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Resumo 

 

Bactérias desenvolveram mecanismos de antagonismo para atacar espécies 

competidoras e garantir vantagem adaptativa. O T6SS (type 6 secretion system) é um 

sistema de secreção de proteínas que se assemelha funcionalmente a um arpão 

contrátil, no qual uma lança composta por proteínas Hcp (hemolysin-coregulated 

protein), VgrG (valine-glycine repeat protein G) e PAAR (proline-alanine-alanine-

arginine) é lançada em direção a célula alvo liberando efetores tóxicos. Em Salmonella 

spp., os genes responsáveis pela montagem do T6SS ficam agrupados em ilhas de 

patogenicidade (Salmonella Pathogenicity Islands, SPI). Salmonella bongori possui a 

SPI-22 que codifica um T6SS exclusivo desta espécie; no entanto, sua função ainda 

não havia sido caracterizada. O objetivo deste trabalho foi analisar a função de SPI-

22 T6SS de S. bongori quanto a sua atividade antibacteriana e anti-eucariótica. Os 

resultados demonstram que SPI-22 T6SS tem função antibacteriana. Análises in silico 

identificaram diversos possíveis efetores secretados pelo SPI-22 T6SS. Dentre esses 

efetores, escolhemos quatro genes que possuem domínio VRR-Nuc (virus-type 

replication-repair nuclease) para caracterização funcional (SBG_1828, SBG_1841, 

SBG_2718 e SBG_2723). SBG_2723 e SBG_1841, renomeados TseV2 e TseV3 (type 

VI effector with VRR-Nuc), apresentaram toxicidade quando expressos em 

Escherichia coli; enquanto SBG_2718 e SBG_1828, renomeados TseV1 e TseV4, não 

afetaram o crescimento dessa bactéria. Ensaios de competição bacteriana 

confirmaram que TseV2 e TseV3 são secretados via SPI-22 T6SS. Além disso, 

ensaios de competição bacteriana revelaram que as proteínas VgrG2 (SBG_2715) e 

VgrG3 (SBG_3770) são importantes para secreção de TseV2 e TseV3, 

respectivamente. Para testar a atividade anti-eucariótica de SPI-22 T6SS, realizamos 

ensaios de resistência a predação por Dictyostelium discoideum, avaliando a 

capacidade dessa ameba em formar placas de fagocitose ao se alimentar das cepas 

selvagem e mutante T6SS. Resultados preliminares sugerem que o mutante T6SS 

possa ser mais susceptível a predação; no entanto, mais estudos serão necessários 

para esclarecer essa função. Nesse trabalho caracterizamos a função de SPI-22 T6SS 

e identificamos novos efetores secretados por esse sistema, demonstrando a 

participação de diferentes VgrG na seleção e secreção desses efetores. 

Palavras-chave: Salmonella bongori; T6SS; SPI-22; VRR-Nuc; Efetores. 

  



 

Abstract  
  

Bacteria have evolved antagonistic mechanisms to attack competing species 

and secure adaptive advantages. The T6SS (type 6 secretion system) is a protein 

secretion system that functionally resembles a contractile harpoon in which a spear 

composed of Hcp (hemolysin-coregulated protein), VgrG (valine-glycine repeat protein 

G) and PAAR (proline-alanine-arginine) proteins is launched toward the target cell to 

release toxic effectors. In Salmonella spp., the genes responsible for assembling the 

T6SS are clustered in Salmonella Pathogenicity Islands (SPI). Salmonella bongori 

carries a SPI-22 that encodes a T6SS unique to this species; however, its function was 

not yet characterized. The objective of this work was to analyze the function of SPI-22 

T6SS from S. bongori regarding its antibacterial and anti-eukaryotic activity. Results 

demonstrate that SPI-22 T6SS displays antibacterial function. In silico analyses 

identified several possible effectors secreted by SPI-22 T6SS. Among these effectors, 

we chose four genes that have VRR-Nuc (virus-type replication-repair nuclease) 

domain for functional characterization (SBG_1828, SBG_1841, SBG_2718 and 

SBG_2723). SBG_2723 and SBG_1841, renamed TseV2 and TseV3 (type VI effector 

with VRR-Nuc), showed toxicity when expressed in Escherichia coli; while SBG_2718 

and SBG_1828, renamed TseV1 and TseV4, did not affect the growth of this 

bacterium. Bacterial competition assays confirmed that TseV2 and TseV3 are secreted 

via SPI-22 T6SS. Furthermore, bacterial competition assays revealed that VgrG2 

(SBG_2715) and VgrG3 (SBG_3770) are important for secretion of TseV2 and TseV3, 

respectively. To test the anti-eukaryotic activity of SPI-22 T6SS, we performed 

predation assays using Dictyostelium discoideum to evaluate the ability of this amoeba 

to form phagocytic plaques once feeding on the wild-type and T6SS mutant strains. 

Preliminary results suggest that the T6SS mutant may be more susceptible to 

predation; however, further studies will be needed to clarify this function. In this work 

we characterized the function of SPI-22 T6SS and identified new effectors secreted by 

this system, demonstrating the participation of different VgrG proteins in the selection 

and secretion of these effectors. 

Key words: Salmonella bongori; T6SS; SPI-22; VRR-Nuc; Effectors. 
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1. Introdução 

1.1. Mecanismos de antagonismo bacteriano 

Em um ambiente onde há uma grande população e uma quantidade limitada 

de recursos é natural que ocorra competição entre os indivíduos da população 

(BIRCH, 1957). O resultado da competição entre enteropatógenos e membros da 

microbiota intestinal é um evento determinante para permitir a entrada e/ou 

permanência do patógeno nesse ambiente (HIBBING et al., 2010; SOMMER et al., 

2017). A microbiota intestinal de um indivíduo adulto é formada ao longo do seu 

desenvolvimento, e é composta por mais de mil espécies que convivem em 

homeostasia (LOZUPONE et al., 2012).  

A microbiota pode ser considerada parte do sistema de defesa do hospedeiro, 

inibindo o crescimento de espécies invasoras por um fenômeno chamado de 

colonization resistance (LAWLEY; WALKER, 2013). Bactérias oportunistas 

necessitam de um evento que desestabilize a composição da microbiota intestinal 

para poder se estabelecer nesse ambiente. Os eventos que perturbam o equilíbrio da 

microbiota podem ser exógenos, como tratamentos com antibióticos (FUKAMI, 2015), 

e/ou endógenos, como o desenvolvimento de imunodeficiências (PIGGOTT et al., 

2016) e doenças inflamatórias crônicas (SOMMER et al., 2017).  

Durante a evolução, diferentes mecanismos de competição bacteriana foram 

selecionados e/ou adquiridos por transferência horizontal de genes (BLONDEL et al., 

2009; BAO et al., 2019). Esses mecanismos podem ser independentes ou 

dependentes de contato entre as células (PETERSON et al., 2020). Como exemplo 

de estratégia contato-independente pode ser citado as bacteriocinas, que 

compreendem um grupo de peptídeos e/ou proteínas sintetizados por ribossomos que 

exibem atividade antimicrobiana (RILEY; WERTZ et al., 2002). As bacteriocinas são 

moléculas de vários tamanhos, estruturas e mecanismos de ação, e são produzidas 

tanto por bactérias Gram-negativas como Gram-positivas (SIMONS & DUVAL et al., 

2020). Em Gram-negativas, as colicinas de E. coli foram as primeiras a serem 

descobertas (CASCALES et al., 2007). A sua liberação no meio extracelular ocorre 

normalmente quando a bactéria sofre autólise resultante de um estresse ambiental 

(RILEY, 2009; SIBINELLI-SOUSA et al., 2021). Em Gram-positivas, as bacteriocinas 

são peptídeos ou proteínas, e são classificadas em três classes: classe I, composta 

por lantibioticos ou lantipeptideos; classe II, composta por pequenos peptídeos 

termoestáveis (<10 kDa); classe III, composta por proteínas maiores e lábeis 
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(ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016). As bacteriocinas são secretadas no meio extracelular 

e interagem com receptores na membrana das células alvo (ex. receptores de 

captação de ferro), e são internalizadas através da membrana interna pelas 

maquinarias Tol e Ton (LAZDUNSKI et al., 1998; PILSL; BRAUN  1998; CASCALES 

et al., 2007). As estratégias contato-dependentes envolvem complexos proteicos 

chamados de sistemas de secreção de proteínas, que podem ser do tipo I, III, IV, V, 

VI e VII (T1SS, T4SS, T5SS, T6SS e T7SS). O T1SS é mais conhecido pelo sistema 

de secreção da hemolisina A em Escherichia coli e é composto pelas proteínas HlyA, 

HlyB, HlyC, HylD e TolC (ANDERSEN et al., 2003), e secreta proteínas para o meio 

extracelular. Contudo, existe um tipo especial de T1SS que é capaz de liberar 

agregados proteicos que permanecem conectados à membrana da célula produtora e 

provocam morte de células alvo. Esse sistema é chamado de Cdz (contact-dependent 

inhibition by glycine zipper proteins) (GARCÍA-BAYONA et al., 2017). No T4SS, a 

proteína acopladora VirD4 seleciona efetores antibacterianos que possuem um 

domínio XVIPCD (Xanthomonas VirD4-interacting protein conserved domain) para 

serem translocados para dentro da célula alvo (SOUZA et al., 2015; SGRO et al., 

2019). O T5SS - também denominado CDI (contact dependent inhibition) -, 

compreende proteínas translocadas para o lado externo da célula que permanecem 

ancoradas a membrana externa até o contato com o receptor da célula alvo, o qual 

ativa a translocação da porção tóxica para dentro da célula alvo (AOKI, 2005). Já o 

T6SS (PUKATZKI et al. 2006) é um sistema contrátil evolutivamente relacionado a 

bacteriófagos que injeta toxinas dentro de células alvo (HOOD et al., 2010). O T7SS 

– também chamado de sistema de secreção ESX ou ESAT-6 (6 kDa early secreted 

antigenic target) (BRODIN et al., 2004) – é um sistema presente em bactérias Gram-

positivas que transcola proteínas por meio de um poro transmembrana liberando-as 

para o meio extracelular (CAO et al., 2017).  

 

1.2. Sistema de secreção do tipo VI (T6SS) 

1.2.1. Componentes estruturais e mecanismo de secreção 

O T6SS é composto por proteínas estruturais que formam o complexo de 

membrana (TssL, TssM e TssJ), o complexo da base (TssA, TssE, TssF, TssG e 

TssH) e o complexo da cauda (TssB, TssC, TssD/Hcp, TssI/VgrG e PAAR) (ALIKHAN 

et al., 2018) (Figura 1). Essa estrutura é filogeneticamente relacionada ao aparato 

contrátil de um bacteriófago T4 (PUKATZKI et al., 2007; FILLOUX, 2013).  
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Figura 1. Modelo dos complexos proteicos do T6SS: Representação gráfica dos três complexos 
que compõem o T6SS. A membrana externa e a membrana interna estão representadas pelas siglas 
ME e MI, respectivamente. 

 

Os efetores são translocados através das membranas interna e externa 

associados as proteínas Hcp (hemolysin-coregulated protein), que forma o tubo 

ejetado em direção a célula-alvo; VgrG (valine-glycine repeat protein G), que está 

localizada na extremidade do tubo formado por Hcp; e PAAR (proline-alanine-alanine-

arginine), localizada na extremidade da ponta formada por VgrG (DURAND et al., 

2014; CIANFANELLI et al., 2016). A diversidade de isoformas dessas proteínas está 

associada a secreção de diferentes efetores, sendo que cada proteína estrutural é 

responsável pela ligação e secreção de um grupo de efetores (HACHANI et al., 2014; 

BONDAGE et al., 2016).  

Os efetores do T6SS são secretados com o auxílio dos componentes que 

formam a agulha (VgrG, PAAR e Hcp) de duas maneiras: interações diretas não 

covalentes, denominados efetores cargo (cargo effectors) (DURAN et al., 2014); e 

fusionados a porção C-terminal de um dos três componentes da agulha, denominados 

efetores evoluídos (evolved effectors) (CUI et al., 2009; PISSARIDOU et al., 2018). 

Proteínas adaptadoras contendo domínios DUF1795 (WHITNEY et al., 2015), 

DUF2169 (BONDAGE et al., 2016), e DUF4123 (UNTERWEGER et al., 2017) 

auxiliam na ligação de efetores com as proteínas Hcp, VgrG e PAAR (FILLOUX et al., 

2013) (Figura 2). Tap-1 (T6SS adaptor protein 1) é um exemplo de adaptador 

contendo o domínio DUF4123 (LIANG et al., 2015), que interage diretamente com o 

efetor Tde e a porção C-terminal de VgrG de Agrobacterium tumefaciens (BONDAGE 

et al., 2016). Proteínas contendo o domínio DUF2169 são codificadas a montante de 
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genes de efetores evoluídos contendo domínio PAAR, e podem também facilitar a 

ancoragem em VgrG (BONDAGE et al., 2016). Proteínas contendo o domínio 

DUF1795, ex. Eag (Effector associated gene), são requeridas para estabilizar efetores 

evoluídos contendo PAAR (WHITNEY et al., 2015). 

 

Figura 2. Modelo de vias de secreção de efetores do T6SS. Representação esquemática do 
transporte de efetores do T6SS (Hcp, VgrG e PAAR). Do lado esquerdo está representado efetores 
cargo interagindo com Hcp ou VgrG-PAAR. Do lado direito estão representados efetores evoluídos 
fusionados a proteína PAAR. Proteínas adaptadoras, como Tap-1 e EagR, auxiliam na ancoragem dos 
efetores a proteínas estruturais da ponta do dardo. Imagem adaptada de Hernandez et al. (2020). 

 

1.2.2. Atividade de efetores antibacterianos 

Os efetores secretados pelo T6SS podem afetar diferentes componentes da 

célula alvo, podendo ser a membrana celular pela ação de fosfolipases (RUSSELL et 

al., 2013; FLAUGNATTI et al., 2016; RINGEL et al. 2016; MA et al., 2017), a parede 

celular por meio da degradação ou inibição da síntese do peptideoglicano (RUSSELL 

et al. 2012; BROOKS et al., 2013; ALTINDIS et al., 2015; MA et al., 2017; 

FITZSIMONS et al. 2018; MA et al., 2018; SIBINELLI-SOUSA et al., 2020), o DNA ou 

RNAs por meio da ação de nucleases (KOSKINIEMI et al., 2013; MA et al., 2014; 

BONDAGE et al., 2016; FITZSIMONS et al. 2018; PISSARIDOU et al., 2018; JANA et 

al., 2019; HESPANHOL et al., 2021), a degradação de metabolitos celulares como 

NAD+ (WHITNEY et al., 2015; HOOD et al., 2010; TANG et al., 2018), e até 

componentes do citoesqueleto afetando a divisão celular (TING et al., 2018). A grande 

variedade de efetores secretados pelos T6SSs promovem uma vantagem competitiva 
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para a bactéria que os produz durante a colonização de novos ambientes 

(ALCOFORADO-DINIZ et al., 2015).  

De modo que a bactéria produtora dos efetores não se intoxique com as suas 

próprias toxinas, ou por ataque de células irmãs, na vizinhança dos genes de efetores 

há um ou mais genes de imunidade que inibem a atividade toxica. Este sistema é 

relacionado ao sistema toxina-antitoxina (TA) do tipo II encontrado em genomas 

bacterianos e plasmídeos (OGURA; HIRAGA, 1983; JURENAS et al., 2022). O 

sistema TA foi primeiramente observado em plasmídeos de E. coli que exibiam um 

mecanismo de manutenção através de morte pós-segregacional (PSK – post-

segregational killing), no qual o plasmídeo expressava tanto genes tóxicos para a 

célula assim como genes que inibiam a toxicidade, deste modo bactérias que não 

possuíam os genes de resistência a toxina, morriam após a divisão celular (LOBATO 

et al., 2016). Atualmente o sistema TA é dividido em VIII tipos, dependendo do 

mecanismo de ação da proteína de imunidade (SINGH et al., 2021). No TA tipo I, a 

inibição ocorre por meio da produção de um RNA antisenso que inibe a tradução do 

mRNA da toxina (GERDES et al., 1986). No TA tipo II, tanto a toxina e antitoxina são 

proteínas que foram um complexo (GOEDERS; VAN, 2014). No TA tipo III, a antitoxina 

é um RNA que se liga diretamente a proteína toxica (FINERAN et al., 2009). No TA 

tipo IV, tanto a toxina como a antitoxina são proteínas, mas neste caso a antitoxina 

compete pelo substrato com a toxina (MASUDA et al., 2012). No TA do tipo V, a 

antitoxina é uma endonuclease que degrada especificamente o mRNA da toxina 

correspondente (WANG et al., 2012). No TA do tipo VI, a antitoxina apresenta uma 

atividade de protease, degradando a toxina (AAKRE et al., 2013). No TA tipo VII, a 

antitoxina modifica a toxina por meio e uma ação enzimática (WANG et al., 2021). No 

TA tipo VIII, a antitoxina mascara a atividade da toxina que por sua vez, é uma sRNA 

(CHOI et al., 2018).  

 

1.3. Salmonella spp. 

Salmonella spp. são bactérias bacilares Gram-negativas da família 

Enterobacteriaceae. O gênero Salmonella compreende duas espécies: S. bongori e 

S. enterica (Figura 3). Sendo que S. enterica, é ainda subdividida em 10 subespécies 

(enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica, subsp. VII, subsp. A, 

subsp. B e subsp. C) (ALIKHAN et al. 2018). Todas as subespécies de S. enterica são 
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capazes de provocar gastroenterites, e alguns dos mais de 2000 sorotipos de S. 

enterica enterica podem ocasionar infecções sistêmica como a febre tifoide (ASHTON 

et al. 2016). Essas infecções podem levar a morte se não tratadas adequadamente, 

principalmente em pacientes jovens e idosos (SU; CHIU, 2007). S. bongori 

normalmente está associada a infecções de animais de sangue frio (ex. répteis, 

anfíbios) (LE MINOR et al., 1969; POPOFF; LE MINOR, 2007), mas existem relatos 

de infecção em crianças (GIAMMANCO et al., 2002). Segundo uma comparação do 

conteúdo G+C do genoma de E. coli e Salmonella sp, acredita-se que S. bongori seja 

uma espécie intermediaria entre as duas espécies (FOOKES et al., 2011). Outro 

motivo que ressalta esta ideia é devido a S. bongori não ter um estilo de vida 

intracelular como ocorre com S. enterica (FOOKES et al., 2011), além de não possuir 

vários genes e ilhas de patogenicidade que são exclusivas de S. enterica, como a 

ausência da SPI-2 (Salmonella pathogenicity island 2) (HENSEL et al., 1995). 

 

 

Figura 3. Classificação de espécies e subespécies de Salmonella. (Imagem adaptada de Hurley 
et al., 2014). 

 

A SPI-2 codifica um T3SS que é importante para promover a sobrevivência e 

replicação intracelular, e proporciona a capacidade de proliferação em tecidos 
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extraintestinais, provocando infecções sistêmicas (HENSEL et al., 1997; HENSEL et 

al., 1998). Após a entrada na célula eucariótica, ocorre a maturação do vacúolo 

contendo a Salmonella (SCV – Salmonella-containing vacuole) no qual o SPI-2 T3SS, 

por meio da secreção de efetores através da membrana do vacúolo, controla as 

funções celulares. Aproximadamente 30 efetores são secretados de dentro do SCV 

(MILLS et al., 2008), e possuem atividades diversas como manter a proximidade do 

vacúolo ao complexo de Golgi da célula hospedeira, modular o citoesqueleto e 

interferir com a sinalização do sistema imune (FIGUEIRA; HOLDEN, et al., 2012). 

Embora S. bongori não possua um SPI-2 T3SS, essa bactéria codifica um SPI-

1 T3SS, presente também em S. enterica. Contudo, existem diferenças entre os 

efetores secretados por esse sistema entre as duas espécies. Foram encontrados 12 

possíveis efetores secretados pelo SPI-1 T3SS de S. bongori (FOOKES et al., 2011). 

A virulência de Salmonella spp. está relacionada a expressão de genes 

localizados nas ilhas de patogenicidade (SPI) (MARCUS et al., 2000). A maioria dos 

sorotipos de S. enterica codificam um T6SS a partir de SPI-6 (BLONDEL et al., 2009). 

No entanto, alguns sorotipos codificam T6SSs evolutivamente distintos a partir de 

diferentes ilhas de patogenicidade, como SPI-19, SPI-20 e SPI-21 (BAO et al., 2019) 

(Figura 4). Análises filogenéticas sugerem que esses sistemas foram adquiridos em 

diferentes eventos de transferência horizontal e poderiam desempenhar funções 

distintas (BLONDEL et al., 2009; FOOKES et al., 2011; BAO et al., 2019). S. bongori 

codifica um cluster estrutural de T6SS a partir de SPI-22 (FOOKES et al., 2011); 

contudo, ainda não se conhece a função desse sistema. 
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Figura 4. Relação evolutiva entre os diferentes loci de T6SS do gênero Salmonella. Nesta árvore 
filogenética pode-se observar a distância entre os diferentes T6SSs codificados nas ilhas de 
patogenicidade. Para a construção da árvore foi utilizada a sequência de aminoácidos da proteína TssC 
(Imagem retirada de BAO et al., 2019). 
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2. Justificativa 

Os estudos sobre efetores bacterianos são de grande importância devido ao 

seu potencial biotecnológico. Algumas de suas aplicações podem ser utilizadas para 

combater infecções bacterianas, auxiliar no desenvolvimento de novas drogas. Com 

a descoberta da nova ilha de patogenicidade SPI-22 de S. bongori, que codifica um 

T6SS, é possível que encontremos efetores únicos dessa espécie. O estudo desta 

bactéria ainda pode ajudar a entender o processo evolutivo do gênero Salmonella.   

Considerando os pontos levantados acima, decidimos estudar a função do SPI-

22 T6SS de S. bongori e analisar se ele possui atividade antibacteriana ou anti-

eucariótica. Além disso, decidimos identificar novos efetores secretado por esse 

sistema, e analisar a relação desses efetores com as diferentes proteínas VgrG 

codificadas no genoma de S. bongori NCTC 12419.  

 

  



19 

3. Objetivos 

 Estudar a função do SPI-22 T6SS de S. bongori, identificar um novo efetor 

secretado por esse sistema, e analisar a contribuição das proteínas VgrG para a 

função do sistema. 

 

3.1. Objetivos específicos 

 

 Determinar se SPI-22 T6SS possui atividade antibacteriana; 

 

 Identificar um efetor novo efetor secretado pelo SPI-22 T6SS de S. 

bongori;  

 

 Determinar qual proteína VgrG é responsável pela secreção do efetor 

identificado anteriormente; 

 

 Determinar se SPI-22 T6SS possui atividade anti-eucariótica.  
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4. Materiais e métodos 

4.1. Cepas e cultivo 

Bactérias utilizadas neste trabalho (Tabela 1), foram cultivadas em meio LB 

(Lysogeny Broth): NaCl 10 g/L; Triptona 10 g/L e extrato de levedura 5 g/L (para meio 

sólido, é adicionado ágar bacteriológico 15 g/L). Todas as cepas utilizadas neste 

trabalho foram cultivadas em meio líquido a 37 ºC (exceto quando indicado) sob 

agitação (200 rpm). Antibióticos foram utilizados nas seguintes concentrações: 

ampicilina 100 µg/mL, canamicina 50 µg/mL, e estreptomicina 50 µg/mL. 

Dictyostelium discoideum Ax2(Ka) (BLOOMFIELD et al., 2008), foi crescido em 

meio HL5: peptona 14,3 g/L; extrato de levedura 7,15 g/L; maltose 18 g/L; Na2HPO4 x 

2H2O 0,641 g/L; KH2PO4 0,49 g/L. Culturas de D. discoideum foram cultivadas a 22 

ºC sem agitação. Experimentos de formação de placa de fagocitose foram realizados 

em placas de 24 poços com 1,5 cm de diâmetro (Costar® # 3524) em meio SM-ágar 

(Standard Medium) (FROQUET et al., 2009): peptona 10 g/L; extrato de levedura 1 

g/L; KH2PO4 2,2 g/L; K2HPO4 1 g/L; MgSO4 x 7H2O 1 g/L; glicose 1%; ágar 20 g/L 

 

Tabela 1. Cepas, plasmídeos e iniciadores. 

Cepa Descrição Fonte 

Salmonella Typhimurium S. enterica enterica Typhimurium ATCC 14028s ATCC 

Salmonella bongori S. bongori NCTC 12419 NCTC 

ΔtssB S. bongori ΔtssB (SBG_1238) Este estudo 

ΔtseV2/tsiV2.1/2.2 
S. bongori ΔtseV2/tsiV2.1/2.2::Km 
(SBG_2723/SBG_2724/SBG_2725) 

Este estudo 

ΔtseV3/tsiV3 S. bongori ΔtseV3/tsiV3::Km (SBG_1841/SBG_1842) Este estudo 

ΔvgrG1 S. bongori ΔvgrG1 (SBG_1246) Este estudo 

ΔvgrG2 S. bongori ΔvgrG2 (SBG_2715) Este estudo 

ΔvgrG3 S. bongori ΔvgrG3 (SBG_3770) Este estudo 

ΔtssB tssB S. bongori ΔtssB (SBG_1238) pFPV25.1 tssB Este estudo 

Klebsiella pneumoniae 
K. pneumoniae NCTC 13439 para teste de 
competição bacteriana  

NCTC 

E. coli K12 W3110 Teste de competição bacteriana Eric Cascales 

E. coli K12 W3110 
pEXT22 Ø 

Teste de competição bacteriana Este estudo 

E coli DH5α Clonagem e teste de toxicidade Estoque do laboratório 

Dictyostelium discoideum 
D. discoideum Ax2(Ka) para ensaios de formação de 
placas de fagocitose 

Thierry Soldati 

Plasmídeo Descrição Referência 

pKD46 PBAD promotor, pSC101 oriTS, AmpR Datsenko & Wanner, 2000 

pKD4 FRT ahp FRT PS1 PS2 oriR6K, KmR Datsenko & Wanner, 2000 

pCP20 PBAD promotor, cI857 λPR FLP pSC101 oriTS, AmpR Datsenko & Wanner, 2000 

pBRA 
Derivado de pBAD24, PBAD promotor, 
mob, pBBR1 ori, SpR 

Souza et al., 2015 

pSUB11 
Derivado de pKD4, 3xFLAG FRT aph FRT, oriR6K, 
KmR 

Uzzau et al., 2001 
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pBRA TseV1 
pBRA expressando TseV1 (SBG_2718) para teste de 
toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pBRA TseV2 
pBRA expressando TseV2 (SBG_2723) para teste de 
toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pBRA TseV3 
pBRA expressando TseV3 (SBG_1841) para teste de 
toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pBRA TseV4 
pBRA expressando TseV4 (SBG_1828) para teste de 
toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 PTAC promotor, R100 ori, KmR Dykxhoorn et al., 1996 

pEXT22 TsiV1.1 
pEXT22 expressando TsiV1.1 (SBG_2719) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 TsiV1.2 
pEXT22 expressando TsiV1.2 (SBG_2720) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 TsiV2.1 
pEXT22 expressando TsiV2.1 (SBG_2724) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 TsiV2.2 
pEXT22 expressando TsiV2.2 (SBG_2725) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 TsiV3 
pEXT22 expressando TsiV3 (SBG_1842) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT22 TsiV4 
pEXT22 expressando TsiV4 (SBG_1829) para teste 
de toxicidade em E. coli 

Este estudo 

pEXT20 PTAC promotor, pBR322 ori, AmpR Dykxhoorn et al., 1996 

pFPV25.1 PrpsM promotor, GFP mut3, pBR322 ori, AmpR Valdivia & Falkow, 1996 

pFPV25.1 TsiV2.1 
pFPV25.1 expressando TsiV2.1 para competição 
bacteriana 

Este estudo 

pFPV25.1 TsiV3 
pFPV25.1 expressando TsiV3 para competição 
bacteriana 

Este estudo 

pFPV25.1 TssB 
pFPV25.1 expressando TssB para competição 
bacteriana 

Este estudo 

pWSK29 PTAC promotor, pSC101 ori, AmpR Wang & Kushner, 1991  

Iniciadores Sequência Propósito 

EBS 199-F 
GAGATGTTCTTAAATAGAGGTGCAGTAATTTATGC
ACCAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

Deleção de tssB (SBG_1238) 

EBS 200-R 
TTATCCATTGTTCTTCTCCTGTATGCGGTTACGCG
TTTTCCATATGAATATCCTCCTTAG 

Deleção de tssB (SBG_1238) 

EBS 201-F TTGCTTGATGTAAATCAATTCGC Confirmar deleção de tssB (SBG_1238) 

EBS 202-R CTTCGAGCATATCGCGTG Confirmar deleção de tssB (SBG_1238) 

EBS 326-F 
GCAACAAAGTATAAAAGGAATTTCTTATGCCCGA
CGTGTAGGCTGGAGCT 

Deleção de vgrG1 (SBG_1246) 

EBS 327-R 
ACTCATCAGTTAATCCTCACCAGTCCGCCTTTGAT
CATATGAATATCCTC 

Deleção de vgrG1 (SBG_1246) 

EBS 328-F 
CGTTTCACACAGTAATCATGCTTATTATTTTGTCC
GTGTAGGCTGGAGCT 

Deleção de vgrG2 (SBG_2715) 

EBS 329-R 
AACATGGTGTTACCTCTCTGGCATCAGTTGAAAT
GCATATGAATATCCTC 

Deleção de vgrG2 (SBG_2715) 

EBS 330-F 
GTATTCCGTTTCACACAGTAACCATGCTTATTATT
GTGTAGGCTGGAGCT 

Deleção de vgrG3 (SBG_3770) 

EBS 331-R 
CTGTAAGGTTTTTACTGCTCCGGCGCGTCCGGCG
GCATATGAATATCCTC 

Deleção de vgrG3 (SBG_3770) 

EBS 332-F ATACAGAACTGCCGGATAG Confirmar deleção de vgrG1 (SBG_1246) 

EBS 333-R CCATATCGCCATGCAATAC Confirmar deleção de vgrG1 (SBG_1246) 

EBS 334-F GATTCTGCGTGCAATAGC Confirmar deleção de vgrG2 (SBG_2715) 

EBS 335-R AAATCATGGTGATATGATGACAG Confirmar deleção de vgrG2 (SBG_2715) 

EBS 336-F AGTCAGCAGGTTGATATCT Confirmar deleção de vgrG3 (SBG_3770) 

EBS 337-R GGTGAGCATAAACGGTAAC Confirmar deleção de vgrG3 (SBG_3770) 

EBS 345-F Ncol TTTTccatggGCGAAATTCAGGCTCCAATTGAAG 
Clonagem de tseV1 (SBG_2718 C-term) 
em pBRA 

EBS 346-R SalI CTTTgtcgacTCAGTCCATAATCCCTGATTTG 
Clonagem de tseV1 (SBG_2718 C-term) 
em pBRA 

EBS 347-F EcoRI 
TTTgaattcAGGAGGAATTCACCATGAATGATAAAAT
AAAATCACTAC 

Clonagem de tsiV1.1 (SBG_2719) em 
pEXT22 

EBS 348-R BamHI TTGggatccTTAGTCCATCCTGTTTCG 
Clonagem de tsiV1.1 (SBG_2719) em 
pEXT22 

EBS 349-F EcoRI 
TTTgaattcAGGAGGAATTCACCATGCAGGACGTGA
ATAAAAC 

Clonagem de tsiV1.2 (SBG_2720) em 
pEXT22 

EBS 350-R BamHI TTGggatccTTAATCAAAACGTTTTATCCATTTTTC 
Clonagem de tsiV1.2 (SBG_2720) em 
pEXT22 
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EBS 351-F Ncol TTTTccatggGCTTATGCCAAAACCCATTAAAAG 
Clonagem de tseV2 (SBG_2723 C-term) 
em pBRA 

EBS 352-R SalI CTTTgtcgaccTAGAATAATGATGGTATTGGAAAAG 
Clonagem de tseV2 (SBG_2723 C-term) 
em pBRA 

EBS 353-F EcoRI 
TTTgaattcAGGAGGAATTCACCGTGTTATATATGAT
TAATTTAAATG 

Clonagem de tsiV2.1 (SBG_2724) em 
pEXT22 

EBS 354-R BamHI AAGggatccTTAAATAAAAAAACGATTAAACC 
Clonagem de tsiV2.1 (SBG_2724) em 
pEXT22 

EBS 357-F Ncol TTTTccatggGCTTATGCCAGGAAAGCCTG 
Clonagem de tseV3 (SBG_1841 C-term) 
em pBRA 

EBS 358-R SalI CTTTgtcgacTTAAAATGCCATGCTGCC 
Clonagem de tseV3 (SBG_1841 C-term) 
em pBRA 

EBS 362-R CGTAAGAGCAACAACCG 
Confirmar deleção de tseV3/tsiV3 
(SBG_1841/SBG_1842) usado com EBS 
377-F 

EBS 369-F 
GAATGGCAATAACGATTAATATCAACGGACTGAC
AGTGTAGGCTGGAGCT 

Deleção de tseV2/tsiV2.1/2.2 
(SBG_2723/SBG_2724/SBG_2725) 

EBS 370-R 
CACTATAAATCAATTTCATTCCATCTGTTACTCCA
CATATGAATATCCTC 

Deleção de tseV2/tsiV2.1/2.2 
(SBG_2723/SBG_2724/SBG_2725) 

EBS 371-F 
TGCAAAACACCGCCTTTCGGTGTGCCAGTGGCA
GTGTAGGCTGGAGCT 

Deleção de tseV3/tsiV3 
(SBG_1841/SBG_1842) 

EBS 372-R 
AAACTAAAGGGATTAGCGTAAGAGCAACAACCTT
ACATATGAATATCCTC 

Deleção de tseV3/tsiV3 
(SBG_1841/SBG_1842) 

EBS 375-F AATTATCAGAGAGAGACACCG 
Confirmar deleção de tseV2/tsiV2.1/2.2 
(SBG_2723/SBG_2724/SBG_2725) 

EBS 376-R GCCTCTTGCAATGATACAAG 
Confirmar deleção de tseV2/tsiV2.1/2.2 
(SBG_2723/SBG_2724/SBG_2725) 

EBS 377-F GCAGTAAGAATGACTCACATC 
Confirmar deleção de tseV3/tsiV3 
(SBG_1841/SBG_1842) usado com EBS 
362-R 

EBS 462-F XbaI 
CTAGtctagaTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACC
AGGAATACTATTG 

Clonagem de TssB-FLAG (SBG_1238) 
em pFPV25.1 

EBS 463-R HindIII 
ACATaagcttTTACTTGTCGTCATCGTCCTTGTAGTC
CGCGTTTTCGGCC 

Clonagem de TssB-FLAG (SBG_1238) 
em pFPV25.1 

EBS 482-F XbaI 
CTAGtctagaTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGTG
ATAACAAGACATT 

Clonagem de tsiV3 (SBG_1842) em 
pFPV25.1 

EBS 483-R HindIII CCCaagcttTTAATCAAAGCGCCTTATC 
Clonagem de tsiV3 (SBG_1842) em 
pFPV25.1 

EBS 484-F NcoI CATTccatggGTATGTGTGCGGAAGGG 
Clonagem de tseV4 (SBG_1828) em 
pBRA usado com EBS 358-F 

EBS 485-F BamHI 
AAACggatccAGGAGGAATTCACCATGAGTGATAAC
AAGACATTACC 

Clonagem de tsiV4 (SBG_1829) em 
pEXT22 

EBS 486-R HindIII TTTaagcttTTAATCAAAGCGCCTTATCC 
Clonagem de tsiV4 (SBG_1829) em 
pEXT22 

EBS 503-F BclI AAAAtgatcaGTGTTATATATGATTAATTTAAATG 
Clonagem de tsiV2.1 (SBG_2724) em 
pFPV25.1 

EBS 504-R HindIII CCCaagcttTTAAATAAAAAAACGATTAAAC 
Clonagem de tsiV2.1 (SBG_2724) em 
pFPV25.1 

EBS 506-F BamHI 
TTTggatccAGGAGGAATTCACCATGAGTGATAACA
AGACATTAC 

Clonagem de tsiV3 (SBG_1842) em 
pEXT22 

EBS 507-R HindIII TTAATCAAAGCGCCTTATCaagcttAAAA 
Clonagem de tsiV3 (SBG_1842) em 
pEXT22 

EBS 508-F KpnI 
TTTTggtaccAGGAGGAATTCACCATGCAGGTTAAC
AATACATTATG 

Clonagem de tsiV2.2 (SBG_2725) em 
pEXT22 

EBS 509-R BamHI CTATAAATCAATTTCATTCCATCTGggatccAAAA 
Clonagem de tsiV2.2 (SBG_2725) em 
pEXT22 

aAs enzimas de restrição estão em minúsculas e o epítopo FLAG está sublinhado. 

 

4.2. Mutagênese 

Para construir as cepas mutantes de S. bongori (Tabela 1), foi utilizado o 

protocolo descrito por Datsenko e Warnner (2000). Brevemente, cepas selvagens são 

transformadas com o plasmídeo pKD46 (termosensível) que codifica genes de λ-Red 

(γ, β e exo) e crescidas a 30 ºC. Plasmídeos contendo genes de resistência aos 

antibióticos cloranfenicol ou canamicina (pKD3 e pKD4, respectivamente) são 

utilizados como molde para uma reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram 
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desenhados iniciadores que possuem 15 nucleotídeos (nt) de homologia com o 

plasmídeo e 35 nt de homologia com as regiões flanqueadoras do gene alvo a ser 

deletado. Para a transformação com o produto de PCR, bactérias contendo pKD46 

foram crescidas até OD600ηm 0.6 em 15 mL de meio LB contendo 1,5% L-arabinose, e 

eletroporadas (2500 V, aproximadamente 5,8 ms). A seleção de clones contendo o 

gene de resistência integrado no genoma foi realizada em placas contendo antibiótico. 

Para remover o gene de resistência das cepas mutantes, essas foram transformadas 

com o plasmídeo pCP20 que expressa um gene de recombinase (FLP) que reconhece 

as regiões FRT (FLP recognition target) que flanqueiam o gene de resistência a 

antibiótico. Ambos pKD46 e pCP20 foram eliminados posteriormente cultivando as 

bactérias a 37 ºC por 16 h e confirmando por repique das colônias em meio com e 

sem antibióticos. 

A inserção do epítopo 3xFLAG no C-terminal do gene Hcp (SBG_1240) foi 

realizada por recombinação homóloga utilizando o sistema λ-Red e uma sequência 

molde amplificada a partir do plasmídeo pSUB11 (UZZAU et al., 2001). 

 

4.3. Clonagem de plasmídeo para complementação 

A complementação dos mutantes ΔtssB (SBG_1238), ΔtsiV2.1 (SBG_2724), 

ΔtsiV3 (SBG_1842) foram realizadas utilizando o plasmídeo pFPV25.1 (VALDIVIA; 

FALKOW, 1996). Este plasmídeo possui o promotor do gene rpsM (STM14_4121) que 

controla a expressão da proteína ribossomal S13 e confere expressão constitutiva 

(VALDIVIA; FALKOW, 1996). Para as clonagens, foram utilizadas as enzimas de 

restrição (tssB: XbaI/PaeI; tsiV2.1: BclI/HindIII; tsiV3: XbaI/HindIII) e os iniciadores 

descritos na Tabela 1 de modo a retirar o gene que promove a expressão da proteína 

GFP (mut1) e inserir os genes de interesse. 

 

4.4. Análises in silico para identificação de efetores do SPI-22 T6SS 

Foi realizado uma busca por BLAST no genoma de S. bongori NCTC 12419 

para procurar possíveis efetores codificados na vizinhança gênica de VgrG, Hcp, 

PAAR, PAAR-like (DUF4150), DUF2169, DUF1795 e DUF4123. Após a identificação 

da posição dos genes de T6SS descritos acima, foram analisados 10 genes a 

montante e a jusante destes utilizando o programa Bastion6 (WANG et al., 2018). O 

programa prediz a probabilidade de uma proteína ser um efetor do T6SS, utilizando 

modelos conhecidos e por um processo de aprendizado de máquina. Os resultados 
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são atribuídos um valor numérico entre 0 – 1. Valores maiores ou iguais a 0,5 foram 

considerados como candidatos a efetores. Para as análises foram utilizadas as 

configurações padrões para a análise. 

 

4.5. Ensaio de toxicidade em Escherichia coli  

As clonagens e os ensaios de toxicidade em E. coli foram realizados pelos 

estudantes de iniciação científica Julia Takuno Hespanhol (FAPESP nº 18/25316-4) e 

Gustavo Chagas Santos (FAPESP nº 20/15389-4) de acordo com o protocolo descrito 

por Bayer-Santos et al. (2019). Em resumo, E. coli contendo os genes efetores 

clonados no plasmídeo pBRA (SOUZA et al., 2015) e os genes de proteínas de 

imunidade no plasmídeo pEXT22 (DYKXHOORN et al., 1996) foram crescidas em 

meio LB, OD600ηm ajustadas para 1.0 e diluídas em série. Em seguida, 5 µL de cada 

diluição foram plaqueados em placas LB-ágar contendo 0,2% D-glicose para 

repressão dos genes, ou em 0,2% L-arabinose e 200 mM IPTG (isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosida) para indução da expressão dos genes.  

 

4.6. Western blot 

S. bongori WT e S. bongori::Hcp3xFLAG foram crescidos até OD600ηm 2.5, e 1 

mL das culturas foi coletado por centrifugação (13500 g por 2 min), o sobrenadante 

da cultura foi descartado e adicionado tampão de amostra (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 

2% SDS (dodecil sulfato de sódio), 10% glicerol ,1% β-mercaptoetanol, 12,5 mM 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), 0,02 % azul de bromofenol) com inibidores 

de protease (PierceTM Protease Inhibitor Tablets, EDTA-Free # A32965) às células, na 

proporção de 100 µL para cada pellet de células obtido a partir de 1 mL de cultura em 

OD600ηm 1.0. As amostras foram desnaturadas a 100 ºC por 15 min e separadas em 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Após a 

transferência das amostras para a membrana de nitrocelulose (0,2 µm), essas foram 

bloqueadas com uma solução contendo 5% de leite desnatado, Tween 20 0.05% em 

tampão fosfato salina (PBS) por 2 h. Em seguida, foi realizada incubação com o 

anticorpo primário anti-FLAG (Sigma-Aldrich® #F7425) (diluição 1:4000) por 1 h. As 

membranas foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween 20 0.05% por 5 min cada, sob 

agitação. E em seguida, incubadas com o anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase (Thermo Fisher ScientificTM #31460) (diluição 1:8000) por 1 h, seguido pelo 

mesmo ciclo de lavagens. Como o anticorpo secundário é conjugado à HRP 

https://openwetware.org/wiki/SDS
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(horseradish peroxidase), as membranas foram reveladas utilizando o substrato 

luminol e H2O2 (PierceTM ECL Western blotting #32106). 

 

4.7. Ensaios de competição bacteriana  

Para este ensaio, as bactérias foram classificadas como predadoras (bactérias 

com T6SS ativo) e presas (bactérias susceptíveis ao ataque das predadoras). Para a 

contagem das UFCs (unidades formadoras de colônia) das presas, K. pneumoniae foi 

selecionada usando ampicilina, os mutantes ΔtseV2/tsiV2.1/2.2::km e 

ΔtseV3/tsiV3::km, ainda possuem as resistências a canamicina provenientes do 

processo de deleção descrito a cima, e E. coli foi transformada com pEXT22 

(DYKXHOORN et al., 1996), que promove resistência canamicina. Todos os 

predadores, tanto selvagem quanto mutantes não possuem resistência a antibióticos. 
A partir de um pré-inóculo de 3 mL de LB contendo antibióticos crescido por 16 h, foi 

realizado um sub-inóculo (1:50) no mesmo meio sem antibióticos e crescido a 37 ºC 

até OD600ηm igual a 1,0. Em seguida, a OD600ηm foi ajustada para 0.4, e as cepas 

misturadas na proporção 4:1 (predadora:presa) ou 10:1 para os ensaios com mutantes 

de ΔvgrG. Em membranas de nitrocelulose (0,2 µm) cortadas nas dimensões 1x1 cm 

e em tubos de 1,5 mL contendo 995 µL de meio LB, foram depositados 5 µL da mistura 

predador:presa. Os tubos foram diluídos e plaqueados para contagem do tempo zero 

(input), e as membranas foram incubadas em uma placa de LB-ágar a 37 ºC por 24 

horas. Em seguida, as membranas foram coletadas com pinça, transferidas para tubos 

de 1.5 mL contendo 1 mL de LB, vortexadas, e feitas diluições seriadas para contagem 

das UFCs (output). Para realizar o cálculo da taxa de presas recuperadas após cada 

tempo de co-incubação, as UFCs do output foram divididas pelo valor obtido no input 

de sua respectiva condição. Para a visualização do resultado da competição, os 

valores de cada condição foram normalizados pelo valor da condição controle, 

considerando WT=1. 

𝑈𝐹𝐶 𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡(wt)

𝑈𝐹𝐶 𝐼𝑛𝑝𝑢𝑡(wt)
= 𝑋(= 1)    

𝑈𝐹𝐶 𝑂𝑢𝑡𝑝𝑢𝑡

𝑈𝐹𝐶 𝐼𝑛𝑝𝑢𝑡
= 𝑌       

𝑌

𝑋
= 𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑎𝑠 

 

4.8. Ensaio de formação de placa de fagocitose 

Ensaios foram realizados conforme protocolo de Froquet et al. (2009). Em 

resumo, placas de 24 poços (Costar® # 3524) foram preparadas com 2 mL de meio 

SM-ágar. Bactérias foram crescidas em 3 mL de LB por 16 h e normalizadas para 
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OD600ηm 2,0. Foram depositados 50 µL de cada cultura bacteriana em cada poço 

contendo aproximadamente 2,8 x 104 UFCs, e deixado secar em fluxo laminar por 1 h 

- fazendo movimentos circulares periodicamente para distribuir as bactérias de forma 

homogênea até secar. As células de D. discoideum foram lavadas duas vezes em 

meio DB (development buffer) (5 mM KH2PO4, 5 mM Na2HPO4, 1 mM CaCl2 and 2 mM 

MgCl2, pH 6.5). A quantidade de células foi determinada com o auxílio de uma câmara 

de Neubauer e ajustada a um volume de 5 µL. Diluições seriadas para atingir a 

concentração de 10000, 15000, 20000 e 40000 células foram realizadas, e em 

seguida foi depositado 5 µL no centro de cada poço. Após secagem das gotas no fluxo 

laminar, as placas foram cultivas por um período de 4-7 dias a 22 ºC e foto 

documentadas. 

 

4.9. Análises bioinformáticas 

Alinhamento de sequencias foram produzidas pelo algoritmo de pareamento-

local MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013) e analisadas com AliView (LARSSON, 

2014) para separar as áreas de interesse. Os logos das sequências foram produzidos 

utilizando Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). As predições de estrutura foram 

realizadas com ColabFold (MIRDITA et al., 2021) e AlphaFold (JUMPER et al., 2021), 

e a visualização por meio de Pymol (DELANO, 2002). 

Os genomas de S. bongori NCTC 12419 (número de acesso ASM25299v1) e S. 

Typhimurium ATCC 14028s (número de acesso ASM2216v1) foram retirados da base 

de dados do NCBI e alinhados utilizando BLASTn (CAMACHO et al., 2009). Os 

alinhamentos foram analisados usando Artemis Comparison Tool (ATC) (CARVER et 

al., 2005). O mapa genômico foi construído usando ATC plug-in DNAPlotter (CARVER 

et al., 2009). 
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5. Resultados 

5.1. Identificação de componentes do T6SS no genoma de Salmonella 

bongori NCTC 12419 

O cluster de genes do SPI-22 T6SS é codificado pelos genes presentes na 

região entre SBG_1232 e SBG_1247 no genoma de S. bongori NCTC 12419 (Figura 

5A) (FOOKES et al., 2011). Para identificação de genes órfãos codificados fora desta 

região, realizamos uma busca por BLAST utilizando os homólogos codificados dentro 

do cluster estrutural como query. Encontramos três genes codificando VgrG 

(SBG_1246, SBG_2715 e SBG_3770), um gene com domínio PAAR (SBG_1232), 

cinco genes contendo o domínio PAAR-like/DUF4150 (SBG_1841, SBG_1846, 

SBG_2718, SBG_2723 e SBG_2955), e cinco genes contendo o domínio Hcp 

(SBG_0599, SBG_1240, SBG_3120, SBG_3143 e SBG_3925) (Tabela 2, Figura 5B). 

Esses genes foram renomeados arbitrariamente em ordem numérica como descrito 

na figura 5B. 

 

Figura 5. Cluster do SPI-22 T6SS e genes órfãos codificados no genoma de S. bongori NCTC 
12419. (A) Representação esquemática dos genes do cluster estrutural do T6SS. (B) Mapa circular do 
genoma de S. bongori mostrando as posições dos genes órfãos (azul: Hcp; verde: VgrG; vermelho: 
PAAR; amarelo: adaptadores). 
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5.2. O SPI-22 T6SS é expresso constitutivamente em meio LB 

O SPI-6 T6SS de Salmonella enterica Typhimurium está reprimido em meio LB 

pela proteína H-NS (histone-like nucleoid structuring protein) (BRUNET et al., 2015). 

Para analisarmos se a expressão de SPI-22 T6SS de S. bongori está ativa em meio 

LB, realizamos uma fusão do epítopo FLAG (3xFLAG) na porção C-terminal do gene 

Hcp (SBG_1240) no seu locus genômico (Figura 6A), sendo regulado pelo promotor 

endógeno. Análises por Western blot do extrato total de proteínas da cepa contendo 

Hcp-3xFLAG (17 kDa) revelaram uma banda do tamanho esperado, sugerindo que o 

SPI-22 T6SS esteja ativo nessas condições (Figura 6B). 

 

Figura 6. Expressão de Hcp-3xFLAG é constitutiva em meio LB. (A) Genes estruturais do SPI-22 
T6SS (azul) e epítopo 3xFLAG (vermelho) fusionado a região C-terminal da proteína Hcp (SBG_1240). 

(B) Cepas WT e Hcp-3xFLAG foram crescidas em meio LB líquido até OD600ηm igual a 2. As bactérias 

foram coletadas e o extrato total de proteínas separado em SDS-PAGE 15%, seguido de Western blot 
com anticorpos anti-FLAG. 

 

5.3. O SPI-22 T6SS possui atividade antibacteriana 

Uma vez que as evidências sugerem que o SPI-22 T6SS é expresso de forma 

constitutiva quando cultivada em meio LB, decidimos analisar se o SPI-22 T6SS de S. 

bongori possui atividade antibacteriana. Iniciamos ensaios de competição entre S. 

bongori, E. coli (K12 W3110) e Klebsiella pneumoniae (NCTC 13439) (Figura 7). Para 

verificar se o SPI-22 T6SS é de fato utilizado por S. bongori para a competição, 

utilizamos duas cepas para as competições: WT (wild-type) e ΔtssB (mutante nulo 
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T6SS). O motivo de utilizarmos um mutante ΔtssB é devido a ser uma proteína 

importante para a contração da bainha do sistema T6SS (BÖNEMANN et al., 2009). 

Observamos que quando S. bongori WT e ΔtssB (predadora) eram co-incubadas com 

E. coli (presa), era possível recuperar mais presas quando essas eram co-incubada 

com ΔtssB (Figura 7A). O mesmo perfil foi obtido para uma segunda espécie de presa, 

Klebsiella pneumoniae (Figura 7B). A complementação de ΔtssB, restaurou os níveis 

observados para a cepa WT, confirmando a atividade antibacteriana do SPI-22 T6SS 

(Figura 7A). Esses resultados demonstram que o SPI-22 T6SS tem atividade 

antibacteriana.  

 

Figura 7. O SPI-22 T6SS fornece vantagem competitiva para S. bongori contra outras espécies 

bacterianas. (A) Competição bacteriana entre S. bongori e E. coli K12 W3110 em meio LB. (B) 

Competição bacteriana entre S. bongori WT, ΔtssB e ΔtssB complementado com pFPV25.1 

expressando tssB contra E. coli K12 W3110 e K. pneumoniae em meio LB-ágar incubando por 24 horas. 

O resultado representa a média e desvio padrão de três experimentos independentes realizados em 

duplicata e analisados por meio de comparação com WT que foi normalizado para 1. One-way ANOVA 

seguido de teste de comparação múltipla de Dunnett’s. (* p <0,5; **p < 0,05 e ns, não significativo).  

 

5.4. Identificação de efetores secretados pelo SPI-22 T6SS 

 Sabendo que o SPI-22 T6SS possui atividade antibacteriana, decidimos 

analisar o genoma de S. bongori em busca de possíveis efetores que pudessem 

promover esse fenótipo. Utilizamos o programa Bastion6 (WANG et al., 2018) para 

identificar prováveis efetores codificados na vizinhança de genes estruturais/órfãos e 

adaptadores do T6SS. Analisamos 10 genes a montante ou jusante dos genes de 

interesse (Figura 8), e encontramos um total de 23 candidatos (Tabela 2). 
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Figura 8. Esquema da região genômica contendo os genes estruturais T6SS (azul), os prováveis 
efetores identificados (verde) e proteínas adaptadoras DUF2169 (amarelo). (A) Cluster de genes 
vizinhos a Hcp1. (B) Cluster estrutural de T6SS contendo PAAR (SBG_1232), Hcp2 (SBG_1240) e 
VgrG1 (SBG_1246). (C) Cluster de genes vizinhos a DUF4150-1 (SBG_1841), DUF4150-2 (SBG_1846) 
e DUF2169-1 (SBG_1847). (D) Cluster de genes vizinhos a VgrG2 (SBG_2715), DUF4150-3 
(SBG_2718), DUF2169-2 (SBG_2721) e DUF4150-4 (SBG_2723). (E) Cluster de genes vizinhos a 
DUF4150-5 (SBG_2955). (F) Cluster de genes vizinhos a Hcp3 (SBG_3120). (G) Cluster de genes 
vizinhos a Hcp4 (SBG_3143). (H) Cluster de genes vizinhos a VgrG3 (SBG_3770). (I) Cluster de genes 
vizinhos a Hcp5 (SBG_3925). Foram analisados 10genes a montante e a jusante de cada gene 
estrutural utilizando software Bastion6 (WANG et al., 2018). 
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Dentre os efetores preditos, os genes SBG_2718 e SBG_2723 chamaram 

nossa atenção (Figura 8D), pois contém um domínio N-terminal PAAR-like/DUF4150 

e um domínio C-terminal anotado como VRR-Nuc (virus-type replication-repair 

nuclease) (Pfam PF08774) (KINCH et al, 2005; IYER et al., 2006). 

Tabela 2. Prováveis efetores do SPI-22 T6SS de acordo com predição do programa Bastion6. 

Figura 8 KEGGa Nomeb Domínio (Pfam) e-value Predição Bastion6c 

C
lu

s
te

r 

(A
) 

SBG_0599 Hcp1 T6SS_HCP 2.1e-13 0.814 

SBG_0606   CT_C_D 1.7e-93 0.539 

C
lu

s
te

r 
(B

) 

SBG_1232   PAAR_motif 0.0043 0.312 

SBG_1234   ImcF-related_N 7.1 e-26 0.507 

SBG_1240 Hcp2 T6SS_HCP 3.6 e-37 0.682 

SBG_1246 VrgG1 VgrG 1.5 e-78 0.945 

SBG_1247   MORN_2 0.0093 0.658 

SBG_1255   Sod_Fe_ 4.2 e-39 0.626 

SBG_1256   NLPC_P 6.3 e-3 0.569 

SBG_1260   Oxidored_FMN 1.4 e-88 0.536 

C
lu

s
te

r 
(C

) 

SBG_1828   DUF4366 0.089 0.606 

SBG_1830   Peptidase_C69 2.1 e-123 0.803 

SBG_1834   Autotransporter 7.2 e-41 0.669 

SBG_1841 TseV3 DUF4150+VRR-Nuc 3.3 e-30 0.821 

SBG_1846   DUF4150+EndoU 1.1 e-33 0.934 

SBG_1847   DUF2169 1 e-71 0.590 

C
lu

s
te

r 
(D

) 

SBG_2715 VrgG2 VgrG 2.1 e-71 0.926 

SBG_2711   Mltc_ 1.8 e-66 0.663 

SBG_2718 TseV1 DUF4150+VRR-Nuc 2.6 e-34 0.495 

SBG_2719   DUF3396 8.2 e-26 0.756 

SBG_2721   DUF2169 3 e-63 0.630 

SBG_2723 TseV2 DUF4150+VRR-Nuc 1.4 e-31/0.021 0.549 

C
lu

s
te

r 
(E

) 

SBG_2945   LptD_N 7.9 e-32 0.575 

SBG_2952   unknow - 0.906 

SBG_2953   unknow - 0.886 

SBG_2954   unknow - 0.851 

SBG_2955   DUF4150+DUF3274 3.7 e-31 0.949 

C
lu

s
te

r 

(F
) 

SBG_3120 Hcp3 T6SS_HCP 1.6 e-20 0.644 

C
lu

s
te

r 
(G

) SBG_3137   Pirin 1.8 e-37 0.707 

SBG_3143 Hcp4 T6SS_HCP 0.003 0.831 

SBG_3144   G_glu_transpept 2.5 e-187 0.524 

SBG_3149   SBP_bac_8 2.5 e-42 0.631 
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C
lu

s
te

r 
(H

) 

SBG_3770 VgrG3 VgrG 5.1 e-72 0.872 

SBG_3753   DUF1996 1.2 e-38 0.945 

SBG_3755   Big_13 9.8 e-23 0.567 

SBG_3756   unknow - 0.629 

SBG_3768   unknow - 0.938 

SBG_3782   DUF4156 1.2 e-30 0.619 

C
lu

s
te

r 
(I

) 

SBG_3925 Hcp5 T6SS_HCP 6.50 e-26 0.526 

Genes estruturais (azul) utilizados para análise da vizinhança. Efetores preditos (verde) e adaptadores 
(amarelo). 
anúmero de acesso KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).  
bnomes arbitrários utilizados neste trabalho. 
cscore Bastion6.  
O domínio de VRR-Nuc de TseV4 (SBG_1828) não foi identificado durante a análise por Bastion6 

 

A jusante dos genes SBG_2718 e SBG_ 2723 pode-se encontrar dois pares de 

genes que possuem o domínio DUF3396 (SBG_2719 e SBG_2720; SBG_2724 e 

SBG_2725) (Pfam PF11876) (Figura 8D). Esta configuração de genes sugere que as 

proteínas contendo o domínio VRR-Nuc (SBG_2718 e SBG_2723) poderiam ser 

efetores fusionados ao domínio PAAR-like/DUF4150, e os genes com domínio 

DUF3396 poderiam ser proteínas de imunidade.  

Após as análises iniciais pelo software Bastion6, utilizamos a ferramenta 

BLASTP (KANEHISA et al. 2022) para localizar outros genes que possuíam o domínio 

VRR-Nuc no genoma de S. bongori. Identificamos os genes SBG_1828 e SBG_1841, 

ambos apresentando uma proteína contendo DUF3396 codificada a jusante (Figura 

8C). SBG_1828 parece estar truncada, pois não possui domínio N-terminal PAAR-

like/DUF4150 - o que provavelmente inviabilizaria sua secreção via SPI-22 T6SS 

(Figura 9).  

Embora tenhamos encontrado genes que aparentam ser efetores evoluídos e 

possuem um valor de predição do Bastion6 mais alto (SBG_1846, com 0.934; 

SBG_2955, com 0.949) que as dos genes com domínio predito para os VRR-Nuc 

(SBG_2718, com 0.495; SBG_2723, com 0.549; SBG_1841, com 0.821; SBG_1828, 

com 0.606), decidimos estudá-los devido a existirem quatro copias de possíveis 

efetores no genoma, e por ser um domínio associado com atividade de nucelase, 

podendo ser um efetor que interaja com células eucarióticas. Desta maneira, 

consideramos as proteínas com domínio VRR-Nuc como possíveis efetores do SPI-

22 T6SS, e renomeamos os genes SBG_2718, SBG_2723, SBG_1841 e SBG_1828 
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para TseV1, TseV2, TseV3 e TseV4 (Type VI effector with VRR-Nuc), 

respectivamente, seguindo a nomenclatura previamente proposta por Wang et al. 

(2021). As possíveis proteínas de imunidade também foram renomeadas: SBG_2719 

e SBG_2720 como TsiV1.1 e TsiV1.2; SBG_2724 e SBG_2725 como TsiV2.1 e 

TsiV2.2; SBG_1842 como TsiV3 e SBG_1829 como TsiV4.  

 

Figura 9. Alinhamento comparativo de genes contendo o domínio VRR-Nuc. SBG_1841, 
SBG_2723 e SBG_2718 possuem domínios DUF4150 em sua porção N-terminal e VRR-Nuc em seu 
C-terminal. SBG_1828 apresenta somente um domínio VRR-Nuc. Estrela vermelha indica o início do 
alinhamento do domínio VRR-Nuc. Alinhamentos feitos por Aliview (LARSSON et al., 2014) e logo 
adicionado com Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). 
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5.5. TseV2/TsiV2.1 e TseV3/TsiV3 constituem pares efetor e proteína de 

imunidade 

Para testar a atividade antibacteriana dos genes TseV1, TseV2, TseV3, e 

TseV4 foram realizados ensaios de toxicidade em E. coli (Figura 10). Para esses 

ensaios, cada efetor e sua respectiva proteína de imunidade foram clonados em 

plasmídeos compatíveis e com expressão controlada. A porção C-terminal dos 

efetores TseV1, TseV2 e TseV3, e a sequência completa de TseV4 foram clonados 

no plasmídeo pBRA, que possui um promotor PBAD (induzido por L-arabinose e 

reprimido por D-glicose) (SOUZA et al., 2015). As proteínas de imunidade foram 

clonadas no plasmídeo pEXT22, que possui um promotor PTAC que é induzido por 

IPTG (DYKXHOORN et al., 1996). Em seguida, cada par de efetor e proteína de 

imunidade foram co-transformados em E. coli. As cepas foram crescidas, diluídas, e 

5 µL de cada cepa foi adicionado sobre placas de LB-ágar contendo 0,2% de D-glicose 

ou 0,2% de L-arabinose mais 200 µM de IPTG. Os resultados demonstraram que 

TseV1 e TseV4 não apresentam atividade toxica, e apenas TseV2 e TseV3 foram 

capazes de inibir o crescimento de E. coli (Figura 10). Além disso, verificamos que 

somente a proteína de imunidade TsiV2.1 foi capaz de proporcionar imunidade contra 

TseV2. Da mesma forma, apenas TsiV3 foi capaz de neutralizar o efeito tóxico de 

TseV3 (Figura 10).  
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Figura 10. Ensaio de toxicidade em E. coli. Os genes com domínio VRR-Nuc (TseV1-4) foram 
clonados no plasmídeo pBRA, e os genes de proteínas de imunidade (TsiV1-4) foram clonados no 
plasmídeo pEXT22, com expressão regulada pelos promotores PBAD e PTAC, respectivamente. Imagens 
cedidas por Julia Takuno Hespanhol e Gustavo Chagas Santos. 

 

5.6. TseV2 e TseV3 são efetores secretados pelo SPI-22 T6SS 

Sabendo que TseV2 e TseV3 possuem atividade tóxica quando expressas no 

citoplasma de E. coli, ainda era necessário verificar se esses efetores são 

dependentes do T6SS para a sua secreção. Para testar essa hipótese, utilizamos uma 

cepa triplo mutante ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 e uma duplo mutante ΔtseV3/tsiV3 como 

presas para competir contra WT e ΔtssB em ensaios de competição bacteriana (Figura 

11A e 11B). Se os efetores forem secretados via SPI-22 T6SS, a ausência de suas 

respectivas imunidades na célula presa deixaria essa susceptível a intoxicação.  

Realizando esses ensaios, recuperamos um maior número de presas quando 

as cepas susceptíveis foram co-incubadas com ΔtssB, indicando que TseV2 e TseV3 

são secretados via SPI-22 T6SS (Figura 11A e 11B). Além disso, quando 
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ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 foi complementada com o plasmídeo pFVP25.1 expressando 

TsiV2.1, essa cepa deixou se ser susceptível a WT (Figura 11A). O mesmo padrão foi 

observado para ΔtseV3/tsiV3 (Figura 11B). As curvas de crescimento demostram que 

mesmo com a deleções dos genes, o crescimento das cepas não foi afetado (Figura 

11C) 

 

Figura 11. TseV2 e TseV3 são secretados via SPI-22 T6SS. (A) Competição bacteriana de S. bongori 
WT e ΔtssB contra cepa triplo mutantes ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 complementada ou não com pFPV25.1 
tsiV2.1. O resultado representa a média e desvio padrão de seis experimentos realizados 
independentemente em duplicata. (B) Competição bacteriana de S. bongori WT e ΔtssB contra cepa 
duplo mutante de ΔtseV3/tsiV3 complementada ou não com pFPV25.1 tsiV3. O resultado representa a 
média e desvio padrão de seis experimentos realizados independentemente em duplicata. (C) Curva 
de crescimento das cepas mutantes e WT de S. bongori utilizados nos ensaios de competição. A curva 
representa a média de dois experimentos independentes. (*** p=0,005; ns, não significativo). 
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5.7. Predições das estruturas 3D dos efetores TseV1-4 

Proteínas contendo o domínio VRR-Nuc constituem uma família (PF08774) que 

pertence a superfamília PD-(D/E)xK (STECZKIEWICZ et al., 2012). A superfamília 

PD-(D/E)xK é composta por um grupo funcionalmente diverso que possui 

representantes que estão envolvidos em replicação de DNA (Holliday junction 

resolvases), processos de restrição-modificação, reparo de DNA e splicing 

(STECZKIEWICZ et al., 2012). Inicialmente foi sugerido que proteínas contendo o 

domínio VRR-Nuc estariam envolvidas com metabolismo de DNA (IYER et al., 2006). 

O domínio de VRR-Nuc é caracterizado por ter uma arquitetura singular no seu core 

catalítico, formada por duas alfa-hélices e quatro folhas beta na sequência: 

α1β1β2β3α2β4 (STECZKIEWICZ et al., 2012). Os resíduos catalíticos conservados 

característicos da superfamília PD-(D/E)xK (Asp, Glu e Lys) estão localizados entre 

β2β3 (STECZKIEWICZ et al., 2012). 

Para entender melhor o motivo pelo qual somente TseV2 e TseV3 possuem 

atividade tóxica em E. coli, analisamos as sequencias primárias e as predições das 

estruturas terciárias dos homólogos TseV1, TseV2, TseV3 e TseV4 de S. bongori, e 

ainda incluímos TseVPA de Pseudomonas aeruginosa (PA0822) (WANG et al., 2021).  

Através de uma análise cuidadosa das sequencias, é possível observar que 

partes essenciais do core catalítico (α1β1β2β3α2β4) estão ausentes nos efetores TseV1, 

TseV2 e TseV4 (Figura 12A e 12B). TseV1 não possui α2 e β4; TseV2, não contém β1; 

e TseV4 não contém α1 e β1 (Figura 12A e 12B). Como TseV2 é a proteína tem menos 

componentes estruturais ausentes e ainda tem efeito toxico, isso indica que β1 talvez 

não seja essencial para a atividade enzimática.  
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Figura 12. Alinhamento e predição estrutural de TseV1, TseV2, TseV3 e TseV4. (A) Alinhamento 
estrutural dos domínios de VRR-Nuc de TseV1, TseV2, TseV3, TseV4 e TseVPA. (B) Predições 
estruturais do core catalítico dos efetores TseV1-4 de S. bongori. Abaixo está assinalado em vermelho 
os elementos estruturais ausentes em cada homólogo. 

 

5.8. TseV2 e TseV3 dependem de VgrGs distintos para secreção 

As proteínas PAAR ficam localizadas na extremidade do dardo formado por 

VgrGs, havendo interação específica entre essas proteínas (SHNEIDER et al., 2013). 

Deste modo, para que um efetor contendo o domínio PAAR seja secretado, esse 

precisa interagir com um VgrG. Como os efetores TseV2 e TseV3 possuem um 

domínio PAAR-like/DUF4150 na porção N-terminal, gostaríamos de identificar a qual 

dos três VgrGs codificados no genoma de S. bongori, esses dois efetores poderiam 

associar-se para secreção (HACHANI et al., 2014; BONDAGE et al., 2016). Para tanto, 

construímos cepas mutantes para os três VgrGs e realizamos ensaios de competição 

bacteriana. Para este ensaio, utilizamos a cepa triplo mutante ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 

e a duplo mutante ΔtseV3/tsiV3 como presas para competir contra WT, ΔtssB e os 

mutantes de cada VgrG encontrado no genoma de S. bongori: ΔvgrG1 (SBG_1246), 

ΔvgrG2 (SBG_2715) e ΔvgrG3 (SBG_3770) (Figura 13). 

Quando competimos ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 contra as cinco cepas predadoras, 

somente obtivemos um número maior de recuperação de presas quando essas foram 
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co-incubadas com ΔtssB e ΔvgrG2, indicando que VgrG2 é importante para secreção 

de TseV2 (Figura 13A). Além disso, quando competimos ΔtseV3/tsiV3 contra as cinco 

cepas predadoras, observamos uma maior recuperação de presas quando co-

incubadas com ΔtssB e ΔvgrG3, sugerindo que a secreção de TseV3 é dependente 

de VgrG3 (Figura 13B). 

 

Figura 13. TseV2 e TseV3 são secretados por VgrGs distintos. (A) Competição bacteriana de S. 
bongori ΔtseV2/tsiV2.1/tsiV2.2 contra mutantes de três proteínas VgrG. (B) Competição bacteriana de 
S. bongori ΔtseV3tsiV3 contra mutantes de três proteínas VgrG. O resultado representa a média e o 
desvio padrão de seis experimentos independentes realizados em duplicata. (** p > 0.05; *** p > 0.005; 
ns não significativo).  

 
Um trabalho recente revelou que a porção C-terminal das proteínas VgrG 

determina a interação e seleção de efetores (LIANG et al., 2021) (Figura 14). 

 

Figura 14. Modelo de interação entre as proteínas PAAR e VgrG: A extremidade C-terminal do 
trímero de VgrG possui sequencias de amino ácidos distintos, o que promove a especificidade da 
interação com as proteínas de secreção como o PAAR, efetores e proteínas adaptadoras. Por meio 
destas sequencias distintas é possível que ocorra a secreção de múltiplos efetores ligados ao VgrG no 
caso de ser formado por um heterotrímero. 
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 As proteínas VgrG2 e VgrG3 (órfãs) são bastante diferentes quando 

comparadas a VgrG1, que é codificada dentro do cluster SPI-22 T6SS (25,2% e 24,2% 

de identidade, respectivamente) (Figura 15). No entanto, as proteínas VgrG2 e VgrG3 

apresentam 80,4% de identidade, considerando a sequência completa dessas duas 

proteínas. Além disso, a porção N-terminal de VgrG2 e VgrG3 possui uma identidade 

de 96,9% (VgrG21-565 e VgrG31-545), e somente 26% de identidade entre as regiões C-

terminais (VgrG2566-709 e VgrG3546-728) (Figura 16). Esses resultados corroboram os 

achados que indicam que a região C-terminal de VgrG seja responsável pela seleção 

dos efetores (LIANG et al., 2021). 

 

 
Figura 15. Alinhamento das proteínas VgrG1, VgrG2 e VgrG3 de S. bongori. Alinhamento da 
sequência de aminoácidos de VgrG1 (SBG_1246), VgrG2 (SBG_2715) e VgrG3 (SBG_3770). 
Alinhamento feito com AliView (LARSSON, 2014) e logo das sequências adicionados em Jalview 
(WATERHOUSE et al., 2009). 
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Figura 16. Alinhamento das proteínas VgrG2 e VgrG3 de S. bongori. Alinhamento de sequência de 
aminoácidos de VgrG2 e VgrG3. Alinhamento feito com AliView (LARSSON, 2014) e logo das 
sequências adicionados em Jalview (WATERHOUSE et al., 2009). 

 

5.9. Ensaio de formação de placa de fagocitose 

Para testar se o SPI-22 T6SS de S. bongori é capaz de atacar células 

eucariotas, decidimos realizar ensaios de formação de placa de fagocitose utilizando 

como modelo a ameba de vida livre Dictyostelium discoideum. Neste ensaio, foram 

utilizados S. bongori WT, ΔtssB, ΔvgrG1, ΔvgrG2 e ΔvgrG3 como fonte de alimento 

para D. discoideum (Figura 17). Os resultados revelam a formação de um halo maior 

na cepa ΔtssB em comparação a WT (Figura 17), sugerindo que o T6SS de S. bongori 

promova alguma resistência ao ataque de D. discoideum. Porém, esses resultados 

ainda são muito preliminares para permitir que possamos chegar a uma conclusão 

sobre a atividade anti-eucariótica de SPI-22 T6SS.  
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Figura 17. Ensaio de fagocitose com Dictyostelium discoideum. Representação média de três 
experimentos de fagocitose utilizando S. bongori WT, ΔtssB, ΔvgrG1, ΔvgrG2 e ΔvgrG3. Cada poço 
apresenta aproximadamente 2,8 x 104 UFCs. As fotos foram tiradas no quarto dia de incubação. A 
direita está representada a quantidade de D. discoideum inoculada em cada poço da placa.  
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6. Discussão 

Quando as bactérias estão inseridas em um ambiente em que há necessidade 

de disputar recursos, cada pequena vantagem que uma bactéria possa apresentar 

para se sobressair em relação às competidoras é de grande importância para a sua 

sobrevivência. Durante o processo evolutivo, S. bongori adquiriu o SPI-22 T6SS, o 

qual foi inserido no mesmo locus gênico que o SPI-2 T3SS de S. enterica (Figura 18). 

O SPI-2 T3SS de S. enterica é ativado após a entrada da bactéria no vacúolo 

fagocítico de células hospedeiras por meio da sinalização da mudança do pH (LÖBER 

et al., 2006). Aproximadamente 30 efetores distintos são liberados através da 

membrana do vacúolo via SPI-2 T3SS (MILLS et al., 2008), e podem ter funções 

variadas (FIGUEIRA; HOLDEN, 2012). O SPI-2 T3SS é importante para a infecção e 

sobrevivência de S. enterica em macrófagos (HENSEL et al., 1998). Uma das nossas 

hipóteses é que SPI-22 T6SS poderia também fornecer alguma vantagem no 

confronto contra células eucarióticas. 

 

Figura 18. Sintenia da região genômica contendo SPI-22 T6SS de S. bongori e SPI-2 T3SS de S. 
enterica Typhimurium 14028s. Alinhamento genômico das regiões que codificam o SPI-22 T6SS de 
S. bongori NCTC 12419 (ASM25299v1) e o SPI-2 T3SS de S. Typhimurium 14028s (ASM2216v1). 
Análises realizadas utilizando o software ACT (CARVER et al., 2012). 

 

De acordo com Fookes et al. (2011), o SPI-22 T6SS de S. bongori possui 

similaridade com o locus CTS2 T6SS de Citrobacter rodentium, indicando uma 

possível transferência horizontal de genes. Embora possua um TssM truncado devido 

a uma mutação de mudança de fase de leitura do gene que o codifica, o locus CTS2 

de C. rodentium é importante para que ocorra a colonização do intestino dos murinos 



44 

e também é um importante fator de virulência para este patógeno (SERAPIO-

PALACIOS et al.,2022).  

De acordo com os resultados dos ensaios de expressão Hcp e competição 

bacteriana (Figura 6 e 7), podemos concluir que a expressão do SPI-22 T6SS é 

constitutiva em meio LB e proporciona atividade antibacteriana. Esses resultados 

contrastam com o que é observado para SPI-6 T6SS de S. Typhimurium, que está 

reprimido nas mesmas condições pela proteína H-NS (Brunet et al., 2015). A proteína 

H-NS é conhecida por se ligar e reprimir regiões do genoma que são ricas em A/T, 

frequentemente resultantes de transferências horizontais (NAVARRE et al., 2007). Foi 

demonstrado que ambos locus que codificam T6SS em C. rodentium (CTS1 e CTS2) 

são ativados pela deleção de H-NS, contudo é possível detectar uma expressão basal 

dos genes de CTS2 em bactérias com H-NS WT (SERAPIO-PALACIOS et al.,2022). 

O motivo pelo qual H-NS não silencia o cluster de SPI-22 T6SS é desconhecido, mas 

é possível que diferenças nas regiões promotoras dos dois clusters possam explicar 

esse fenótipo.  

S. bongori demonstrou possuir um grande arsenal de efetores que podem ser 

utilizados para competir com as distintas espécies de bactérias que possa encontrar 

no ambiente (DURAND et al., 2014). A expressão de vários efetores com a mesma 

arquitetura (TseV1-4) demonstra que esse grupo deve ser importante para a 

competição bacteriana (Figura 9). 

As alterações estruturais do core catalítico (α1β1β2β3α2β4) dos efetores TseV 

pode explicar o motivo pelo qual somente TseV2 e TseV3 são tóxicos quando 

expressas em E. coli (Figura 12). Segundo Steczkiewicz et al. (2012), o domínio VRR-

Nuc, que pertence a superfamília PD-(D/E)xK, pode possuir variações em sua 

estrutura. TseV2 e TseV3 apresentam mais estruturas importantes conservadas em 

relação aos outros efetores. Segundo as nossas predições, TseV1 não possui os dois 

últimos elementos α2β4 do core catalítico. Já os dois primeiros elementos α1β1 estão 

ausentes em TseV4. TseV2 não possui a β1, mas ainda consegue ter um efeito tóxico. 

Esse resultado pode indicar que β1 não seja essencial para a atividade enzimática de 

VRR-Nuc, ou que alguma outra alteração estrutural compensou a ausência de β1. O 

mesmo pode ser observado no trabalho de Wang et al. (2021), onde TseVPA possui 

um domínio VRR-Nuc com as mesmas características de TseV2 (ausência de β1), e 

ainda assim apresenta atividade tóxica.  
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 Para que possa ocorrer a secreção de efetores evoluídos contendo 

PAAR, é necessário que ocorra a interação com uma proteína VrgG (WOOD et al., 

2019). O motivo pelo qual somente um VgrG é responsável pela secreção de cada 

efetor está relacionado a proteína PAAR possuir especificidade por VgrG (Figura 13 e 

14) (BONDAGE et al., 2016; LIANG et al. 2021). A proteína PAAR é importante para 

estabilizar o enovelamento das porções C-terminais do trímero de VgrG, onde essas 

proteínas de encontram e interagem. Esse tipo de interação ocorre por meio de pontes 

de hidrogênio entre as fitas β do C-terminal do trímero de VgrG e a base cônica de 

PAAR (SHNEIDER et al., 2013). Essa especificidade pode ser evidenciada nos 

nossos resultados com VgrG2 e VgrG3 (Figura 16), nos quais apenas a sequência C-

terminal é divergente. Essas mudanças ocasionaram que apenas um VgrG seja capaz 

de interagir com um TseV (Figura 13). Desta maneira, diferentes combinações de 

efetores podem ser injetados em uma bactéria alvo pela seleção de VgrGs distintos 

(HACHANI et al., 2014), possibilitando uma maior vantagem competitiva à bactéria 

predadora. 

 

7. Conclusão  

Neste trabalho caracterizamos a atividade antibacteriana de SPI-22 T6SS. 

Demonstramos a utilização de dois efetores antibacterianos evoluídos de proteínas 

PAAR-like com o domínio VRR-Nuc. Além disso, confirmamos que os efetores TseV2 

e TseV3 são secretados via SPI-22 T6SS por meio de interação com VgrG2 e VgrG3, 

respectivamente. Esses resultados revelam que S. bongori é capaz de montar um 

T6SS carregando diferentes proteínas tóxicas, o que confere vantagem adaptativa 

para esta espécie. 
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