (permissive temperature for pKrmit
replication) for 4 h. Transformants were then selected by plating on THY agar containing 300 pg/ml
kanamycin (Km) 100 pg/ml and spectinomycin at 30°C for 48 h. The presence of intact pKrmit was
phenotypically tested as previously described (98), and proper GBS transformants were stored at —80°C.
For Krmit transposition, an individual pKrmit-containing GBS freezer stock was used to inoculate 250 ml
of THY containing Km and incubated overnight at 37°C (T,) (nonpermissive temperature for pKrmit
replication). The quality of Krmit transposition was tested as previously described (98, 99): the complexity
or randomness of Krmit mutant libraries was assessed by amplifying the insertion sites of random
mutants by arbitrarily primed PCR (AP-PCR), Sanger DNA sequencing, and mapping onto the appropriate
GBS genome. Percent randomness was determined by defining a ratio of unique insertions (by AP-PCR
sequencing) among a tested population.

Transp library screening. The GBS pooled Krmit library was grown overnight in THB with
300 pg/ml kanamycin. Overnight culture was back diluted into 38% 3 mRPMI with 62% calprotectin
buffer and 0, 60, or 480 ug/ml purified calprotectin. Samples were incubated at 37°C for 8 h. Following
incubation, samples were centrifuged and resuspended in 200 ul phosphate-buffered saline (PBS). The
total volume was spread onto Todd-Hewitt agar (THA) plates and incubated overnight at 37°C. Bacterial
growth from each treatment condition was collected and pooled into three samples, and genomic DNA
was extracted using a Zymobiomics DNA miniprep kit (Zymo Research).

Transp library seq ing. Library preparation and sequencing were performed as previously
described (51) by the microarray and genomics core at the University of Colorado Anschutz Medical
Campus. Briefly, genomic DNA was sheared to approximately 340-bp fragments and processed through
the Ovation Ultralow V2 DNA-Seq library preparation kit (Tecan); 9 ng of each library was used as the
template to enrich by PCR (16 cycles) for the transposon insertions using Krmit-specific (TCGTCGGCAG
CGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCGGGGACTTATCATCCAACC) and lllumina P7 primers. The enriched
PCR products were diluted 1:100, and 20 pl was used as the template for an indexing PCR (9 cycles) using
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the TruSeq P5 indexing and P7 primers. Sequencing was performed using an lllumina NovaSeq 6000 in
a 150-base paired-end format.

Bioinformatic analyses of Th sequencing. Two annotated Streptococcus agalactiae genomes were
used as the reference for these analyses, namely, CJB111 (AAJQ01000001) and AS09 (NC_007432). The
provided annotation is based on the A909 genome, as the annotated CJB111 genome has significantly
lower coverage. Italicized directory names (ending in/) refer to directories within the git repository for
this project available at https://github.com/abelew/sagalacticae_2019. Much of the postprocessing was
handled by the hpgltools R package (100). Approximately 2.5 million reads of each raw library were
queried for quality with Fastqc (101) before removing the mariner inverted terminal repeat (ITR) leading
sequences with cutadapt (102). These libraries were aligned against the reference genomes with Bowtie
(103, 104) using options to allow one mismatch (-v 1) and randomly assign multimatched reads to one
of the possible matching positions (-M 1). The resulting alignments were converted to sorted/com-
pressed binary alignments (105) and counted (106) against the reference genome coding DNA sequence
(CDS) and intergenic regions. The essentiality software package (52) provides an opportunity to query
statistically significant stretches of TAs that have no observed insertions to further inform its metric of
essentiality. The insertion data were therefore converted into its expected format and passed to the
version 1.21 of the implementation Python script. The resulting table provided a count of the number
of insertions observed in each open reading frame (ORF), the number of observed TAs, the maximum
length of the nonobserved sequence, the nucleotide span of this region, a call on whether each ORF is
essential, and the posterior probability for each call. The default options were used, except multiple runs
were performed with the minimum hit parameter set to 1, 2, 4, 8, 16, and 32. These operations were
performed via CYOA (https://github.com/abelew/CYOA). In a separate invocation, the three replicates for
the control, low concentration, and high concentration samples were concatenated into a single sample,
and essentiality was run on the combined samples. The libraries were quantified with respect to relative
coverage, similarity, and saturation and with respect to available TA insertion points. These tasks were
performed using the hpgltools and the input text/wig files for the essentiality package. Thus, the
essentiality input files were read into the R function “plot_saturation” and used to visualize the saturation
of each library. This was done by taking the log, (hits + 1) for each position and plotting them as a set
of histograms. Comparison and normalization of control (input) and experimental (output) libraries were
performed similarly to the essentials software package (107, 108) but using a combination of voom/
limma, EdgeR, DESeq2, EBSeq, and a statistically uninformed basic analysis instead of EdgeR. Pairwise
Euclidean distances, Spearman correlation coefficients, and principal-component analyses were then
used to visualize the similarities/differences between normalized libraries. Clustering of orthologous
groups of proteins (COGs) were assigned using EggNOG 5.0.0 (109), and Venn diagrams were calculated
and plotted using BxToolBox (BiolnfoRx, Inc., Madison, WI).

Quantitative reverse transcriptase PCR (QRT-PCR) and ELISA. GBS strains were grown to mid-
logarithmic phase (ODgq, of 0.4) in mRPMI and incubated with 120 png/ml calprotectin for 1 h at 37°C or
25 pm TPEN for 15 min at 37°C. Following incubation, bacteria were centrifuged at 5,000 X g for 5 min,
total RNA was extracted (Macherey-Nagel), and cDNA was synthesized (Quanta Biosciences) per the
manufacturers’ instructions. The following primer sequences (shown 5° to 3’) were used in this study:
adcA (forward [F], GAACGTGCGATTTCTGTTGTAG; reverse [R], TGCAATGTAAGCATCTGCATTT), adcAll (F,
GCTAGTTGTGTAGCGATGAGTT; R, GGAGTAGATGAGTCAACCTTGTATG), Imb (F, GGCCTGGAAGATATGGAA
GTG; R, GTATGCTGGGTCACAAAGGT), and czcD (F, TCAATACCATCCATTGACCAGAT; R, GATTCCATAGATT
ACGCTGCATTAC). KC from mouse brain homogenates was quantitated by enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) per the manufacturer's instructions (R&D Systems).

Ortholog clustering. To evaluate if metal transport machinery involved in survival during calpro-
tectin stress was orthologous to that in characterized systems, the closely related Streptococcus pneu-
moniae TIGR4 (GCF_000006885.1) and S. agalactiae A909 (GCF_000012705.1) were used as input for the
program OrthoFinder v. 2.2.6 (110). Domain architecture of proteins in each orthogroup collected were
evaluated using InterProScan v. 5.27-66.0 (111). Predicted operons in GBS were determined using the
Database of prOkaryotic OpeRons (DOOR?) (112-114).

Mouse model of GBS systemic infection. All animal experiments were conducted under the
approval of the Institutional Animal Care and Use Committee (number 00316) at the University of
Colorado Anschutz Medical Campus and performed using accepted veterinary standards. We utilized a
mouse model of systemic infection as previously described (28, 36, 37), in which female 8-week-old
C57BL/6, C57BL/6 5100A9, and CD1 mice were injected intravenously with 3 X 108 CFU of WT A209
or A909 AadcAAadcAliAlmb or 1 X 107 CFU CJB111 or CJB111 AadcAAadcAliAlmb mutant strains. Mice
were euthanized, and blood and brain tissues were collected. Tissue homegenates and blood were
plated on THA to quantify GBS CFU burden.

Statistical analyses. Significance during calprotectin growth experiments was determined by the
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple-comparison posttest with treated samples compared to un-
treated controls. Normality was confirmed for clinical isolate data by the Shapiro-Wilk test, and signifi-
cance was determined by one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey's multiple-comparison
posttest, Calprotectin growth assays using GBS WT and mutant strains was analyzed by the Kruskal-Wallis
test with Dunnett’s multiple-comparison test. Statistical differences in murine experiments were deter-
mined by the log rank Mantel-Cox test for survival and by an unpaired Student's t test. Statistical
significance was accepted when P value was <a, with an « of 0.05.

Data availability. Sequencing reads from the transposon sequencing analyses are available in the
NCBI Sequence Read Archive (SRA) under the accession number PRINA667098.
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Abstract

Bacterial membrane lipids are critical for membrane bilayer formation, cell division, protein
localization, stress responses, and pathogenesis. Despite their critical roles, membrane lip-
ids have not been fully elucidated for many pathogens. Here, we report the discovery of a
novel cationic glycolipid, lysyl-glucosyl-diacylglycerol (Lys-Glc-DAG), which is synthesized
in high abundance by the bacterium Streptococcus agalactiae (Group B Streplococcus,
GBS). To our knowledge, Lys-Glc-DAG is more positively charged than any other known lip-
ids. Lys-Glc-DAG carries 2 positive net charges per molecule, distinct from the widely
described lysylated phospholipid lysyl-phosphatidylglycerol (Lys-PG) that carries one posi-
tive net charge due to the presence of a negatively charged phosphate moiety. We use nor-
mal phase liquid chromatography (NPLC) coupled with electrospray ionization (ESI) high-
resolution tandem mass spectrometry (HRMS/MS) and genetic approaches to determine
that Lys-Glc-DAG is synthesized by the enzyme MprF in GBS, which covalently modifies
the neutral glycolipid Glc-DAG with the cationic amino acid lysine. GBS is a leading cause of
neonatal meningitis, which requires traversal of the endothelial blood-brain barrier (BBB).
We demonstrate that GBS strains lacking mprF exhibit a significant decrease in the ability to
invade BBB endothelial cells. Further, mice challenged with a GBSAmprF mutant developed
bacteremia comparably to wild-type (WT) infected mice yet had less recovered bacteria
from brain tissue and a lower incidence of meningitis. Thus, our data suggest that Lys-Glc-
DAG may contribute to bacterial uptake into host cells and disease progression. Importantly,
our discovery provides a platform for further study of cationic lipids at the host—pathogen
interface.
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Introduction

Bacterial cellular membranes are dynamic structures that are critical for survival under varying
environmental conditions and are essential for host-pathogen interactions. Phospholipids and
glycolipids within the membrane have varying chemical properties that alter the physiology of
the membrane, which bacteria can modulate in response to environmental stresses such as pH
[1], antibiotic treatment [2], and human metabolites [3]. Despite their critical roles in the sur-
vival and pathogenesis, membrane lipids have not been carefully characterized using modern
lipidomic techniques for many important human pathogens, including Streptococcus agalac-
tiae (Group B Streptococcus, GBS). GBS colonizes the lower genital and gastrointestinal tracts
of approximately 30% of healthy women [4,5]. However, GBS can cause sepsis and pneumonia
in newborns and is a leading cause of neonatal meningitis, resulting in long-lasting neurologi-
cal effects in survivors [6-8]. Due to the severity of the resulting diseases, intrapartum antibi-
otic prophylaxis is prescribed for colonized pregnant women [7,9]. Even with these measures,
a more complete understanding of GBS pathogenesis and new therapeutic and preventive
measures are needed to mitigate the devastating impact of GBS neonatal infection.

Research on the pathogenesis of the GBS has mainly focused on cell wall-anchored or
secreted proteins and polysaccharides that aid in the attachment to and invasion of host cells.
The numerous attachment and virulence factors possessed by the GBS are summarized in a
recent review by Armistead and colleagues [10]. Comparatively, little is known about GBS cellu-
lar membrane lipids. To our knowledge, the only characterization of GBS lipids prior to our
current study was the identification of the phospholipids phosphatidylglycerol (PG), cardiolipin
(CL), and lysyl-phosphatidylglycerol (Lys-PG) in GBS [11-13]. Similarly, investigation into the
glycolipids of the GBS membrane has focused on di-glucosyl-diacylglycerol (Glc,-DAG), which
is the lipid anchor of the Type I lipoteichoic acid, and its role in pathogenesis [14].

In this study, we utilized normal phase liquid chromatography (NPLC) coupled with elec-
trospray ionization (ESI) high-resolution tandem mass spectrometry (HRMS/MS) to charac-
terize the GBS membrane lipid composition and identified a novel cationic glycolipid, lysyl-
glucosyl-diacylglycerol (Lys-Glc-DAG), which comprises a major portion of the GBS total
lipid extract. While Lys-PG has been reported in a range of bacterial species [15], Lys-Glc-
DAG represents, to our knowledge, the first example of lysine modification of a neutral glyco-
lipid. By gene deletion and heterologous expression, we show the GBS MprF enzyme is respon-
sible for the biosynthesis of both the novel Lys-Glc-DAG and Lys-PG. Most strikingly, using
an in vivo hematogenous murine infection model, we demonstrate that MprF does not con-
tribute to GBS bloodstream survival. This distinguishes the GBS MprF from the well-known
Staphylococcus aureus MprF, which synthesizes only Lys-PG [16,17]. Rather, GBS MprF con-
tributes specifically to meningitis and penetration of the blood-brain barrier (BBB). These
results greatly expand our knowledge of naturally occurring cationic lipids and MprF func-
tionality and reveal insights into the pathogenesis of meningitis caused by GBS.

Results
Identification of Lys-Glc-DAG, a novel cationic glycolipid in GBS

The membrane lipids of 4 GBS clinical isolates of representative serotypes were characterized:
COH1 [18], A909 [19], CNCTC 10/84, and CJB111 [20] (serotypes I1I, 1a, and V, respectively).
Common gram-positive bacterial lipids were identified by normal phase LC coupled with neg-
ative ion ESI/MS/MS, including diacylglycerol (DAG), monohexosyldiacylglycerol
(MHDAG), dihexosyldiacylglycerol (DHDAG), PG, and Lys-PG, as shown by the negative
total ion chromatogram (TIC) (Fig LA).
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Fig 1. Lipidomic profiling of GBS and identification of Lys-Glc-DAG synthesized by MprF. TIC of LC/MS in (A)
negative ion mode and (B) positive ion mode shows a major unknown lipid eluting at approximately 25 to 29 minutes.
(C) Positive ESI/MS showing the [M+H]" ions of the unknown lipid. (D) Positive ion MS/MS spectrum of [M+H]" at
m/z 885.6 and (E) negative ion MS/MS spectrum of [M-H] ™ at m/z 883.6 of the unknown lipid. (F) Lys-Gle-DAG
(16:0/18:1) is proposed as the structure of the unknown lipid. (G) TIC showing loss of Lys-Gle-DAG and Lys-PG in
COHI1AmprF, which is present when mprF is complemented in trans. (H) Lys-Glc-DAG and Lys-PG is only presentin
Streptococcus mitis when expressing GBS mprF compared to Lys-PG only when expressing Enterococcus faecium mprF.
“” denotes methylcarbamate of Lys-Gle-DAG, an extraction artifact due to the use of chloroform. (I) Biosynthetic
pathways involving MprF. DAG, diacylglycerol; DHDAG, dihexosyldiacylglycerol; ESI, electrospray ionization; GBS,
Group B Streptococcus; LC/MS, liquid chromatography/mass spectrometry; Lys-Gle-DAG, lysyl-glucosyl-
diacylglycerol; Lys-PG, lysyl-phosphatidylglycerol; MS, mass spectrometry; MS/MS, tandem MS; TIC, total ion
chromatogram.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001555.0001

Surprisingly, the positive TIC (Fig 1B, S1 Fig) shows highly abundant peaks of unknown
identity at the retention time approximately 25 to 29 minutes. The mass spectra (Fig 1C) and
LC retention times of this lipid do not match with any other bacterial lipids we have analyzed
or exact masses in lipidomic databases [21,22]. Tandem MS (MS/MS) in the positive ion mode
(Fig 1D), negative ion mode (Fig 1E), and high-resolution mass measurement (Fig 1C) allowed
us to propose Lys-Glc-DAG (Fig 1F) as the structure of this unknown lipid. Observed and

exact masses of Lys-Gle-DAG are shown in S1 Table. The assignment of glucose was based on
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the observation that glucosyl-diacylglycerol (Gle-DAG) is a major membrane component of
GBS and other streptococci [14] and results from an isotopic labeling experiment using **C-
labeled glucose (Glucose-">Cg). The assignment of lysine modification was supported by an
isotopic labeling experiment with deuterated lysine (lysine-d4). The expected mass shifts (+4
Da) were observed in both molecular ions and MS/MS product ions (S2 Fig). Comparison of
both MS/MS spectra of labeled (Glucose-"*C4) and unlabeled Lys-Glc-DAG indicates the
lysine residue is linked to the 6-position of glucose (52 Fig). Lys-Gle-DAG consists of several
molecular species with different fatty acyl compositions resulting in different retention times
and multiple, unresolved TIC peaks (approximately 25 to 29 minutes).

GBS MprF synthesizes Lys-Glc-DAG

The enzyme MprF (multiple peptide resistance factor) catalyzes the aminoacylation of PG
with lysine in some gram-positive pathogens [16,23]. We determined that GBS MprF is
responsible and sufficient for synthesizing Lys-Glc-DAG as well as Lys-PG. Deletion of mprF
from both COH1 and CJB111 abolishes Lys-Glc-DAG and Lys-PG synthesis, which are
restored by complementation (Fig 1G, 83 Fig). Deletion of GBS mprF does not confer a growth
defect in Todd Hewitt Broth (THB) or tissue culture medium. The oral colonizer Streptococcus
mitis does not encode mprF or synthesize Lys-PG but synthesizes Glc-DAG and PG [2,3]. Het-
erologous expression of GBS mprF in S. mitis results in Lys-Glc-DAG and Lys-PG production
(Fig 1H), while expression of Enterococcus faecium mprF results in only Lys-PG production
(Fig 1H), as expected [1]. Biosynthetic pathways involving MprF are shown in Fig 11

MprF contributes to GBS pathogenesis

We investigated whether MprF contributes to GBS invasion into brain endothelial cells and
development of meningitis. To mimic the human BBB, we utilized the human cerebral micro-
vascular endothelial cell line hCMEC/D3. In vitro assays for adhesion and invasion were per-
formed as described previously [14,24,25]. There was no significant difference in the ability of
AmprF compared to wild-type (WT) and complement cells to attach to hCMEC/D3 cells (Fig
2A). However, we observed a significant decrease in the amount of AmprF recovered from the
intracellular compartment of h\CMEC/D3 cells (Fig 2A). The reduced invasion phenotype was
confirmed in the hypervirulent serotype V strain, CJB111 [26,27] (54 Fig). Intracellular sur-
vival requires GBS to survive low pH conditions in lysosomes (pH 4.5 to 5.5) [28], and AmprF
is unable to survive low pH conditions (Fig 2B). This suggests that MprF promotes GBS inva-
sion and possibly intracellular survival in brain endothelial cells.

We hypothesized that these in vitro phenotypes of AmprF would translate into a diminished
ability to penetrate the BBB and produce meningitis in vivo. Using our standard model of GBS
hematogenous meningitis [ 14,24], mice were challenged with either WT GBS or AmprF. Mice
were sacrificed at 72 hours to determine bacterial loads in blood and brain tissue. We recov-
ered significantly less colony-forming unit (CFU) in the brains of AmprF-infected mice com-
pared to the WT infected mice (Fig 2C). However, there was no significant difference in CFU
recovered from the bloodstream or the lung (Fig 2D and 2F), demonstrating that AmprF does
not have a general defect in bloodstream survival or tissue invasion in vivo. Furthermore, mice
challenged with WT GBS had significantly more meningeal thickening and neutrophil chemo-
kine, KC, in brain homogenates compared to AmprF mutant-infected animals (Fig 2 F-H).
Taken together, mprF contributes to GBS penetration into the brain and to the pathogenesis of
meningitis in vivo.
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Fig 2. Contribution of lysine lipids to meningitis pathogenesis. (A) [n vitro assays for adherence and invasion of
hCMEC cells indicates mprF contributes to invasion but not adherence to brain endothelium (the mean of each
biological replicate is displayed, comprised of 4 replicate wells per biological replicate, mean and SEM). (B) pH-
adjusted medium growth indicates AmprF cannot survive in low pH conditions, mean and SD. Groups of CD-1 mice
were injected intravenously with COH1 WT or COH1AmprF strains and bacterial counts were assessed in the (C)
brain, (D) blood, and (E) lung after 72 hours. Representative data from 2 independent experiments are shown (WT, n
= 20; AmprF, n = 19). (F) Hematoxylin-eosin-stained brain sections from representative mice infected with WT (top)
or AmprF mutant (bottom); arrows indicate meningeal thickening and leukocyte infiltration. (G) Quantification of
meningeal thickening using Image]. (H) KC chemokine production measured by ELISA. Panels C, D, E, G, and H
median indicated. Statistical analyses performed using GraphPad Prism: (A) One-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test; (C, D, G) unpaired two-tailed ¢ test; (E, H) Mann-Whitney U test; p-values indicated; ns, no
significance (p-value > 0.05). The numerical data underlying the graphs shown in this figure are provided in S1 Data.
WT, wild-type.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001555.0002

Discussion

Here, we report that GBS MprF uniquely synthesizes a novel cationic glycolipid Lys-Glc-DAG
in high abundance which plays a role in the invasion of human endothelial cells. This work
establishes that GBS capitalizes on MprF to modulate charges of both glycolipids and phospho-
lipids at the membrane, which is unprecedented.

Previously, MprF has been shown to catalyze the aminoacylation of the anionic phospho-
lipid PG in a range of Gram-positive and Gram-negative bacteria [16,23]. MprF is a mem-
brane-bound enzyme comprised of a N-terminal lipid flippase domain [29] and a carboxyl-
terminal catalytic domain that catalyzes the aminoacylation of the glycerol group of PG by
using aminoacyl-tRNAs as the amino acid donors [30-32]. An important function of PG ami-
noacylation is proposed to decrease the net negative charge of the cellular envelope to confer
protection from cationic antimicrobial peptides (CAMPs) produced by host immune systems
and bacteriocins produced by competitor bacteria [16,23]. However, a previous study observed
no contribution of mprF to GBS in vitro susceptibility to commonly studied CAMPs, which is
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unlike the well-characterized S. aureus mprF [33], thus highlighting the unique differences
between the extracellular surfaces of these bacteria.

Based on our tissue culture and mouse infection experiments, we propose that GBS have an
MprF enzyme and corresponding cellular lipid properties that are adapted for efficient inva-
sion of mammalian cells. Deletion of mprF impacts the ability of GBS to enter the brain and
promote meningitis in vivo. This suggests that MprF plays a role in BBB penetration and not
invasion into the lung; however, additional studies are warranted to examine other tissue sites.
It is unknown how lysinylated lipids in the GBS membrane, which is covered by a layer of pep-
tidoglycan, mechanistically impact invasion. Because Lys-Glc-DAG is abundantly synthesized
by GBS MprF, with Lys-PG a comparatively minor product, it is likely that Lys-Glc-DAG is
the most relevant lipid for meningitis pathogenesis. Speculatively, Lys-Glc-DAG may contrib-
ute to membrane vesicle (MV) formation by GBS. MV have previously been shown to be pro-
inflammatory and result in preterm birth and fetal death in mice [34], but have not been stud-
ied during meningitis progression. In future studies, it will be key to investigate this, as well as
the specific host inflammatory and signaling responses to the GBS mprF mutant.

Our identification of the novel Lys-Glc-DAG glycolipid rationalizes further study of the
lipidomes of human pathogens. First, lipids contribute to virulence, and understanding these
virulence mechanisms and the mechanisms for lipid synthesis may identify novel antimicro-
bial drug targets. The decreased in vivo pathogenicity of the AmprF mutant identifies GBS
MprF as a candidate for targeting by antimicrobial strategies. Moreover, Lys-Glc-DAG could
be utilized as a specific molecular biomarker for GBS diagnostics. In addition, engineered cat-
ionic lipids are utilized in lipid nanoparticles for mRNA vaccine and drug delivery and are
required for uptake of particles into cells [35,36]. Substantial effort has been dedicated to the
synthesis of cationic lipids with low toxicity and efficient delivery properties. Lys-Glc-DAG is
a naturally occurring, strongly cationic lipid with potential for use in lipid nanoparticles for
vaccine and drug delivery. Importantly, our discovery suggests that lipidome analysis of
human pathogens is likely to reveal novel lipids of biotechnological utility.

Materials and methods

Bacterial strains, media, and growth conditions

See 52 Table for strains used in this study. GBS strains were grown statically at 37°C in THB and
S. mitis strains were grown statically at 37°C and 5% CO;, unless otherwise stated. Streptococcal
chemically defined medium [37] was diluted from stock as described [38] with 1% w/v glucose
(referred to as DM), slightly modified from [39], unless otherwise stated. Escherichia coli strains
were grown in Lysogeny Broth (LB) at 37°C with rotation at 225 rpm. Kanamycin and erythromy-
cin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were supplemented to media at 50 pg/mL and 300 ug/mL for
E. coli, respectively, or 300 pg/mL and 5 pg/mlL, respectively, for streptococcal strains.

Routine molecular biology techniques

All PCR reactions utilized Phusion polymerase (Thermo Fisher, Waltham, MA). PCR products
and restriction digest products were purified using GeneJET PCR purification kit (Thermo
Fisher) per manufacturer protocols. See S3 Table for primers. Plasmids were extracted using Gen-
¢JET plasmid miniprep kit (Thermo Fisher) per manufacturer protocols. Restriction enzyme
digests utilized Xbal, Xhol, and Pstl (New England Biolabs, Ipswich, MA) for 3 hoursat 37°Cina
water bath. Ligations utilized T4 DNA ligase (New England Biolabs) at 16°C overnight or Gibson
Assembly Master Mix (New England Biolabs) per manufacturer protocols where stated. All plas-
mid constructs were sequence confirmed by Sanger sequencing (Massachusetts General Hospital
DNA Core, Cambridge, MA or CU Anschutz Molecular Biology Core, Aurora, CO).
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Deuterated lysine and ">Cg-D-glucose isotope tracking

A GBS COH1 colony was inoculated into 15 mL of DM containing 450 puM lysine-d4 (Cam-

bridge Isotopes Laboratories, Tewksbury, MA) or a single COH1 colony was inoculated into
10-mL DM supplemented with 0.5% w/v "*CsD-glucose (U-13C6, Cambridge Isotopes Labo-
ratories) for overnight growth for lipidomic analysis described below.

Construction of MprF expression plasmids

Genomic DNA was isolated using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, German-
town, MD) per the manufacturer’s protocol with the exception that cells were pretreated with
180 pL 50 mg/mL lysozyme, 25 pL 2500 U/mL mutanolysin, and 15 uL 20 mg/mL preboiled
RNase A and incubated at 37°C for 2 hours. The mprF genes from GBS COH1,
(GBSCOH1_1931), GBS CJB111 (ID870_10050), and E. faecium 1,231,410 (EFTG_00601)
were amplified and either Gibson ligated into pABG5AphoZ [40] or ligated into pDCErm [41].
Plasmid constructs were transformed into chemical competent E. coli. Briefly, chemically com-
petent cells were incubated for 10 minutes on ice with 5 pL of Gibson reaction before heat
shockat 42°C for 70 seconds, then placed on ice for 2 minutes before 900 L of cold SOC
medium was added. Outgrowth was performed at 37°C, with shaking at 225 rpm, for 1 hour.
Cultures were plated on LB agar plates containing 50 pg/mL kanamycin. Colonies were
screened by PCR for presence of the mprF insert.

Expression of mprF in S. mitis

Natural transformation was performed as previously described [3]. Briefly, precultures were
thawed at room temperature, diluted in 900 pL of THB, further diluted 1:50 in prewarmed
5-mL THB and incubated for 45 minutes at 37° C. Moreover, 500 pL of culture was then ali-
quoted with 1 pL of 1 mg/ml competence-stimulating peptide (EIRQTHNIFENFFKRR) and

1 pg/mL plasmid. Transformation reaction mixtures were cultured for 2 hours at 37°C in
microcentrifuge tubes before being plated on THB agar supplemented with 300 ug/mL kana-
mycin. Single transformant colonies were cultured in 15-mL THB overnight. PCR was used to
confirm the presence of the mprF insert on the plasmid. Plasmids were extracted and sequence
confirmed as described above. Lipidomics was performed as described below in biological
triplicate.

Construction of mprF deletion plasmids

Regions approximately 2-kb upstream and downstream of the GBS COH1 mprF
(GBSCOH1_1931) or CJB111 (ID870_10050) were amplified using PCR. Plasmid, pMBSacB
[42], and the PCR products were digested using appropriate restriction enzymes and ligated
overnight. A total of 7 uL of the ligation reaction was transformed into chemically competent
E. coli DH5¢. as described above, except that outgrowth was performed at 28°C with shaking at
225 rpm for 90 minutes prior to plating on LB agar supplemented with 300 pg/mL erythromy-
cin. Plates were incubated at 28°C for 72 hours. Colonies were screened by PCR for correct
plasmid construction. Positive colonies were inoculated into 50-mL LB media containing anti-
biotic and incubated at 28°C with rotation at 225 rpm for 72 hours. Cultures were pelleted
using a Sorvall RC6+ centrifuge at 4,280 x g for 6 minutes at room temperature. Plasmid was
extracted as described above except the cell pellet was split into 5 columns to prevent overload-
ing and serial eluted into 50 uL. Plasmid construction was confirmed via restriction digest
using Xhol and Xbal, and the insert was PCR amplified and sequence verified.
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Generation of electrocompetent GBS cells for mprF knockout

Electrocompetent cells were generated as described [42] with minor modifications. Briefly, a
GBS COHL1 or CJB111 colony was inoculated in 5 mL M17 medium (BD Bacto) with 0.5% glu-
cose and grown overnight at 37°C. The 5 mL was used to inoculate a second overnight culture
of 50 mL prewarmed filter-sterilized M 17 medium containing 0.5% glucose, 0.6% glycine, and
25% PEG 8000. The second overnight was added to 130 mL of the same medium and grown
for 1 hour at 37°C. Cells were pelleted at 3,200 x g in a Sorvall RC6+ at 4°C for 10 minutes.
Cells were washed twice with 25-mL cold filter-sterilized GBS wash buffer containing 25%
PEG 8000 and 10% glycerol in water, and pelleted as above. Cell pellets were resuspended in 1
mL GBS wash buffer and either used immediately for transformation or stored in 100-pL ali-
quots at —80°C until use.

Deletion of GBS COH1 and CJB111 mprF

Electrocompetent cells were generated as described [42] with minor modifications. The double
crossover homologous recombination knockout strategy was performed as described previ-
ously [25,42,43] with minor modifications. A total of 1 pg of plasmid was added to electrocom-
petent GBS cells and transferred to a cold 1 mm cuvette (Fisher or Bio-Rad, Hercules, CA).
Electroporation was carried outat 2.5 kV on an Eppendorf eporator. Moreover, 1 mL of THB
containing 12.5% PEG 8000, 20 mM MgCl,, and 2 mM CaCl, was immediately added, and
then the entire reaction was transferred to a glass culture tube. Outgrowth was at 28°C for 2
hours followed by plating on THB agar supplemented with 5 ug/mL erythromycin. Plates were
incubated for 48 hours at 28°C. A single colony was cultured overnight in 5-mL THB with

5 ug/mL erythromycin at 28°C. The culture was screened via PCR for the plasmid insert with
the initial denaturing step extended to 10 minutes. The overnight culture was diluted 1:1,000
THB containing 5 pg/mL erythromycin and incubated overnight at 37°C to promote single
cross over events. The culture was then serial diluted and plated on THB agar plates with anti-
biotic and incubated at 37°C overnight. Colonies were screened for single crossover events by
PCR. Single crossover colonies were inoculated in 5-mL THB at 28°C to promote double
crossover events. Overnight cultures were diluted 1:1,000 into 5-mL THB containing sterile
0.75 M sucrose and incubated at 37°C. Overnight cultures were serial diluted and plated on
THB agar and incubated at 37°C overnight. Colonies were patched onto THB agar with and
without 5 pg/mL erythromycin to confirm loss of plasmid. Colonies were also screened by
PCR for the loss of mprF. Colonies positive for the loss of mprF were inoculated into 5-mL
THB at 37°C. Cultures were stocked and gDNA extracted as described above, with minor
modifications. Sequence confirmation of the mprF knockout was done via Sanger sequencing
(Massachusetts General Hospital DN A Core or CU Anschutz Molecular Biology Core). The
mutant was grown overnight in 15-mL THB at 37°C and pelleted at 6,150 x g for 5 minutes in
a Sorvall RC6+ centrifuge at room temperature for lipid extraction as described. Genomic
DNA of COH1AmprF was isolated as described above, and whole genome sequencing was per-
formed in paired-end reads (2 by 150 bp) on the Illumina NextSeq 550 platform at the Micro-
bial Genome Sequencing Center (Pittsburgh, Pennsylvania). lllumina sequence reads are
deposited in the Sequence Read Archive, accession PRINA675025.

Complementation of mprF in COH1AmprF and CJB111AmprF

Electrocompetent GBS strains were generated as previously described [44]. Briefly, GBSAmprF
was inoculated into 5-mL THB with 0.6% glycine and grown overnight. The culture was
expanded to 50 mL in prewarmed THB with 0.6% glycine and grown to an ODgyo nm of 0.3
and pelleted for 10 minutes at 3,200 x gat 4°C in a Sorvall RC6+ floor centrifuge. The pellet
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was kept on ice through the remainder of the protocol. The pellet was washed twice with 25
mL and once with 10 mL of cold 0.625 M sucrose and pelleted as above. The cell pellet was
resuspended in 400 pL of cold 20% glycerol, aliquoted in 50 pL aliquots, and used immediately
or stored at —80°C until use. Electroporation was performed as described above, with recovery
in THB supplemented with 0.25 M sucrose, and plated on THB agar with kanamycin at

300 pg/mL.

Acidic Bligh-Dyer lipid extractions

Centrifugation was performed using a Sorvall RC6+ centrifuge. Cultures were pelleted at 4,280
% g for 5 minutes at room temperature unless otherwise stated. The supernatants were
removed, and cell pellets were stored at —80°C until acidic Bligh-Dyer lipid extractions were
performed as described [3]. Brietly, cell pellets were resuspended in 1X PBS (Sigma-Aldrich)
and transferred to Corning Pyrex glass tubes with PTFR-lined caps (VWR, Radnor, PA), fol-
lowed by 1:2 vol:vol chloroform:methanol addition. Single phase extractions were vortexed
periodically and incubated at room temperature for 15 minutes before 500 x g centrifugation
for 10 minutes. A 2-phase Bligh-Dyer was achieved by addition of 100 pL 37% HCI, 1 mL
CHCl;, and 900 pl of 1X PBS, which was then vortexed and centrifuged for 5 minutes at 500 x
g The lower phase was removed to a new tube and dried under nitrogen before being stored at
—80°C prior to lipidomic analysis.

Liquid chromatography/electrospray ionization mass spectrometry

Normal phase LC was performed on an Agilent 1200 quaternary LC system equipped with an
Ascentis silica HPLC column (5 pm; 25 cm by 2.1 mm; Sigma-Aldrich) as described previously
[45,46]. Briefly, mobile phase A consisted of chloroform-methanol-aqueous ammonium
hydroxide (800:195:5, vol/vol), mobile phase B consisted of chloroform-methanol-water-aque-
ous ammonium hydroxide (600:340:50:5, vol/vol), and mobile phase C consisted of chloro-
form-methanol-water-aqueous ammonium hydroxide (450:450:95:5, vol/vol). The elution
program consisted of the following: 100% mobile phase A was held isocratically for 2 minutes,
then linearly increased to 100% mobile phase B over 14 minutes, and held at 100% mobile
phase B for 11 minutes. The LC gradient was then changed to 100% mobile phase C over 3
minutes, held at 100% mobile phase C for 3 minutes, and, finally, returned to 100% mobile
phase A over 0.5 minutes and held at 100% mobile phase A for 5 minutes. The LC eluent (with
a total flow rate of 300 pl/min) was introduced into the ESI source of a high-resolution Triple-
TOF5600 mass spectrometer (Sciex, Framingham, Massachusetts). Instrumental settings for
negative-ion ESI and MS/MS analysis of lipid species were IS = —4,500 V, CUR = 20 psi,

GSI =20 psi, DP = =55V, and FP = —150 V. Settings for positive-ion ESI and MS/MS analysis
were IS = +5,000 V, CUR = 20 psi, GSI = 20 psi, DP = +55V, and FP = +50V. The MS/MS
analysis used nitrogen as the collision gas. Data analysis was performed using Analyst TF1.5
software (Sciex).

pH-adjusted THB growth

Approximately 30 mL of fresh THB were adjusted to different pH values, measured using a
Mettler Toledo FiveEasy pH/MV meter, and sterile-filtered using 0.22 uM syringe filters. A
final volume of 200 pL culture medium was aliquoted per well in a flat-bottom 96-well plate
(Corning, Corning, NY); culture media were not supplemented with antibiotics. Overnight
cultures of GBS strains were used to inoculate the wells to a starting ODgognm 0.02 per well.
Plates were incubated for 24 hours at 37°C before ODgpgnm was read using a BioTek MX Syn-
ergy 2 plate reader. This experiment was performed in biological triplicate.
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hCMEC cell adherence and invasion assays

Human Cerebral Microvascular Endothelial cells hCMEC/D3 (obtained from Millipore) were
grown in EndoGRO-MV complete media (Millipore (St. Louis, MO), SCME004) supple-
mented with 5% fetal bovine serum (FBS) and 1 ng/ml fibroblast growth factor-2 (FGF-2;
Millipore). Cells were grown in tissue culture treated 24-well plates and 5% CO, at 37°C.

Assays to determine the total number of bacteria adhered to host cells or intracellular bacte-
ria were performed as described previously [24,25]. Briefly, bacteria were grown to mid log
phase (ODggonm 0.4 to 0.5) and normalized to 1 x 10® to infect cell monolayers at a multiplicity
of infection (MOT) of 1 (1 x 10° CFU per well). The total cell-associated GBS were recovered
after 30-minute incubation. Cells were washed slowly 5 times with 500 uL 1X PBS (Sigma-
Aldrich) and detached by addition of 100 pL of 0.25% trypsin-EDTA solution (Gibco, Wal-
tham, MA) and incubation for 5 minutes before lysing the eukaryotic cells with the addition of
400 pL of 0.025% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and vigorous pipetting. The lysates were then
serially diluted and plated on THB agar and incubated overnight to determine CFU. Bacterial
invasion assays were performed as described above except infection plates were incubated for
2 hours before incubation with 100-pg gentamicin (Sigma- Aldrich) and 5-pg penicillin
(Sigma-Aldrich) supplemented media for an additional 2 hours to kill all extracellular bacteria,
prior to being trypsinized, lysed, and plated as described. Experiments were performed in bio-
logical triplicate with 4 technical replicates per experiment.

Murine model of GBS hematogenous meningitis

All animal experiments were conducted under the approval of the Institutional Animal Care
and Use Committee (#00316) at the University of Colorado Anschutz Medical Campus and
performed using accepted veterinary standards. The murine meningitis model was performed
as previously described [25,47,48]. Briefly, 7-week-old male CD1 (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) mice were challenged intravenously with 1 x 10° CFU of WT COH1 or the
isogenic AmprF mutant. At 72 hours postinfection, mice were euthanized and blood, lung and
brain tissue were harvested, homogenized, and serially diluted on THB agar plates to deter-
mine bacterial CFU.

Histology and ELISA

Mouse brain tissue was frozen in OCT compound (Sakura, Torrance, CA) and sectioned using
a CM 1950 cryostat (Leica, Buffalo Grove, IL). Sections were stained using hematoxylin-eosin
(Sigma-Aldrich), and images were taken using a BZ-X710 microscope (Keyence, Itasca, IL).
Images were analyzed using Image] software. Meningeal thickening was quantified from sec-
tions taken from 3 different mice per group, and 6 images per slide. Meningeal thickening was
quantified across 2 points per image. KC protein from mouse brain homogenates was detected
by enzyme-linked immunosorbent assay according to the manufacturer’s instructions (R&D
Systems, Minneapolis, MN).

Ethics statement

Animal experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) at University of Colorado Anschutz Medical Campus protocol #00316 and were per-
formed using accepted veterinary standards. The University of Colorado Anschutz Medical
Campus is AAALAC accredited, and its facilities meet and adhere to the standards in the
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.”
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Supporting information

$1 Fig. Detection of Lys-PG and Lys-Glc-DAG in S. agalactiae A909 and S. agalactiae
CNCTC 10/84. Positive TICs (left panels) showing the presence of Lys-PG and Lys-Glc-DAG
in S. agalactine A909 and S. agalactiae CNCTC 10/84. Mass spectra (right panels) show the [M
+H]|" ions of Lys-Gle-DAG. Lys-Gle-DAG, lysyl-glucosyl-diacylglycerol; Lys-PG, lysyl-phos-
phatidylglycerol; TIC, total ion chromatogram.

(TIFF)

$2 Fig. Isotopic incorporation of deuterated lysine and '*C-labeled glucose into Lys-Glc-
DAG and Lys-PG. The lipid extracts of S. agalactiae COH1 cultured in DM, DM supple-
mented with 450 uM L-lysine-d4 (4,4,5,5-D4), or in DM containing 0.5% w/v D-Glucose
(U-"3Cg) were analyzed by LC-ESI/MS in the positive ion mode. (A) Negative ESI/MS of
[M-H] ions of major Lys-Glc-DAG species in S. agalactiae COH1 when cultured in DM sup-
plemented with lysine-d4. The incorporation of lysine-d4 into Lys-Glc-DAG is evidenced by
an upward m/z shift of 4 Da of the [M-H] ™ ion (from m/z 883 to m/z 887). (B) MS/MS of
[M-H]™ at m/z 883.6 produces a deprotonated lysine residue at m/z 145. (C) MS/MS of
[M-H]" at m/z 887.6 produces a deprotonated lysine-d4 residue at m/z 149. (D) [M+H]" ions
of major Lys-PG species in S. agalactiae COH1 cultured in DM supplemented with lysine-d4.
The incorporation of lysine-d4 in Lys-PG is evidenced by an upward m/z shift of 4 Da from
unlabeled Lys-PG (blue dot) to labeled Lys-PG (red dot). (E) MS/MS of 885.6. A major prod-
uct ion at m/z 291.1 is derived from glucose-lysine residue. (F) MS/MS of m/z 900.7 (contain-
ing 15 '*C atoms). The presence of m/z 297.1 (with 6-Da shift) is consistent with glucose in
Lys-Glc-DAG is replaced with D-Glucose (U-""Cy). The other 9 >C atoms are incorporated
into the DAG portion of Lys-Glc-DAG. Furthermore, MS/MS data indicate that lysine is
linked to the C6 position of glucose by the fragmentation schemes for forming m/z 189 ion
from the unlabeled Lys-Glc-DAG and m/z 191 ion from the "*C-labeled Lys-Gle-DAG. Lys-
Glc-DAG, lysyl-glucosyl-diacylglycerol; Lys-PG, lysyl-phosphatidylglycerol; MS/MS, tandem
MS.

(PDF)

$3 Fig. Positive ion mass spectra of retention time 27 to 29 minutes of hypervirulent
CJB111 strain. Lys-Glc-DAG is present in the membrane of WT CJB111 (A). Deletion of
mprF from C]B111 genome results in loss of Lys-Glc-DAG from the membrane (B). MprF
complemented in trans reestablishes Lys-Glc-DAG back into the membrane (C). Lys-Glc-
DAG, lysyl-glucosyl-diacylglycerol; WT, wild-type.

(PDF)

$4 Fig. In vitro hCMEC adhesion and invasion of CJB111 strains. In vitro assays for adher-
ence and invasion of hCMEC cells indicates mprF contributes to invasion but not adherence
to brain endothelium. Data indicate the percentage of the initial inoculum that was recovered.
Experiments were performed 3 times with each condition in quadruplicate. Data from one
representative experiment are shown, mean and standard deviation indicated. One-way
ANOVA with Tukey’s multiple comparisons statistical test was used. P-values indicated; ns,
not significant. The numerical data underlying the graphs shown in this figure are provided in
S1 Data.

(PDF)

S1 Table. Observed and calculated exact masses of the [M+H]" ions of Lys-Glc-DAG
molecular species in 8. agalactiae COH1. Lys-Glc-DAG, lysyl-glucosyl-diacylglycerol.
(DOCX)
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§2 Table. Strains and plasmids used in this study.
(DOCX)

§3 Table. Primers used in this study.
(DOCX)

S1 Data. Numerical data points underlying presented graphs.
(XLSX)
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