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Resumo

Enterococcus faecalis € um agente patogénico oportunista e um dos principais
responsaveis por infeccdes nosocomiais. A sua viruléncia é multifactorial e ainda pouco
compreendida. 36 % do genoma de E. faecalis V583 esta anotado como genes que codificam
proteinas hipotéticas ou de funcdo desconhecida (PHFD). Estudos de transcriptomica tém
sugerido a implicacdo destes genes na resposta a varios stresses em E. faecalis. No entanto,
ndo tém existido muitas tentativas para atribuir uma funcdo a estes genes. Num estudo
efectuado anteriormente com V583 submetido a uma dose terapéutica de vancomicina
(10 pg.mL™) observou-se que 50 % dos genes cuja transcricdo foi afectada codificam para
PHFD. No presente estudo, seleccionaram-se alguns destes genes (EF0802, EF1231, EF1813,
EF2292 e EF2896) que apresentaram um aumento mais marcante nos niveis de expressdo. Os
resultados dos microarrays para os genes referidos foram confirmados por RT-PCR semi-
quantitativo, mais uma vez sugerindo um papel para estes genes na resposta de E. faecalis a
vancomicina.

Procedeu-se a expressdo das proteinas hipotéticas codificadas por aqueles genes em
E. coli e a construcdo de mutantes. Estes mutantes encontram-se em fases diferentes de
construcdo e até ao momento foi possivel obter o mutante do EF2292. Este ndo revelou
alteragdes no fendtipo de resisténcia a vancomicina, comportando-se de forma idéntica a
estirpe selvagem. Quanto a expressdo das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292, estd em
curso a optimizacdo das condicOes para purificacdo e obtencdo da sua estrutura.

Este trabalho constitui um passo no sentido de tornar conhecido o que é ainda

desconhecido no genoma e comportamento de E. faecalis.



Abstract

The opportunistic pathogen Enterococcus faecalis is one of the most reported causes of
nosocomial infections. Its virulence is an outcome of multiple factors and is yet poorly
understood. 36 % of the genome of E. faecalis strain V583 is annotated as hypothetical
proteins or of unknown function (HPUF). Transcriptomic studies have suggested a role of
these genes in response of E. faecalis to several stresses. In a previous transcriptomic study
with V583 subjected to a therapeutic dose of vancomycin (10 pg.mL™), 50 % of the
differentially transcribed genes were HPUF. In this study, we selected some of the genes
which were most up-regulated (EF0802, EF1231, EF1813, EF2292 e EF2896) and we
confirmed by semi-quantitative RT-PCR the microarray results. This suggests a role for those
genes in the response of V583 to vancomycin. The work also involved the expression of the
HPUF in E. coli and mutant construction. The mutants are in different stages of completion
and EF2292 was successfully deleted. However, AEF2292 did not show any differences from
the wild-type V583 AABC concerning resistance and growth in the presence of vancomycin.
HPUF EF1231 and EF2292 were successfully over-produced in E. coli and optimization of
purification procedures and structure solving are on-going. The present work is a step forward
into the increased knowledge of E. faecalis genome and behavior.



Abreviaturas

BHI — Brain Heart Infusion

C41 — Escherichia coli C41

C43 — Escherichia coli C43

CIM — Concentragdo Inibitéria Minima

DIG - Digoxigenina

DNA — Deoxyribonucleic Acid

dNTP — Deoxyribonucleotide Triphosphate

DO - Densidade dptica

E. faecalis — Enterococcus faecalis

E. coli — Escherichia coli
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MH — Mueller Hinton

MHA — Mueller Hinton agar

MRNA — messenger Ribonucleic Acid

pb — pares de base

PCR — Polymerase Chain Reaction

RBS — Ribossome Binding Site

RNA — Ribonucleic Acid

Rosetta 2 — Escherichia coli Rosetta 2

RT-PCR — Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
SDS — Sodium Dodecyl Sulphate

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Tm — Melting Temperature

tRNA — transfer Ribonucleic Acid

V583 AABC — Enterococcus faecalis V583 AABC

VRE —Vancomycin Resistant Enterococci
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1. Introducéo

1.1 Perspectiva Historica

O termo entérocoque foi utilizado pela primeira vez em 1899, por Thiercelin, para
descrever uma nova espécie de diplococos Gram-positiva de origem intestinal (Thiercelin,
1899). Anos mais tarde, em 1906, este microrganismo foi designado de Streptococcus
faecalis, tendo sido introduzido no género Streptococcus (Andrewes e Horder, 1906).
Posteriormente em 1919, foi isolado por Orla-Jensen um segundo microrganismo de origem
fecal e com caracteristicas semelhantes a S. faecalis, denominado Streptococcus faecium
(Orla-Jensen, 1919). Em 1933, Lancefield introduziu o sistema de identificagdo e
classificacdo seroldgica de Streptococcus, baseada na composicdo dos antigénios bacterianos
presentes. Os Enterococcus foram classificados como pertencentes ao grupo D (Lancefield,
1933). Sherman, em 1937, criou um sistema para a classificacdo que dividiu os Streptococcus
em quatro grupos, lacticos, viridans, piogénicos e enterococos (Sherman, 1937). Uma nova
proposta, em 1970, sugeriu a transferéncia dos S. faecalis e S. faecium para o género
Enterococcus (Kalina, 1970). Contudo, isto s6 vem a acontecer em 1984, como consequéncia
do aparecimento de técnicas de hibridacdo de DNA-DNA, DNA-rRNA, e apds estudos que
confirmaram uma maior distancia entre Streptococcus e Enterococcus. Como tal, foram
classificados taxonomicamente em Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales;
Enterococcaceae; Enterococcus (Schleifer e Kilpper-Balz, 1984). Desde entdo, o numero de
espécies pertencentes a este género tem vindo a aumentar, conhecendo-se actualmente 37

espécies (http://www.dsmz.de/microorganisms/, acedido a 19/09/2009).

1.2 Género Enterococcus

Os Enterococcus séo bactérias Gram-positivas em forma de cocos que podem surgir
isolados, aos pares ou em cadeia. Ndo formam esporos € 0 seu genoma tem um baixo
contetdo em G+C (entre 37 e 45 mol %) (Murray, 1990, Facklam et al., 2002, Foulquié
Moreno et al., 2006, Sood et al., 2008, Fisher e Phillips, 2009).

Séo bactérias anaerdbias facultativas, catalase negativa, oxidase negativa, hidrolisam a
esculina na presencga de 40 % de sais biliares e realizam fermentag&o lactica. A temperatura

Optima de crescimento situa-se nos 35 °C a 37 °C, no entanto podem crescer a temperaturas
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entre 10 e 45 °C (Murray, 1990, Facklam et al., 2002, Giraffa, 2003, Foulquié Moreno et al.,
2006, Ogier e Serror, 2008, Fisher e Phillips, 2009).

A maioria das espécies do género Enterococcus € capaz de sobreviver a variada gama
de stresses e condi¢cBes ambientais adversas, tais como, elevadas concentracGes salinas, como
6,5 % (w/v) de cloreto de sédio, valores de pH extremos (4 a 9,6) e elevadas temperaturas,
pois séo capazes de sobreviver a 60 °C durante 30 minutos (Ogier e Serror, 2008, Sood et al.,
2008, Fisher e Phillips, 2009).

A identificacdo de espécies de Enterococcus atraves de testes fisiologicos tem alguns
problemas associados devido a elevada heterogeneidade fenotipica (Giraffa, 2003, Ogier e
Serror, 2008). Por outro lado, a identificacdo de espécies por testes convencionais requer
longos tempos de incubacdo (Ogier e Serror, 2008). Os métodos de identificacdo genotipica
que utilizam os genes dos RNASs ribossomais 16S e 23S sdo mais exactos, permitindo também
a identificacdo do género. Contudo, nem sempre permitem a identificacdo da especie de
Enterococcus, como por exemplo, de Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus,
pois 0s seus genes do RNA ribossomal 16S apresentam uma homologia de 99,8 %. Deste
modo, existem métodos alternativos que tém sido aplicados com sucesso, como por exemplo,
a amplificacdo por Polymerase Chain Reaction (PCR) de varios genes especificos, tais como
do gene dll (codifica para a proteina D-alanina-D-alanina ligase), dos genes do operdo van
(envolvidos na resisténcia a vancomicina), do gene ace (codifica para uma adesina bacteriana)
e do gene sodA (codifica a proteina superoxido dismutase dependente do manganés). A
amplificacdo por PCR do gene EF0027 (codifica para um regulador transcricional putativo) e
sequenciacdo do gene dll e do gene atpA (codifica a subunidade alfa da ATP sintase), poderdo
também ser utilizados na identificacdo de espécies de Enterococcus (Ogier e Serror, 2008).
Estdo também disponiveis comercialmente métodos de identificacdo, como por exemplo, o
sistema Vitek, APl 20S, API Rapid ID 32 e Crystal gram-positive kits (Facklam et al., 2002,
Ogier e Serror, 2008).

Os enterococos fazem parte da flora comensal do tracto gastrointestinal de humanos,
mas também de animais, podendo também colonizar a cavidade oral, o sistema génito-
urinario e a pele (Giraffa, 2003, Sood et al., 2008), sendo as espécies Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium as mais frequentes em humanos (Fisher e Phillips, 2009).

Devido & sua capacidade de resistir e crescer em ambientes hostis, podem também ser
encontrados em aguas superficiais, solo, plantas e alimentos (por exemplo, produtos lacteos e

carne), como resultado da contaminacéo fecal (Giraffa, 2003).
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Os Enterococcus podem ainda ter um papel importante na producdo de queijos,
provavelmente, como resultado da sua capacidade proteolitica, lipolitica e de metabolizar o
citrato (Foulquié Moreno et al., 2006). Podem ainda contribuir para o reforco das mucosas do
intestino, actividade anti-mutagénica e anti-carcinogénica, estimulacdo do sistema imunitario
e diminuicdo dos niveis de colesterol. Tais factos levaram a que pudessem ser usados na
inddstria alimentar como probidticos, porém, 0 seu uso continua um assunto controverso.
Apesar do papel benéfico, a emergéncia de estirpes de Enterococcus com resisténcias
antimicrobianas, a sua crescente associacao a uma variedade de infeccdes nosocomiais e 0 seu
envolvimento na deterioracdo de alimentos, tém levantado preocupagfes quanto ao uso dos
enterococos como probidticos. Estas preocupacdes devem-se ao risco de transferéncia de
genes de resisténcias antimicrobianas e de genes que codificam factores de viruléncia para as
estirpes da flora comensal do tracto gastrointestinal humano (Franz et al., 2003, Foulquié
Moreno et al., 2006, Ogier e Serror, 2008). Deste modo, apesar de serem bacterias lacticas
ndo sdo considerados como microrganismos Generally Recognized As Safe (GRAS) e a sua
deteccdo em &gua é um indicador de contaminagdo fecal (Hugas et al., 2003, Ogier e Serror,
2008).

1.3 Patogénese em Enterococcus

Os Enterococcus estdo entre 0s principais agentes patogénicos responsaveis por infeccoes
nosocomiais graves em doentes imunocomprometidos ou sob terapéutica com
antimicrobianos, como endocardite, bacteremia, infec¢des do tracto urinério, sistema nervoso
central, infecgdes intra-abdominais e pélvicas (Franz et al., 1999, Franz et al., 2003, Foulquié
Moreno et al., 2006, Poh et al., 2006).

A patogenicidade observada neste género de bactérias pode resultar do aumento crescente
de Enterococcus resistentes a multiplos antibiéticos, em particular & vancomicina, e dos
varios factores de viruléncia sintetizados (Jett et al., 1994, Foulquié Moreno et al., 2006).
Entre estes destacam-se a substancia de agregacdo (Agg), envolvida na formacgdo de
agregados na conjugacao bacteriana; a proteina de superficie extracelular (Esp), que promove
a adesdo, colonizagdo e evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro, e pode ainda
desempenhar um papel na resisténcia a antibiéticos e contribuir para a formacéao de biofilmes;

a citolisina (Cyl), uma toxina que tem propriedades -haemoliticas em humanos e actividade
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bactericida contra outras bactérias Gram-positivas; enzimas hidroliticas, como hialuronidases,
que actuam no &cido hialurénico causando danos nos tecidos; a gelatinase (GelE), uma
protease que hidrolisa gelatina, caseina, hemoglobina e outros péptidos bioactivos; e a
protease serinica (SprE), também envolvida na degradacdo do tecido do hospedeiro (Jett et
al., 1994, Foulquié Moreno et al., 2006, Ogier e Serror, 2008, Fisher e Phillips, 2009,
Giridhara Upadhyaya et al., 2009). Devido a estas caracteristicas patogénicas, estas bactérias
estéo entre as principais causas de infec¢cdes nosocomiais em todo o mundo (Ogier e Serror,
2008) e a taxa de mortalidade situa-se perto dos 20 a 30 % (Lavigne et al., 2005, Ogier e
Serror, 2008). Os Enterococcus séo a segunda causa mais frequente de infec¢Oes resultantes
de feridas cirdrgicas e infeccbes nosocomiais do tracto urinario e a terceira causa mais
frequente de bacteremia (Lopes et al., 2005). Apesar de muitas espécies de Enterococcus
serem responsaveis por este tipo de infecgdes, a espécie E. faecalis é a predominante, sendo
responsavel por 80 a 90 % das infec¢Oes, seguindo-se E. faecium, associados a maioria das
restantes infeccGes (Franz et al., 2003). As infecgdes causadas por estirpes de E. faecium tém
vindo a aumentar, 0 que pode estar associado a emergéncia de estirpes resistentes a
antibiéticos (Mundy et al., 2000).

As espécies Enterococcus durans, Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus hirae, Enterococcus gallinarum, Enterococcus raffinosus e Enterococcus
muntdii, ocasionalmente também provocam infec¢es em humanos (Ribeiro et al., 2008, Top
et al., 2008).

1.4 Resisténcia a antibio6ticos

O aumento de infeccbes nosocomiais causadas por enterococos tem sido bastante
investigado, devido ao aumento do nimero de resisténcias a uma variedade de antibioticos.
Este aumento da incidéncia de Enterococcus resistentes a antibidticos, ndo se confina
inteiramente ao meio hospitalar. Resulta também do uso dos antibioticos na agricultura, como
promotores de crescimento e tratamento de animais, assim como na comunidade (Lopes et al.,
2005).

Inicialmente, o problema do aparecimento de estirpes resistentes a determinados
antibidticos, foi resolvido pelo desenvolvimento de novas classes de antibidticos, tais como os
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aminoglicosideos, os macrdlidos e glicopéptidos. Todavia, rapidamente surgiram as primeiras
estirpes resistentes a estas classes de antibioticos (Gold e Moellering, 1996).

Existem varios mecanismos bioguimicos que permitem as bactérias escapar a accdo
letal dos antibidticos, de entre os quais se pode destacar a baixa acumulacgéo intracelular do
antibidtico pela alteracdo da permeabilidade da membrana externa, diminui¢do do transporte
através da membrana interna ou mecanismos de efluxo; alteracdo do alvo por mutacdo ou
modificacdo enzimatica e inactivagdo enzimatica do antibidtico. A coexisténcia de varios
mecanismos de resisténcia a antibioticos, no mesmo microrganismo, pode originar Multi-
Drug Resistance (MDR) (Depardieu et al., 2007).

A resisténcia a antibiéticos em Enterococcus pode ser dividida em duas classes,
resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida (Tabela 1.1). As resisténcias intrinsecas devem-se
a auséncia de locais alvo para um determinado antibidtico ou a incapacidade para atravessar a
parede celular e atingir o seu alvo intracelular (Murray, 1990, Mundy et al., 2000, Marothi et
al., 2005, Sood et al., 2008, Top et al., 2008). As resisténcias adquiridas, desempenham um
papel mais importante na emergéncia das resisténcias a antimicrobianos e podem surgir de
mutagdes cromossdmicas ou troca genética de elementos méveis de DNA, como transposdes
ou plasmideos (Marothi et al., 2005, Top et al., 2008).

Tabela 1.1 — Resisténcias antimicrobianas intrinsecas e adquiridas em Enterococcus (Top et al., 2008).

Resisténcia Intrinseca Resisténcia adquirida

B-lactamicos Ampicilina (elevado nivel)
Penicilinas (baixo nivel) Aminoglicosideos (elevado nivel)
Carbapenemes (nivel intermédio) Macroélidos
Cefalosporinas (elevado nivel) Cloranfenicol

Aminoglicosideos (nivel baixo) Tetraciclina

Aminoglicosideos (nivel intermédio) Quinolonas

Licosamidas e Estreptograminas A Glicopéptidos (elevado nivel)

Glicopéptidos (baixo nivel) Oxazolidinonas

A resisténcia intrinseca a muitos dos agentes antimicrobianos mais comuns, pode
constituir uma vantagem cumulativa para futura aquisicdo de genes que codifiqguem um

elevado nivel de resisténcia. Adicionalmente, é importante referir que estas transferéncias
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genéticas frequentemente ocorrem no tracto gastrointestinal de humanos e animais que
contém, muitas vezes, bactérias sob pressdes selectivas devido a exposi¢do continua a niveis
terapéuticos ou sub-terapéuticos de antimicrobianos (Mundy et al., 2000). Como tal, o
desenvolvimento de resisténcias a antimicrobianos durante a terapia, ameaca 0 sucesso do
tratamento de varias infecgcdes e pode conduzir a dispersdo dos microrganismos resistentes a
outros pacientes e na comunidade. De facto, 0 aumento de resisténcias a antibidticos parece
estar relacionado com o seu crescente uso (Lopes et al., 2005). Assim, a capacidade das
bactérias para acumularem e trocarem informacdo genética, e a elevada pressdao selectiva
resultante do uso indiscriminado de antibi6ticos, tém determinado a existéncia e a rapida
disseminacio de diferentes mecanismos de resisténcia (Méndez-Alvarez et al., 2000,
Depardieu et al., 2007).

1.5 Glicopéptidos

A vancomicina e a teicoplanina pertencem ao grupo dos antimicrobianos
glicopéptidos. Os glicopéptidos caracterizam-se por serem moléculas grandes, rigidas e
hidrofobicas com uma estrutura de sete péptidos aos quais estdo ligados cinco a sete anéis
aromaticos e diferentes glicidos (Barna e Williams, 1984).

A vancomicina foi isolada pela primeira vez, na década de 50, a partir da bactéria
Amycolatopsis orientalis e passou a estar disponivel para uso clinico em 1958 (Nicolaou et
al., 1999), contudo o seu uso foi limitado devido a sua toxicidade (Pootoolal et al., 2002). O
aumento da prevaléncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), na década
de 70, conduziu ao aumento do uso de vancomicina. O surgimento de uma forma purificada
de vancomicina e menos tdxica levou a um aumento acentuado na sua utilizagdo (Gold,
2001).

Os antibidticos glicopétidos inibem a sintese do peptidoglicano sendo usados no
tratamento de infecgdes graves causadas por bactérias Gram-positivas (Arthur et al., 1996) e
tém também sido utilizados como dltimo recurso, para combater infeccbes em casos de
resisténcias multiplas observadas em Enterococcus (Cetinkaya et al., 2000).

Os primeiros isolados clinicos resistentes a vancomicina foram detectados na Europa
em 1986 e desde entdo, os Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) dispersaram-se

rapidamente pelo mundo (Top et al., 2008). O consumo destes antibidticos em grandes
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quantidades e a sua utilizacdo em concentracdes sub-terapéuticas na producdo de animais
pode ter desempenhado um papel muito importante no aparecimento de Enterococcus

resistentes & vancomicina (Méndez-Alvarez et al., 2000, Gold, 2001).

1.5.1 Mecanismo de accdo dos Glicopéptidos

Na sintese do peptidoglicano em Enterococcus, ha a ligacdo de duas moléculas de D-
Alanina por uma enzima, D-Ala:D-Ala ligase (Ddl), dando origem a um dipéptido, D-Ala-D-
Ala, que depois é ligado a UDP-N-acetilmuramil-tripéptido formando o UDP-N-
acetilmuramil-pentapéptido (Figura 1.1A). Este pentapéptido quando incorporado na cadeia
nascente do peptidoglicano (transglicosilagcdo), permite a formacdo de ligagOes cruzadas
(transpeptidacdo) que contribuem para a rigidez do peptidoglicano (Cetinkaya et al., 2000).

O alvo molecular dos glicopéptidos é o C-terminal dos residuos dos precursores do
peptidoglicano, D-Ala-D-Ala. Pela ligacdo a este dipéptido, os glicopéptidos interferem com a
formacgéo normal da parede, ao inibirem as reac¢Oes de transglicosilacdo e transpeptidacéo da
cadeia nascente de peptidoglicano, resultando na morte celular (Méndez-Alvarez et al., 2000,
Depardieu et al., 2007, Top et al., 2008). Na Figura 1.1, encontra-se uma representacdo das
vias para a sintese dos precursores do peptidoglicano em Enterococcus com fenotipo VanA.

Em geral, as bactérias Gram-negativas sdo intrinsecamente resistentes aos
glicopéptidos, devido & impermeabilidade da membrana externa (Méndez-Alvarez et al.,
2000).
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A UDP-MurNAc-tripéptido »

DD-carboxipeptidase

D-Ala:D-Ala ligase W
Enzima
de adicdo
D- o D-
|:> D-Ala UDP-MurNAc-tripéptido  D-Ala
Ala Ala

:
DD-dipeptidase UDP-MurNAc-tripéptido

Ligase

|:> D-Ala D-Lac L UDP-MurNAc-tripéptido D-Ala  D-Lac »

Enzima
de adicdo
| | Desidrogenase
)

Figura 1.1 — Representagdo esquemaética das duas vias para a sintese de precursores do peptidoglicano

em Enterococcus VanA. (A) Esta via produz o precursor do peptidoglicano nativo que é o alvo para a
vancomicina. (B) O precursor do peptidoglicano alterado tem baixa afinidade para a vancomicina.
VA - Vancomicina; UDP — MurNAc-tripeptido - UDP-N-acetilmuramil-tripéptido (Adaptado de
Gold, 2001).

1.6 Resisténcia a vancomicina em Enterococcus
1.6.1 Mecanismos de Resisténcia: fenotipos e genes envolvidos na resisténcia

Em Enterococcus susceptiveis a vancomicina, esta liga-se ao residuo terminal D-Ala-D-
Ala do pentapéptido precursor, bloqueando a sintese da parede celular. No entanto, os
enterococos desenvolveram um mecanismo sofisticado para superar estes antibidticos
(Méndez-Alvarez et al., 2000). O mecanismo de resisténcia resulta da modificagdo do alvo
molecular de ligacdo do antibidtico. A resisténcia aos glicopéptidos é originada pela
substituicdo de precursores do peptidoglicano D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lactato (D-Ala-D-
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Lac) (vanA, vanB e vanD) ou D-Ala-D-Serina (D-Ala-D-Ser) (vanC vanEk, vanG e vanL),
para os quais os glicopéptidos exibem baixa afinidade de ligacdo (Gold, 2001, Depardieu et
al., 2007, Boyd et al., 2008).

Actualmente, em enterococos existem sete fenotipos de resisténcia a vancomicina
descritos: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG e VanL (Tabela 1.2) (Boyd et al., 2008,
Top et al., 2008).

Tabela 1.2 — Fenotipos de Resisténcia a Vancomicina (Adaptado de Top et al. 2008).

VanA VanB VanC VanD VanE VanG VanL
Tipo de
Resisténcia Adquirida Adquirida Intrinseca Adquirida Adquirida  Adquirida  Adquirida
CIM
Vancomicina g4 _ 1000 4 - 1000 2-32 64 - 128 16 8-16 8
(mg.L™)
CIM
Teicoplanina 16 - 512 05-1 05-1 4-64 0,5 0,5 0,5
(mg.L™)
Expresséo . . Induzida/ L . ) ]
Induzida Induzida o Constitutiva Induzida Induzida Induzida
Constitutiva
Alvo D-Ala- DAl D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala-
. -Ala-D-Ser
Modificado D-Lac D-Lac D-Lac D-Ser D-Ser D-Ser
Localizagéo i Plasmideo/
Plasmideo/ Cromos- Cromos- Cromos-
Cromos- Cromossoma  Cromossoma
Cromossoma soma soma soma
soma

Apesar de existirem varios tipos de resisténcia em que 0s genes codificam para
proteinas com funcdes enzimaticas relacionadas, estes podem ser distinguidos pelos varios
modos de regulacédo da expressdo génica e pela sua localizagdo (Figura 1.2) (Depardieu et al.,
2007). Os tipos VanA e VanB estdo localizados em plasmideos ou no cromossoma e foram
descritos pela primeira vez em E. faecalis e E. faecium, sendo os mais relevantes

clinicamente. Resultam da aquisicdo de elementos genéticos moveis, o transposdo Tnl1546
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(VanA) e os transposdes Tn1547 ou Tn1549 (VanB) (Cetinkaya et al., 2000, Chavers et al.,
2003, Tendolkar et al., 2003, Top et al., 2008).

O fenotipo do tipo VanA é caracterizado pela resisténcia adquirida a elevados niveis
de vancomicina e teicoplanina e a resisténcia € induzida por ambos os antibidticos (Tabela
1.2) (Gold, 2001). O tipo VanA tem sido descrito em E. faecalis, E. faecium, E. durans, E.
raffinosus, E. hirae, E. avium e E. gallinarum (Arthur e Courvalin, 1993, Woodford, 1998). O
operdo de resisténcia vanA é constituido por sete genes, vanR, vanS, vanH, vanA, vanX,
vanY e vanZ (Figura 1.2) (Pootoolal et al., 2002, DeLisle e Perl, 2003)

O tipo VanB tem resisténcia adquirida a varias concentracGes de vancomicina, mas é
susceptivel a teicoplanina, assim a resisténcia ¢ apenas induzida pela vancomicina (Tabela
1.2) (Gold, 2001). Este tipo de resisténcia tem sido descrito em E. faecalis, E. faecium, E.
raffinosus e E. gallinarum (Méndez-Alvarez et al., 2000). O operdo vanB é também
constituido por sete genes vanRg, vanSg, vanYg, vanW, vanHg, vanB, vanXg (Figura 1.2)
(Pootoolal et al., 2002) .

N R
VanA
vanR van$S vanH vanA vanX vanY vanZ
PYg
A
vane L | e e
vanRg vanS, vanY, vanW vanHy vanB vanXg
[N [N
VanC
vanC-1 vanXY, vanT vanR, vanS.
\
VanD
vanR, vanS, vanY, vanH, vanD  vanX,
\ [N
VanE
vanY, vanZ, vanH vanE  vanX;
[N
VanG
vanR; vanSg vanYg, vanW; vanG vanYg, vanT,
R R
VanL
vanlL vanXY, vanTm, vanTr, vanR, vans,

Figura 1.2 — Genes dos operbes van que conferem resisténcia a vancomicina. Em cada operdo estdo

indicados o0s genes associados a cada fendtipo de resisténcia. As setas a azul correspondem aos genes
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vanHAX ou vanHAX equivalentes. As setas a verde correspondem aos genes vanR e vanS do sistema

de dois componentes (Adaptado de Pootoolal et al., 2002 e Boyd et al., 2008).

Os genes vanRg e vanSg constituem um sistema regulador de dois componentes
envolvido na transducdo de sinal e é essencial para a transcricdo dos genes de resposta a
presenca de vancomicina (Méndez-Alvarez et al., 2000). Este sistema é composto pela
proteina citoplasmatica reguladora VanRg, que actua como activadora transcricional e pela
proteina histidina cinase VanSg, que se encontra ligada na membrana e actua como sensora
(Courvalin, 2006). A presenca de vancomicina induz a autofosforilacdo da proteina VanSeg,
que por sua vez fosforila VanRg. O aumento da expresséo de vanRg e vanSg, leva a que a
proteina VanRg fosforilada se ligue & regido promotora Pyg (Figura 1.2) induzindo a
transcricao dos genes do operdo vanB (Woodford, 1998, Gold, 2001). Os genes vanB e vanHg
permitem a sintese de precursores do peptidoglicano com os residuos terminais D-Ala-D-Lac,
em vez de D-Ala-D-Ala (Figura 1.1). O gene vanB codifica para uma ligase que faz a ligacdo
de D-Lac a D-Ala e o gene vanHg codifica uma desidrogenase que sintetiza D-Lac a partir do
piruvato (Figura 1.1). O vanXg e 0 vanYg codificam uma DD-dipeptidase e uma
DD-carboxipeptidase, respectivamente. A DD-dipeptidase VanXg hidrolisa os dipéptidos
D-Ala-D-Ala sintetizados pela D-Ala-D-Ala ligase (Ddl) do cromossoma bacteriano e a
DD-carboxipeptidase VanYg, remove os residuos D-Ala do C-terminal dos precursores do
peptidoglicano quando a eliminacdo de D-Ala-D-Ala é incompleta (Figura 1.1). O vanW néo
contém nenhum gene homologo ao operdo vanA e a sua funcdo € desconhecida (Evers e
Courvalin, 1996, Marshall et al., 1998, Méndez-Alvarez et al., 2000, Gold, 2001, Courvalin,
2006).

A origem destes genes de resisténcia a vancomicina ndo é conhecida, mas 0s genes
vanHAX tém uma sequéncia de aminoacidos semelhante a dos genes encontrados na espécie
Amycolatopsis orientalis, que produz este antibidtico. As espécies intrinsecamente resistentes
a este antibidtico poderdo também estar na origem destes genes (Woodford, 1998, Méndez-
Alvarez et al., 2000, Gold, 2001).

A estirpe E. faecalis V583 representa o primeiro isolado clinico resistente a
vancomicina reportado nos EUA e que exibe o fenétipo VanB (Tendolkar et al., 2003). Esta
estirpe tem sido bastante caracterizada e foi a primeira estirpe do género Enterococcus cujo

genoma foi totalmente sequenciado e anotado (Paulsen et al., 2003).
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O acesso a sequéncia do genoma de V583 abre novas possibilidades para a obtencédo
de informacgbes relativamente a biologia molecular deste microrganismo. Uma das
ferramentas que pode ser utilizada para explorar experimentalmente o genoma de E. faecalis é
a técnica de DNA microarrays. Esta técnica possibilita o estudo transcricional de todos os
eventos que ocorrem na célula, permitindo a identificacdo dos genes envolvidos em
determinados processos e a obtencdo de informacdo sobre os niveis de expressao de genes
quando as condicdes de crescimento sdo alteradas (Aakra et al., 2005).

Na sequéncia do desenvolvimento desta técnica, foram realizados estudos de
transcriptdbmica nos quais se estudou a resposta da estirpe E. faecalis V583 a presenca no
meio de crescimento de sais biliares e do antibiético eritromicina. Tendo-se verificado que em
resposta a estes estimulos existe uma expressao diferencial de muitos genes, a maioria dos
quais codifica para proteinas hipotéticas ou de funcdo desconhecida (Flahaut et al., 1996,
Aakra et al., 2005, Solheim et al., 2007).

Outros estimulos/stresses que podem originar uma resposta transcricional alargada sdo
doses sub-inibitdrias de antibidticos (Davies et al., 2006). Os antibidticos, independentemente
dos seus receptores e modo de accdo, quando em concentragdes sub-inibitdrias tém maltiplos
efeitos na célula. Promovem a activacdo da transcricdo de muitos genes, que por analise
transcricional podem fornecer informacdes importantes em relacdo aos efeitos dos
antibidticos e ao seu modo de accdo. O presente estudo surge no seguimento de um estudo de
transcriptdmica anterior, que pretendia avaliar o nivel de transcricdo génica em E. faecalis
\V/583 em resposta a um estimulo com uma dose terapéutica de vancomicina (10 pg.mL™). Foi
verificado que 50 % dos genes cuja transcricdo foi afectada, correspondem a proteinas de
funcdo desconhecida ou proteinas hipotéticas, e como tal estas proteinas poderdo ter um papel
importante na resposta a este tipo de estimulos. De entre 0s genes sobre-expressos, foram
escolhidos cinco para este estudo, EF0802, EF1231, EF1813, EF2292 e EF2896. O EF0802 é
sobre-expresso entre 19 (t10) a 26 (t30) vezes; o EF1231, 29 a 49 vezes; o EF1813, 4 a 14
vezes; 0 EF2292, 131 a 176 vezes e 0 EF2896, 14 a 28 vezes.

Este trabalho tem como principais objectivos a confirmagdo dos resultados dos
microarrays por RT-PCR semi-quantitativo, a constru¢do de mutantes em
E. faecalis V583 AABC dos genes EF0802, EF1231, EF1813, EF2292 e EF2896 e a
expressdo heter6loga em E. coli das proteinas hipotéticas codificadas pelos genes EF1231 e
EF2292. Sendo o objectivo final deste trabalho a atribuicdo de uma funcéo aos produtos dos

genes estudados.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Microrganismos e condicGes de crescimento

As estirpes de Escherichia coli e E. faecalis utilizadas neste estudo estdo listadas na
Tabela 6.1 (consultar Anexo).

E. coli DH5a e E. coli VE14188, foram usadas a construcdo de plasmideos e propagacao
dos mesmos, e foram crescidas em meio Luria-Bertani (LB) (Oxoid), com agitagdo, ou LB
agar (LA) (Oxoid) a 37 °C. As estirpes E. coli BL21, E. coli C41, E. coli C43 e E. coli
Rosetta 2 utilizadas para a expressao de proteinas, foram crescidas em LB a 37 °C.

E. faecalis foram crescidos em meio liquido Brain Heart Infusion (BHI), BHI agar, meio
liquido M17 suplementado com 0,5 % (w/v) de glucose (M17Glu) (BD Difco™) ou M17 agar
suplementado com 0,5 % de glucose (M17AGlu) (BD Difco™) a 37 °C ou a 42 °C, sem
agitacéo.

Os antibidticos foram utilizados nas seguintes concentragdes: 100 pg.mL™ de ampicilina,
150 pg.mL™ de eritromicina e 12,5 pug.mL™ de tetraciclina para E. coli e 30 pg.mL™" de
eritromicina e 10 pug.mL™ de tetraciclina para E. faecalis.

2.2 Analise de RNA

2.2.1 Extraccéo de RNA

Cresceu-se durante a noite a 37 °C um pré-indculo de E. faecalis V583 AABC em meio
BHI. No dia seguinte realizou-se uma diluicdo de 1:20 e incubou-se a 37 °C, até atingir uma
densidade optica (DO) entre 0,40 — 0,45 a 600 nm. Depois dividiu-se a cultura em duas e a
uma adicionou-se 10 pug.mL™ de vancomicina (Sigma). Recolheram-se 10 mL de cultura,
imediatamente ap6s a introducéo de stress (t0), 10 min (t10) e 30 min (t30) depois da adi¢do
da vancomicina. As amostras foram imediatamente misturadas em 2 vezes o volume de
RNAprotect® Bacteria Reagent (Qiagen) e a extraccdo de RNA total foi realizada com o
RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as indicag¢fes do fabricante. A lise das células foi
efectuada em tampdo TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8) contendo 15 mg.mL™ de
lisozima a 37 °C durante 30 min. Foram realizados dois tratamentos com DNase |, um durante

a purificacdo de RNA, onde se realizou uma digestdo com DNase na coluna usando a
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RNase-Free DNase Set (Qiagen), e outro tratamento no final da extraccdo de RNA com a
DNase | recombinant, RNase-free (Roche). O RNA foi quantificado utilizando o0 NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).

2.2.2 Analise da expressao dos genes por RT-PCR semiquantitativo

Os resultados dos ensaios de transcriptomica foram confirmados por Reverse
Transcriptase — Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) semi-quantitativo, onde se avaliaram
0s niveis de expressdo dos genes EF0802, EF1231, EF1813, EF2292 e EF2896 de E. faecalis
V583, nos tempos t0, t10 e t30 apds a adi¢do de vancomicina.

O cDNA foi sintetizado por transcri¢do reversa (RT) utilizando o kit Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Sample (Roche). Na sintese do cDNA utilizaram-se 4 pg de RNA
total e Random Hexamer Primers disponibilizados pelo kit.

Em simultaneo foram preparadas amostras controlo contendo 4 pug de RNA e todos 0s
componentes para a reac¢do de RT, excepto a transcriptase reversa. Estas reacgOes foram
utilizadas como controlo de DNA que ainda podera estar presente no RNA extraido, mesmo
apos os dois tratamentos com DNase.

Nas reaccdes de amplificacdo por PCR foi utilizada a DyNAzyme™ [I PCR Master
Mix (Finnzymes), segundo as indicagOes do fabricante.
As reaccdes ocorreram num volume total de 20 pL, onde se adicionou 0,5 UM de cada primer
e 3 uL de diluicdes do cDNA (1:1, 1:10 e 1:100). Os primers para cada gene estdo listados na
Tabela 2.1 e as amplificaces foram feitas de acordo com as condi¢bes descritas na
Tabela 2.2.

Tabela 2.1 - Primers utilizados nas amplificagdes por PCR do cDNA sintetizado a partir do RNA

extraido.

| Tamanho esperado do

Primers Sequéncia nucleotidica (5°—3’) Tm (°C)
produto amplificado (pb)
EF0802_for GTGATAGTTCATTAAAGGAGG 54
EF0802_rev GTTATGACTGAAAGCAAGGCG 57,9 20
EF1231 for CTATGCGTGGAAGATTGAGC 57,3 545
EF1231 rev GTACCCGTACCAACAAATGC 57,3
EF1813 for TTACATGCCAGGCTATACGC 57,3 492
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EF1813_revn  TGGACTGTCGTTTGATTGCC 57,3
EF2292_for TCTGCTTTATTATGCGGGCG 57,3
EF2292_revn GAATCAGCAGAGCAAGAACG 57,3 202
EF2896_for ATGGCCTTGGCTTTGTTTGC 57,3
EF2896_rev  ACTCTGACGAACCAGATACC 57,3 102

Tm — temperatura de melting

for e rev — primer forward e primer reverse, respectivamente

Tabela 2.2 - Programa das reac¢des de amplificacdo por PCR do cDNA sintetizado a partir do RNA

extraido.
Ciclos Fase Temperatura (°C) Tempo
1x - Desnaturagdo Inicial 94  2min |
Desnaturacéao 94 30s
30x Hibridacéo Tm-5°C 30s
Polimerizacédo 72 1 min
1x Polimerizacéo 72 10 min

Tm — Temperatura de melting

2.3 Anélise de DNA
2.3.1 Extraccéo de DNA Cromossomico

A extracgdo de DNA cromossomico de E. faecalis V583 AABC foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por (Fouet e Sonenshein, 1990) com as alteragfes introduzidas por
(Serror et al., 2002).

2.3.2 Amplificacdo de DNA por Polymerase Chain Reaction (PCR)

Os fragmentos de DNA utilizados ao longo deste trabalho foram amplificados por PCR
a partir do DNA cromossémico de V583 AABC num termociclador T3000 Thermoycler
(Biometra). Todos os primers utilizados neste trabalho foram desenhados a partir da
sequéncia publicada de E. faecalis V583 (Paulsen et al., 2003). As sequéncias de cada um dos
primers usados na constru¢do dos mutantes e os primers utilizados nas construcdes para 0S
ensaios de sobre-expressao, assim como o tamanho dos fragmentos esperados estdo descritos
na Tabela 2.3 e Tabela 2.4, respectivamente. Os primers especificos para cada vector utilizado
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estdo descritos na Tabela 2.5. Os programas utilizados em cada reaccdo de PCR estdo
descritos na Tabela 2.6.

As reaccOes de amplificacdo dos fragmentos utilizados na construcdo de mutantes por
deleccdo e nas construcdes para a sobre-expressdo de proteinas foram realizadas com as
enzimas Tag DNA Polimerases Easy-A® High-Fidelity PCR Cloning Enzyme (Stratagene) ou
Expand High Fidelity"™“® Enzyme (Roche), de acordo com as indicagbes dos fabricantes.
Estas enzimas apresentam actividade de exonuclease 3°—5’ que diminui a ocorréncia de erros
durante a amplificacdo. Por outro lado, possuem actividade de terminal transferase e como tal
adicionam a extremidade 3° uma desoxiadenosina permitindo a clonagem T-A no vector
PGEM®-T (Promega), que possui um residuo de timidina na extremidade 3’.

Resumidamente, as reac¢fes ocorreram num volume total de 50 pL onde se utilizou
aproximadamente 100 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), tamp&o 1x e 2,5 U de Easy-A® High-Fidelity ou Expand High Fidelity™".

As reaccdes para a obtencdo dos fragmentos usados na construgcdo de mutantes por
insercdo foram realizadas com a utilizando a DyNAzyme™ [I PCR Master Mix, num volume
de 50 pL com 0,2 uM de cada primer e cerca de 100 ng de DNA.

As reaccdes a partir de coldnia foram efectuadas com a DyNAzyme™ [I PCR Master Mix,

num volume total de 20 pL e segundo as instrucdes do fabricante.

Tabela 2.3 — Sequéncia dos primers utilizados na constru¢do de mutantes e tamanho dos fragmentos

amplificados.
. Tamanho
Gene Primers Sequéncia nucleotidica 5°— 3’ Tm (°C)
esperado (pb)
EF1231 1 GTGGCGAGAACAAGAATACG 57,3 1015
EF1231 2 AAATAAGAGCATTATACTTAAACC 52,5
EF1231 GGTTTAAGTATAATGCTCTTATTTG
EF1231_3 71,3
GAACGACCGCCATTCATGC 1062
EF1231 4 GTTCGATCCCAATAAACCGC 57,3
EF1813 1 ATGTACCGATCATTGCTGCG 57,3
GGTTGCACTTCTTGGAATCCAATT 1054
EF1813 2 73,6
EF1813 TCTCGCTGGAGACTGC
EF1813 3 GGATTCCAAGAAGTGCAACC 57,3 1130
EF1813 4 TAATCGGAGGAATGGATGCC 57,3
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EF2292 1  TTCGGGCTGTGAGGTCGG 60,5 1131
CCTTCAACGAAAACCCGAATCAAA
EF2292 2 73,4
- GCAGATTCCATCAGCGC
EF2292 EF2292 3  GATTCGGGTTTTCGTTGAAGG 57,9 163
EF2292 4  TTTGAAGCAGGCGAGTTACC 57,3
EF2292 5 ACGGAAGAACTAAACGCTGC 57,3 )
1651 / 13639
EF2292 6 CCGAATGTCCTGTTTCAAGC 57,3
tim_0802_for AGTGATAGTTCATTAAAGGAGG 74,2
EF0802 251
tim_0802_rev TGTGATTGTTATGACTGAAAGC 73,3
tim 2896 _for ATGGCCTTGGCTTTGTTTGC >75
EF2896 191
tim 2896 rev TCTGACGAACCAGATACCTG >75
- otf19 TACCTACCTGCAGGAGGGGAC 58 -
- otf2? TACTACCCTAGGGTGGGCAG 56 -

a) As sequéncias a sublinhado correspondem a cauda que foi adicionada e que corresponde a sequéncia
complementar do primer 2 ou 3.

b) Tamanho molecular do fragmento esperado para a estirpe com o gene EF2292 wild-type.

c¢) Tamanho molecular do fragmento esperado para a estirpe com o gene EF2292 mutante.

d) Primer adicionado a extremidade 5 dos primers EF0802 e EF2896 forward. A sequéncia a sublinhado
corresponde ao local de restricdo para a enzima Sbfl.

e) Primer adicionado a extremidade 5 dos primers EF0802 e EF2896 reverse. A sequéncia sublinhada

corresponde ao local de restricdo para a enzima Avrll.

Tabela 2.4 — Sequéncia dos primers utilizados na expressdo de proteinas e tamanho dos fragmentos
amplificados.

Fragmento
(pb)

Gene Primers Sequéncia nucleotidica 5°— 3’

Over1231_for GAAAGGAGCGCATATGGTGGTTAAAAA 61,9

srest Over1231_rev CGACCAGGATCCTTAAATATAGATAGTAAAATG 63,3 853
Over1813_for GGAAAGGAAGACAAACTCATATGAAAAAAA 59,9

EF1813 2322
Over1813_rev CTTCTTAGGATCCCTATGGCGTAGTCG 66,5
Over2292_for CATCAGACCAATTCATATGTTGTTTACAG 61

Sreeo Over2292_rev.  CAGCTACTGGATCCTCAACGAAAACC 64,8 378
Over2896_for GAGAGGAACATATGTTGTTAGAAAAATAC 59,6

=F28%6 Over2896_rev  TTTAGGACAGGGATCCTTAATTCTTTCTT 61 231

a) As sequéncias a sublinhado correspondem aos locais de restrigdo das enzimas Ndel e BamH]I, adicionados

aos primers forward e reverse, respectivamente.
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Tabela 2.5 — Sequéncia dos primers a montante e a jusante do local de clonagem mdltipla de cada um

do plasmideos utilizados neste trabalho.

Plasmideo  Primers Sequéncia nucleotidica 5°— 3’
PGEM®-T/
1224dd CAGGGTTTTCCCAGTCACG 58,8
pG+host9
pGEM®-T 1233 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 59,3
pG+host9 Oril CTGACAGCTTCCCAAGGAG 56
OEF102 CGGCGATCGGACTAAACAATTGAACACGGC 60
PVEL4218 OEF106  TGATGAAACGGCACGGATAG 60
pET-15b f GATATAGTTCCTCCTTTCAGC 55,9
PET-15h PET-15b r CATCATCATCATCATCACAGC 55,9

Tabela 2.6 — Programa das reacgdes de PCR utilizadas para a amplificagdo dos diferentes fragmentos
de DNA.

Ciclos Temperatura (°C)
1x Desnaturagdo Inicial 94%/95" 2/5%/10% min
Desnaturacao 949/95" 30s
35x Hibridacéo Tm-5°C 30s
Polimerizagdo 72 1l a3 min
1x Polimerizaco 72 7%/ 10” min

a) Condicdes utilizadas para a enzima High Fidelity™"*.

b) Condicdes utilizadas para a enzima Easy-A® High-Fidelity e para o PCR de colénia
c) Tempo de desnaturacdo inicial para PCR de coldnia a partir de E. coli.

d) Tempo de desnaturacéo inicial para PCR de col6nia a partir de E. faecalis.

2.3.3 Separacédo de fragmentos de DNA por electroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados por PCR foram analisados por electroforese em gel de
agarose de 1 % ou 2 % (consoante o tamanho dos produtos de PCR fosse superior ou inferior
a cerca de 500 pb, respectivamente) em solucdo tampdo TAE 1x (40 mM Tris-Acetato, 1 mM
EDTA, pH 8,0). Os géis de agarose foram corados com uma solucdo de GelRed Nucleic Acid
Stain (3x) (Biotium) e visualizados através de radiagdo ultravioleta com o sistema Kodak 1D

3.6 (Kodak). A migracdo das moléculas de DNA amplificadas foi avaliada por comparagéo

18



Tolerancia a vancomicina em Enterococcus faecalis: papel de proteinas hipotéticas

com os marcadores de massa molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) ou FastRuler™
DNA Ladder (Fermentas).

2.3.4 Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR para clonagem em vectores foram purificados directamente da
reaccdo de PCR, quando apenas se obteve uma banda com tamanho correspondente ao
pretendido, ou a partir da banda de gel com o tamanho pretendido, apés electroforese em gel
de agarose 0,8 % (Agarose Low Melting Point) (Promega) em TAE 1x. Os fragmentos foram

purificados com o kit Nucleospin Extract Il (Macherey-Nagel).

2.3.5 Preparacéo de misturas de Ligacéo

Os produtos da amplificagdo por PCR foram ligados ao vector pGEM®-T (Promega)
numa reaccdo com volume total de 10 pL e de acordo com as indicacGes do fabricante.
Utilizou-se 1 pL de vector (50 ng), 5 uL de tampé&o de ligacdo (2x), 1 pL de T4 DNA ligase
(3U) e a quantidade de inserto foi calculada segundo as recomendacdes do fabricante e de
modo a se obter uma proporcéo de 3:1 (inserto:vector). As ligagdes foram mantidas a 4 °C
durante a noite.

O fragmento que foi digerido do pGEM®-T, apés sequenciado, foi ligado ao vector
pG+host9 (Maguin et al., 1996) numa reacgéo de 10 pL, em 5 pL de tampdo de ligagdo (2x) e
1 uL da enzima T4 DNA ligase (3U) (Promega). A ligacao foi efectuada a 4 °C, durante a
noite.

As ligagOes ao plasmideo pVE14218 e pET-15b foram efectuadas com o Kit Rapid
DNA Dephos & Ligation (Roche), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Em
suma, os vectores digeridos foram desfosforilados numa reaccéo de 20 L, que continha cerca
de 500 ng de DNA plasmidico, tampao (1x) e 1U de fosfatase alcalina e foi incubada a 37 °C
durante 30 min. A fosfatase alcalina foi inactivada a 75 °C durante 2 min. Nas ligacoes
utilizaram-se 50 ng de DNA do vector desfosforilado e 150 ng de inserto digerido, numa
mistura de 20 pL que foi incubada a temperatura ambiente durante 5 min. A ligacao foi usada

directamente na transformacéo.
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2.3.6 Extraccdo de DNA plasmidico

O DNA plasmidico dos clones que continham o inserto pretendido foi extraido através
do sistema de colunas NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel), segundo as indicacdes do
fabricante.

Os produtos de PCR clonados foram sequenciados pela empresa STAB-Vida. Os diferentes
plasmideos foram sequenciados utilizando primers universais (M13fwd e M13rev) e primers
desenhados (consultar Anexo, Tabela 6.2) de modo a que a sequenciacao abranja o fragmento
todo e sejam sequenciadas as duas cadeias de DNA. Os resultados de sequenciacdo foram
analisados com o programa Vector NTI Advance™ (Invitrogen).

2.4 Preparacao de células competentes e transformacao

2.4.1 Preparacdo de células electrocompetentes e transformacdo por

electroporacao

As células electrocompetentes de E. coli DH5a, E. coli VE14188 e E. faecalis
V583 AABC foram preparadas segundo os protocolos descritos por (Dower et al., 1988) e
(Dunny et al., 1991), para E. coli e E. faecalis, respectivamente.

As transformacdes foram efectuadas com 50 puL de células electrocompetentes e com
aproximadamente 50 ng de plasmideos recombinantes ou 5 pL de mistura de ligacao.

Na transformacéo por electroporacdo utilizou-se o aparelho Gene Pulser Xcell (Bio-Rad) a
25 pF 200 Ohme 2,5 KV.

2.4.2 Preparacédo de células competentes e choque térmico

As células competentes de E. coli BL21 (DE3) (Novagen), E. coli C41 (DE3)
(Novagen), E. coli C43 (DE3) (Novagen) e E. coli Rosetta 2 (DE3) (Novagen), foram
preparadas usando o método descrito por (Chung et al., 1989), que utiliza Transformation and
Storage Solution (TSS) e Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma).

Em cada transformacdo utilizaram-se, 200 pL de células ressuspendidas em TSS e
10 pL de cada mistura de ligacdo ou 50 a 100 ng dos plasmideos recombinantes purificados.
Incubou-se em gelo durante 45 min, ap6s os quais se efectuou o choque térmico de 90 s a
42 °C e 2 min no gelo. Adicionaram-se 800 pL de meio SOC (Bacto-triptona 20 g.L™";
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extracto de levedura 5 g.L™* NaCl 0,25 M; KCI 0,06 M; MgCl 0,25 M; MgSO,4 0,25 M) e
incubou-se a 37 °C com agitacdo suave durante uma hora. Plaguearam-se 150 pL e 200 uL
em placas de meio sélido LB com ampicilina (100 pg.mL™) e adicionalmente cloranfenicol
(34 ug.mL™) (Sigma), no caso da estirpe Rosetta 2. As placas foram incubadas a 37 °C

durante a noite.

2.5 Construcéo de mutantes de E. faecalis V583 AABC

Os mutantes foram construidos na estirpe E. faecalis V583 AABC. Esta estirpe foi
utilizada uma vez que foi curada dos seus trés plasmideos (pTEF1, pTEF2 e pTEF3), que
estdo presentes na estirpe selvagem E. faecalis V583, e como tal contem menos resisténcias a

antibidticos. Esta caracteristica vai facilitar a constru¢cdo dos mutantes.

2.5.1 Construcdo de mutantes por deleccdo

2.5.1.1 Obtencéo dos fragmentos I, 11 e 111

Na construgdo de mutantes por deleccdo dos genes EF1231, EF1813 e EF2292
utilizou-se o protocolo descrito anteriormente por (Brinster et al., 2007).
A estratégia utilizada consistiu na amplificacdo de dois fragmentos de DNA (fragmentos | e
I) que englobam as regiGes cromossdmicas (~ 1 kb), a montante e a jusante do gene de
interesse. O fragmento 11, que resulta da juncdo dos fragmentos | e 11, foi delineado com o
objectivo de substituir a zona homdloga no cromossoma bacteriano. A finalidade € a troca,
por recombinacdo homologa, do gene selvagem pela sequéncia presente no fragmento Ilil,
onde se eliminou entre 80 a 90 % do gene.

Por exemplo, no caso do mutante AEF2292 os PCR | e Il originam os fragmentos | e
I1, que foram obtidos por PCR com um primer externo (1 ou 4) e um interno (2 ou 3) (primers
descritos na Tabela 2.3), como estd exemplificado no esquema da Figura 2.1. O primer 2 (ou
3) contém na extremidade 5’ a sequéncia complementar do primer 3 (ou 2) (Figura 2.1).
Assim, os fragmentos produzidos tém extremidades complementares que irdo facilitar a

juncdo dos fragmentos. Posteriormente, realizou-se um terceiro PCR (PCR IIl) com os

fragmentos | e 11 e com os primers externos, para se obter o fragmento 111 (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Esquema exemplificativo da estratégia usada para obtencdo dos fragmentos I, 1l e 11l. Os
primers 1 e 4 sdo primers externos e os primers 2 e 3 sdo primers internos. Os primers 2 e 4 sdo
complementares a cadeia 5°—3’ e os primers 1 e 3 sdo complementares a cadeia 3°—5°. O primer 2

tem uma “cauda” que corresponde a sequéncia complementar do primer 3.

2.5.1.2 Clonagem dos produtos de PCR nos vectores pPGEM®-T e pG+host9

Os fragmentos 11l foram directamente ligados ao vector de clonagem pGEM®-T. O
pGEM®-T contém o gene bla, que confere resisténcia a ampicilina, permitindo a seleccao dos
clones que contém o plasmideo. Este plasmideo é fornecido sob a forma linear, apresentando
um residuo de timidina na extremidade 3°, o que promove uma maior eficiéncia na ligagdo
dos produtos de PCR ao vector. Este vector possui 0 gene lacZ que codifica para a
B-galactosidase e que permite a diferenciacdo dos clones recombinantes dos néo
recombinantes, pelo aparecimento de colonias de cor branca ou azul, respectivamente, quando
na presenca de Isopropyl b-D-1-Thiogalactopyranoside (IPTG) e X-Gal. A inser¢do de um
fragmento de DNA na regido de clonagem mudltipla, interrompe o gene lacZ, resultando no

aparecimento de coldnias brancas.
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As col6nias brancas foram repicadas para novas placas de meio LB com 100 pg.mL™
de ampicilina e o screening dos recombinantes foi realizado por PCR de colénia com os
primers 1233 e 1224dd (Tabela 2.5). Dos clones recombinantes, para os quais se amplificou
por PCR um fragmento com peso molecular préximo do esperado, foi escolhido um que foi
sequenciado. Apds confirmacdo que a sequéncia do fragmento AEF2292 clonada era a
prevista e verificacdo da sua orientacdo, removeu-se 0 inserto do vector de clonagem por
restricdo enzimatica com as enzimas Sall (Biolabs) e Sacll (Biolabs). O fragmento AEF2292
foi clonado no pG+host9, previamente linearizado com as enzimas de restricdo Sacll e Xhol
(Biolabs), dando origem ao plasmideo recombinante pG+host9/AEF2292. O pG+host9,
utilizado na construcdo de mutantes por deleccdo, & um plasmideo termosensivel (RepATs) e
a sua replicacdo é condicionada pela temperatura. Como tal, replica-se a 27 °C, mas é incapaz
de se replicar a 37 °C ou a 42 °C, pois a proteina RepA ndo estd funcional a estas
temperaturas. Este plasmideo foi escolhido para a constru¢do dos mutantes, uma vez que tem
a capacidade de se integrar no cromossoma de bactérias Gram-positivas (integra-se a 42 °C).
O pG+host9 contém ainda o gene ermC, que confere resisténcia a eritromicina, permitindo a
seleccao dos clones bacterianos com plasmideo.

Procedeu-se a transformacdo por electroporacdo da estirpe de E. coli VE14188
(Anexo, Tabela 6.1) e os transformantes foram seleccionados a 37 °C em meio LA com
eritromicina (150 pg.mL™Y) e timina (0,25 %). Esta estirpe codifica uma proteina RepA
(repA™) que vai permitir a replicagdo do plasmideo pG+host9 a 37 °C. Foi realizado o
screening dos transformantes pG+host9/AEF2292 por PCR de col6nia com os primers
1224dd e Oril (Tabela 2.5) e com os primers especificos para o inserto EF2292_1 e E2292 4
(Tabela 2.3).

2.5.1.3 Seleccdo dos transformantes single crossing-over (SCO) e double

crossing-over (DCO)

Apos confirmacdo dos transformantes de E. coli, escolheu-se um clone e purificou-se
0 pG+host9/AEF2292. Em seguida, transformou-se a estirpe V583 AABC com cerca de 50 ng
do plasmideo recombinante e incubou-se 2 horas a 27 °C, em meio M17Glu com sacarose
(0,5M), MgCI** (1M) e CaCI** (1M). Os transformantes foram seleccionados em M17AGlu
com eritromicina (30 pg.mL") (M17AGIuEry), a temperatura permissiva de
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27 °C durante 48 horas. Realizou-se novamente o screening dos transformantes por PCR de
coldnia com os primers 1224dd e Oril.

A integracdo do plasmideo recombinante (SCO) no cromossoma da bactéria e a sua
excisdo (DCO) do cromossoma foram realizados como descrito (Brinster et al., 2007).
Inoculou-se uma cultura de V583 AABC contendo o plasmideo pG+host9/AEF2292, a
temperatura permissiva (27 °C) durante 2 horas, em meio M17Glu. Depois incubou-se durante
2 horas a temperatura ndo permissiva (42 °C), de modo a favorecer a integracao do plasmideo.
Plaguearam-se varias diluicbes da cultura em meio M17AGIuEry e incubou-se a 42 °C
durante a noite, para seleccionar os integrantes. Os integrantes foram confirmados por PCR de
colonia com os primers EF2292_5/EF2292_6 (Tabela 2.3).

A excisdo do plasmideo por um segundo evento de recombinacdo foi promovida por
varias passagens para novos meios de cultura, onde se efectuou o crescimento de um dos
clones integrantes em meio M17Glu a 27 °C. Plaguearam-se varias diluicbes em M17AGIu e
M17AGIuEry e incubou-se a 42 °C durante a noite. As colonias das placas sem antibi6tico
foram repicadas, em paralelo, para meio com e sem eritromicina, de modo a ser possivel a
identificacdo das colonias sensiveis ao antibidtico. Os mutantes com a deleccdo no gene
EF2292 foram identificados por PCR de colénia com os primers EF2292 5 e EF2292 6 e

confirmados por Southern blotting.

2.5.2 Construcdo de mutantes por insercdo de uma cassete de resisténcia a

tetraciclina

Os mutantes nos genes EF0802 e EF2896 que se pretendeu obter por inactivacéo,
através da insercdo de uma cassete de resisténcia a tetraciclina no cromossoma de V583
AABC foram construidos com base num protocolo ainda ndo publicado e optimizado no
ambito de um projecto em curso.

Inicialmente pretendeu-se construir estes mutantes por deleccdo. No entanto, foram
encontradas algumas dificuldades na realizacdo dos PCR | e Il, ndo tendo sido possivel obter
os respectivos fragmentos. As dificuldades encontradas poderdo estar relacionadas com o
baixo contetdo G+C e com o reduzido tamanho das sequéncias de E0802 e EF2896. Assim,

optou-se por mudar de estratégia e construir 0s mutantes por inactivagdo dos genes.
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2.5.2.1 Clonagem dos produtos de PCR no vector pVE14218

A estratégia adoptada utiliza os primers Otfl (Tabela 2.3) e Otf2 (Tabela 2.3) que
foram adicionados a extremidade 5’ de cada um dos primers forward e reverse (Tabela 2.3),
respectivamente. O primer Otfl contém o local de restricdo para a enzima Avrll e o primer
Otf2 para a enzima Sbffl.

Os fragmentos internos dos genes EF0802e EF2896 (Figura 2.2), usados na construgao
dos mutantes de insercdo, foram digeridos com as enzimas de restricdo Avrll (Fermentas) e
Sbfl (Fermentas) e clonados no vector pVE14218 digerido com as enzimas Nsil (Fermentas) e
Spel (Fermentas). O pVE14218 contém o gene tetM que confere resisténcia a tetraciclina.

As construgfes foram primeiro introduzidas em E. coli VE14188, para amplificacdo
dos plasmideos, e os clones positivos foram seleccionados em meio LB com tetraciclina
(12,5 pg.mL™) e timina, a 37 °C durante 24 horas. Os plasmideos recombinantes foram
identificados por PCR de col6nia com os primers OEF102 e OEF106 (Tabela 2.5).

As células de E. faecalis VE14412, foram transformadas por electroporacdo com 0s
plasmideos pVE14218/EF0802 e pVE14218/EF2896 e incubadas em meio s6lido M17Glu e
tetraciclina (10 ug.mL™) (M17AGIluTet) a 27 °C durante 48 horas.

2.5.2.2 Selecgao dos integrantes por choque térmico

Inoculou-se uma colonia da estirpe transformante E. faecalis VE14412 em 50 mL de
M17Glu e incubou-se a 27 °C durante 2 horas. Depois realizou-se o choque térmico a 42 °C
durante 2 horas. Os clones com o plasmideo integrado no genoma foram seleccionados em
M17AGlIuTet e incubados a 42 °C durante 48 horas.

Para confirmar que o plasmideo se inseriu no gene que se pretendia inactivar e que nao
esta inserido noutro local do genoma e para determinar se houve insercdo de uma copia ou de

multiplas copias do plasmideo, realizou-se uma andlise por Southern blotting.

2.6 Andlise por Southern blotting
2.6.1 Restricdo enzimatica de DNA cromossémico

Realizou-se uma digestdo enzimética de 1,5 pg de DNA cromossémico extraido de E.
faecalis AABC (controlo) e dos possiveis mutantes de EF0802 e EF2896 por inser¢do de uma
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cassete de tetraciclina, com as enzimas de restricdo BsaAl (fermentas) e EcoRI (fermentas),
respectivamente. As enzimas foram escolhidas tendo em conta a auséncia de local de restricao
na sequéncia dos genes EF0802 e EF2896. As reaccbes ocorreram num volume total de 30 pL
durante 2 horas a 30 °C (BsaAl) ou 37 °C (EcoRl), de acordo com as indicac¢des do fabricante.
As enzimas utilizadas foram escolhidas segundo o esquema da Figura 2.2.

Dos clones que foram identificados por PCR como sendo possiveis mutantes de
E. faecalis V583 AABC AEF2292, escolheram-se cinco (AEF2292 #5, #14, #17, #21 e #23),
para confirmacdo por Southern blotting. Procedeu-se a uma restricdo enzimatica de 1,5 ug de
DNA cromossdmico de cada um dos mutantes AEF2292 e da estirpe selvagem, em duas
reac¢Oes enzimaticas diferentes (Digestdo | e 11). Na digestdo I, utilizaram-se as enzimas Bmtl
(Biolabs), BsrGl (Biolabs) e Ncol (Biolabs) e na digestdo Il, usaram-se as enzimas Nsi
(Biolabs) e BpulOl (Biolabs). As enzimas foram escolhidas de acordo com o esquema da

Figura 2.3.

A 572 pb

EF0802

S

B 1779 pb

EF2896

D —

Figura 2.2 — Representagdo esquematica da posicéo das enzimas de restricdo usadas na digestdo dos
possiveis mutantes EF0802 (A) e EF2896 (B), com BsaAl e EcoRl, respectivamente. (A) A digestdo
com BsaAl resulta num fragmento de 572 pb, sem o plasmideo pVE14218 inserido. (B) A digestdo
com EcoRI resulta num fragmento de 1779 pb, sem plasmideo inserido. As setas a azul indicam o
sentido dos genes no cromossoma bacteriano e as setas a vermelho indicam os locais de corte para as
enzimas EcoRI e BsaAl. A roxo estdo representados os fragmentos internos inseridos no pVE14218, o
EF0802 (210 pb) e o EF2896 (150 pb).
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A 2331 pb 1652 pb

Bmtl BsrGl Ncol

1 EF2292 1

5185 pb

3983 pb
[ [
Bmtl Bé@' Ncol

D |

) AEF2292 1
Nsil < Bpu\lOI

4897 pb

Figura 2.3 — Representacdo esquematica da posi¢do das enzimas de restricdo usadas na digestéo |
(enzimas Bmtl, BsrGl e Ncol) e digestdo Il (enzimas Nsil e BpulOl), e que foram utilizadas para
confirmar o mutante EF2292 por Southern blotting. (A) Locais de corte das enzimas de restricdo para
a estirpe sem mutacdo no gene EF2292. A digestdo | da origem a 2 fragmentos, um de 2331 pb e outro
de 1652 pb. A digestdo Il da origem a um fragmento de 5185 pb. (B) Locais de corte das enzimas de
restricdo para as estirpes com delecgdo no gene EF2292. A digestdo | da origem a um fragmento de
3983 pb, devido a perda do local de restricdo da enzima BsrGl. A digestdo Il d& origem a um
fragmento de 4897 pb. A seta a azul indica o sentido do gene no cromossoma.

2.6.2 Transferéncia

O DNA total digerido foi separado num gel de agarose 1 % em TAE 1x e transferido
para uma membrana de nylon carregada positivamente, Amersham Hybond™-N" (GE
Healthcare), por Southern blotting. O gel foi colocado numa solugdo de HCI 0,25 N durante
15 min para permitir a depurina¢do do DNA. Incubou-se depois, 2 vezes durante 15 min em

tampéo de transferéncia (NaOH 0,4 M; NaCl 0,6 M) para permitir a desnaturacao.
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2.6.3 Hibridacgéo

A hibridacdo e deteccédo foi realizada usando o kit DIG DNA Labeling and Detection
(Roche), de acordo com as indicacdes do fabricante. As sondas de DNA foram marcadas com
digoxigenina (DIG) por Random priming com a enzima Klenow fragment na presenca de
hexameros e com uma mistura de dNTPs e Dig-dUTP (Digoxigenina). Para confirmar os
mutantes por inser¢do de uma cassete de tetraciclina, utilizou-se como sonda o plasmideo
pVE14218 previamente linearizado. No caso do mutante V583 AABC AEF2292 foi utilizado

como sonda o fragmento I11.

2.6.4 Deteccao

A deteccdo das sondas hibridadas foi efectuada por uma reaccéo colorimétrica com um
anticorpo especifico para a DIG, acoplado a uma fosfatase alcalina e que origina uma cor

purpura na presenca do substrato NBT/BCIP que reage com a fosfatase alcalina.

2.7 Estudo do mutante E. faecalis V583 AABC AEF2292
2.7.1 Teste de susceptibilidade a diferentes antibioticos

Determinou-se a susceptibilidade dos mutantes AEF2292 a varios antibidticos em
paralelo com a estirpe selvagem, pelo método de difusdo em disco. As culturas foram
crescidas durante a noite a 37 °C em meio sdlido BHI, e as colonias isoladas foram
ressuspendidas em meio liquido Mueller-Hinton (MHB) (Oxoid), ajustou-se a escala padrao
de 0,5 de McFarland (bioMérieux). Esta suspensdo serviu para inocular com uma zaragatoa
em meio Mueller-Hinton agar (MHA). Os discos com antibiético (Oxoid) (Tabela 2.7) foram
colocados nas placas a uma distancia de pelo menos 24 mm do centro de cada disco. Apos
incubagdo a 37 °C durante 24 horas, os diametros das zonas onde houve inibi¢cdo do

crescimento bacteriano foram medidos.
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Tabela 2.7 — Antibioticos utilizados nos testes de sensibilidade e a respectiva carga de cada

antibidtico.
PR Dose de antibiotico PR Dose de antibiotico
no disco no disco

Ampicilina 10 ug Imiperem 10 pg
Bacitracina 10U Lincomicina 15 pg
Cefoperazona 30 ug Meticilina 5 ug

Ciprofloxacina 5 ug Penicilina G 10U
Cloranfenicol 30 Mg Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 ug
Eritromcina 15 pg Tetraciclina 30 ug
Gentamicina 10 ug Vancomicina 30 ug

2.7.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para a

vancomicina

Foi determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para a vancomicina pelo
método Etest® (Biodisk), de acordo com as indicacfes do fabricante. Cresceu-se durante a
noite a 37 °C, sem agitacdo e em meio liquido BHI, uma cultura de cada um dos 5 clones do
mutante AEF2292, que foram confirmados por Southern-blotting, e da estirpe wild-type V583
AABC. No dia seguinte riscou-se cada uma das estirpes para placas de meio solido BHI e
incubou-se a 37 °C durante a noite. No dia seguinte, ressuspenderam-se col6nias isoladas em
meio BHI e ajustou-se a escala 2 de McFarland. Inoculou-se, por espalhamento com uma
zaragatoa, em meio BHI agar e aplicaram-se as fitas de Etest® de vancomicina. As placas

foram incubadas a 37 °C durante 48 horas, apds as quais se fez a leitura do halo de inibig&o.

2.7.3 Curvas de crescimento

Para estudar o efeito da delecgédo do gene EF2292 no crescimento, foram realizadas
curvas de crescimento do mutante e da estirpe wild-type, na auséncia e apos a adicdo de
vancomicina ao meio de crescimento. As estirpes foram inoculadas em BHI numa diluicéo
final de 1:100 e incubadas a 37 °C. Mediu-se a DO de varios pontos, ao longo da curva de

crescimento, por espectrometria a 600 nm (espectrofotometro UV/Visivel Ultrospec 2100 pro

29



Tolerancia a vancomicina em Enterococcus faecalis: papel de proteinas hipotéticas

(Amersham Pharmacia)). A vancomicina foi adicionada na concentracéo final de 10 ug.mL™a

uma das culturas quando esta atingiu a DO entre 0,30 e 0,35 (inicio da fase exponencial).

2.8 Expressao das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292

2.8.1 Analise das Sequéncias

Foram pesquisadas nas sequéncias nucleotidicas a montante dos genes EF1231 e
EF2292, sequéncias caracteristicas de locais de ligagdo ao ribossoma (RBS).

As sequéncias de aminoacidos das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292 foram
analisadas recorrendo a ferramentas bioinformaticas disponibilizadas online. Utilizaram-se os
programas SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) (Hirokawa et al., 1998) e TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) (Krogh et al., 2001) para prever a existéncia de
sequéncias transmembranares e o SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para
prever sequéncias sinal.

Foi ainda utilizada a ferramenta GCUA: Graphical Codon Usage Analyser
(http://gcua.schoedl.de/), para verificar a ocorréncia nas sequéncias dos genes EF1231 e
EF2292 de coddes cujos tRNAs sdo pouco abundantes em E. coli.

2.8.2 Clonagem de DNA no vector pET-15b

Os fragmentos de DNA correspondentes as regiGes codificantes dos genes cujas
proteinas se pretende expressar, EF1231 e EF2292, foram digeridos com as enzimas de
restricdo Ndel (Biolabs) e BamHI (Biolabs) e inseridos no vector de expressao pET-15b
(Novagen), digerido previamente com as mesmas enzimas. Este plasmideo contém o gene bla
que confere resisténcia a ampicilina, caracteristica que foi utilizada para seleccionar os clones
que continham o pET-15b recombinante (pET-EF123 e pET-EF2292). Transformou-se, por
choque térmico, a estirpe BL21 e os clones recombinantes foram
seleccionados em meio LA com ampicilina (100 ng.mL™), a
37 °C durante a noite. A presenca dos insertos com o peso molecular pretendido foi
confirmada por PCR de colénia com os primers pET-15b_f e pET-15b_r (Tabela 2.5). A
correcta sequéncia dos fragmentos clonados foi confirmada por sequenciacdo. As estirpes

C41, C43 e Rosetta 2, foram transformadas com os plasmideos purificados e a seleccdo dos
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transformantes foi realizada em meio LA com ampicilina, no caso da Rosetta 2, foi também
adicionado ao meio 34 pg.mL* de cloranfenicol. Incubou-se a 37 °C durante a noite. A

presenca dos plasmideos recombinantes foi novamente confirmada por PCR de coldnia.

2.8.3 Ensaios de Expressao

As varias estirpes de E. coli contendo os plasmideos pET/EF1231 e pET/EF2292
foram inoculadas em 5 mL de LB contendo ampicilina e quando necessario cloranfenicol (E.
coli Rosetta 2), e incubadas a 37 °C durante a noite, com agitagdo (220 rpm). Esta cultura foi
utilizada para inocular 100 mL de LB (diluicdo de 1 mL em 50 mL) contendo o(s)
antibiotico(s) e incubada a 37 °C com agitacao, até atingir uma densidade Optica entre 0,60 e
0,70 a 600 nm. A expressdo foi induzida com 0,5 mM de IPTG (Promega) e incubacgédo a
37 °C durante 4 horas. As células foram recolhidas a 4 °C por centrifugacdo a 5000 g durante

10 min. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram congelados a -80 °C.

2.8.4 Andlise por SDS-PAGE

2.8.4.1 Preparagdo das amostras

Na preparacdo das amostras utilizaram-se 2 pL de cada uma das culturas, 1 pL de
agente redutor (Bio-Rad), 1,5 uL de SDS 20 % (w/v), 2,5 uL Premixed Sample Loading
Buffers (Bio-Rad) e 3 pL de agua.

2.8.4.2 SDS-PAGE

As proteinas foram separadas por Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE), num gel de poliacrilamida de 12 % e utilizando o sistema
Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad) a 180 V, durante 50 min. Utilizou-
se como referéncia o marcador de peso molecular Prestained SDS-PAGE Standards, Low
Range (Bio-Rad). As proteinas sobre-expressas, contendo a cauda de histidinas, foram
imuno-detectadas usando o reagente de fixacdo InVision™ His-tag In-gel Stain (Invitrogen),

de acordo com as instruces do fabricante. O gel foi visualizado por fluorescéncia com o
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sistema FujiFilm FLA-5100 e em seguida, o gel foi corado com Coomassie brilliant blue
R250 (Bio-Rad), para visualizacdo da proteina total, durante 30 min a temperatura ambiente e
com agitacdo constante. O gel foi descorado com uma solucdo de descoloracdo (7,5 % de

acido acético e 20 % de etanol).
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3. Resultados

3.1 Analise da expressdo por RT-PCR semi-quantitativo

Com o objectivo de confirmar os niveis de expressdo dos genes EF0802, EF1231,
EF1813, EF2292 e EF2896 de E. faecalis V583, observada nos ensaios de microarrays apos
stress com 10 pg.mL™ de vancomicina, realizou-se uma analise por RT-PCR semi-
quantitativo. Os resultados obtidos apresentam-se na Figura 3.1, 0s controlos para 0 DNA ndo
sdo apresentados, no entanto a quantidade de produto detectado foi sempre muito inferior a
quantidade do produto de PCR detectado para o cDNA.

Na presenca de vancomicina a expressao de todos os genes testados foi superior a
expressdo na auséncia de vancomicina, confirmando os resultados dos ensaios de
transcriptdbmica. Na presenca de vancomicina, a expressdo aumenta do t0 ao t30 apés a
imposicdo de stress, confirmando os resultados observados nos ensaios de microarrays. Na
auséncia de stress, 0s niveis de expressdo parecem se manter semelhantes do t0 ao t30, a

semelhanca do que foi observado nos ensaios de transcriptomica.

t0 t10 t30
(-) VA (+) VA () VA (+) VA (-) VA (+) VA

1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100

Figura 3.1 - Anélise por RT-PCR semi-quantitativo da expresséo dos genes EF0802, EF1231, EF1813,
EF2292 e EF2896. Na figura pode observar-se os produtos obtidos por RT-PCR do RNA extraido a
partir de E. faecalis V583 AABC nos tempos t0, t10 e t30, na auséncia e na presenca de vancomicina
(10 pg.mL™). (-) VA - produtos do PCR na auséncia de vancomicina; (+) VA - produtos de PCR na

presenca de vancomicina.
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3.2 Construcado de mutantes
3.2.1 Mutantes por deleccao

3.2.1.1 Amplificacdo dos fragmentos I, 11 e 1l

Pela analise dos produtos amplificados nos PCR | e Il, correspondentes aos
fragmentos | e 1l das regides a montante e a jusante dos genes onde se pretende efectuar a
deleccdo (EF1231, EF1813 e EF2292), observou-se uma banda para cada fragmento de DNA
com aproximadamente 1 Kb, que corresponde aproximadamente ao tamanho pretendido. Na
Figura 3.2 pode observar-se um exemplo dos produtos de PCR obtidos para os genes EF1231
e EF1813.

Figura 3.2 - Electroforese em gel de agarose 1 % dos
produtos da amplificacdo dos PCR | e Il dos genes
EF1231 e EF1813. 1 — EF1231 PCR |; 2 — EF1231
PCR Il; 3 - EF1813 PCR I; 4 — EF1813 PCR Il ¢
M — Marcador de massa molecular 1 Kb.

1000 pb

As moléculas de DNA obtidas a partir dos PCR I e Il foram utilizadas no PCR IlI para
obtencdo do fragmento IIl. Nas reaccOes de amplificacdo dos fragmentos AEF1231 e
AEF2292 néo foram encontradas dificuldades, tendo-se obtido os respectivos fragmentos Ill.
Na Figura 3.3, apresenta-se um exemplo dos resultados do PCR 1l para o0 EF1231, onde se
observa uma banda com aproximadamente 2,1 Kb, que corresponde ao tamanho esperado do

fragmento.
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(A) (B)

M1

> Figura 3.3 - Electroforese em gel de agarose
1 % dos produtos da amplificacdo (A) e
purificacdo (B) do PCR Il para obtencéo do
AEF1231. 1A e 1B- Fragmento AEF1231
com cerca de 2,1 Kb; M — Marcador de peso

molecular FastRuler™,

Relativamente ao fragmento AEF1813, encontraram-se algumas dificuldades que
impediram a obtencdo da molécula de DNA. Quando se analisaram os produtos do PCR 11l
por electroforese em gel de agarose, verificou-se que os fragmentos obtidos ndo tinham o
tamanho previsto. Por um lado, quando se utilizou a tag DNA polimerase Easy-A® High
Fidelity observou-se um arrastamento ao longo do gel (Figura 3.4A). Por outro lado, quando

PLUS "as bandas de maior intensidade correspondiam

se usou a enzima Expand High Fidelity
aos fragmentos | e 1l (Figura 3.4B). Na tentativa de optimizar a reac¢do de amplificacdo do
fragmento AEF1813, fizeram-se varias alteracGes as condic¢des da reaccdo de PCR. Variou-se
a quantidade de DNA dos fragmentos | e 1l, o tempo e temperatura de desnaturagdo inicial, o
tempo e a temperatura de emparelhamento, o tempo de extensdo, o nimero de ciclos e a
quantidade de tag DNA polimerase. Apesar das inUmeras tentativas e alteracfes as condicdes
de PCR ndo foi possivel obter o fragmento, uma vez que os resultados obtidos foram sempre
semelhantes aos exemplificados na Figura 3.4. Como tal, a constru¢do do mutante o EF1813

encontra-se na fase de obtengéo do fragmento I11.
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Figura 3.4 - Electroforese em gel de agarose 1 % dos produtos do PCR III do fragmento AEF813 com a
enzima Easy-A (A) e High Fidelity (B). (A) PCR Il onde se variou o tempo de extensdo. 1 — 30 s,
2-90se3-2min30s. (B) PCR Il com quantidades diferentes de DNA molde. As bandas com cerca
de 1 Kb correspondem aos fragmentos | e Il e as bandas ténues com aproximadamente 2 Kb
correspondem ao tamanho esperado para o fragmento IlI; 1- 100 ng de fragmento | e fragmento II,

2- 30 ng de cada fragmento; M - Marcador de peso molecular 1 Kb.

3.2.1.2 Clonagem dos produtos de PCR nos vectores pPGEM®-T e pG+host9

Os fragmentos de DNA recombinante com aproximadamente 2 Kb e que resultaram
do PCR 11l com os primers externos 1 e 4 (Tabela 2.3, Capitulo 2), foram clonados no vector
plasmidico pGEM®-T. Foi realizado um screening por PCR das colonias transformantes que
aparentavam ter uma cor branca e em paralelo as coldnias foram repicadas para novo meio de
cultura. Pela anélise da Figura 3.5, pode observar-se que a maioria dos fragmentos obtidos
corresponde ao tamanho do produto esperado para 0 vector sem inserto, aproximadamente
300 pb. As coldnias correspondentes acabaram por se revelar azuladas, confirmando a
auséncia do fragmento. Foram realizadas varias transformacGes para se obterem clones
recombinantes com o fragmento do tamanho esperado. Por PCR de colénia confirmou-se a
presencga de um produto com cerca de 2 Kb, proximo do tamanho pretendido. Estes resultados
foram obtidos para os genes EF1231 e EF2292, para 0s quais se conseguiu inserir o fragmento
[T (AEF1231 e AEF2292) no vector pGEM®-T.
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Figura 3.5 - Electroforese em gel de agarose 1 % dos produtos do PCR de coldnias brancas de E. coli
transformadas com as ligagbes ao plasmideo pGEM®-T. (A) pGEM-T/AEF1231 e
(B) pGEM-T/AEF2292. 1, 2, 3 e 4 — Possiveis clones recombinantes pGEM-T/AEF1231 e
5, 6 e 7 - Possiveis clones recombinantes pGEM-T/AEF2292.

Apos a andlise dos produtos dos PCR de colonia, os plasmideos recombinantes foram
sequenciados para garantir que a sequéncia dos fragmentos clonados era a prevista. A
sequenciac¢do dos clones recombinantes AEF2292 e AEF1231 mostrou que se tratavam dos
fragmentos pretendidos, contudo ambos apresentavam mutacdes. Foi portanto necessario
realizar novos PCR 1, 11 e Ill na tentativa de obter novos fragmentos sem mutacdes. Uma vez
clonados no pGEM®-T sequenciou-se um dos clones recombinantes do AEF2292 e verificou-

se que a sequéncia era a pretendida, ndo continha nenhuma mutacdo e estava inserida na
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orientacdo 3’—5’ relativamente ao primer M13fwd (primer universal). Quanto ao fragmento
AEF1231, foi sequenciado apds duas clonagens, porém sempre com alteracBes na sua
sequéncia. Assim, a constru¢do do mutante EF1231, encontra-se na fase de amplificacdo dos
fragmentos I e 1l.

Uma vez confirmada a integridade da sequéncia do fragmento AEF2292, removeu-se 0
fragmento do pGEM®-T com as enzimas de restricdo Sall e Sacll, clonou-se no pG+host9 e
transformou-se em E. coli VE14188. Apos verificacdo dos transformantes por PCR de colonia
com os primers Oril e 1224dd (Tabela 2.5, Capitulo 2), purificou-se o plasmideo
recombinante pG+host9/AEF2292 ¢ introduziu-se em E. faecalis V583 AABC. A
identificacdo dos transformantes foi realizada da mesma forma que para E. coli, usando os

primers especificos para o vector.

3.2.1.3 Seleccéo dos clones integrantes (SCO)

Apos a alteracdo de temperatura, de 27 °C para 42 °C, que favoreceu a integracdo do
plasmideo, a selec¢do das colénias com o plasmideo integrado no cromossoma foi realizada a
42 °C em meio com eritromicina. A identificacdo dos clones integrantes foi realizada por PCR
de coldnia com os primers EF2292 5 e EF2292_6. Os produtos dos PCR foram analisados
por migracdo em gel de agarose (Figura 3.6). Pela andlise da Figura 3.6 podem observar-se
fragmentos com dois tamanhos moleculares diferentes, um com 1651 pb e outro com cerca de
1363 pb, que correspondem aos dois tipos de integracdo possiveis, tipo | e tipo I,

respectivamente (Figura 3.8).

1234.56M

Y Figura 3.6 — Electroforese em gel de agarose 1 % dos
3 produtos do PCR de col6nia resultantes dos possiveis
o 4 clones com o plasmideo  recombinantes
L1 -~ pG+host9/AEF2292  integrado no cromossoma.

1, 3 e 5 — Integracdo do tipo I; 2 e 4 — Integracdo do
tipo II; 6 — Controlo com DNA do V583 AABC;
, M — Marcador de peso molecular 1 Kb.
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3.2.1.4 Seleccéo dos clones com delec¢éo (DCO)

A excisdo do plasmideo foi promovida a 27 °C em meio sem antibidtico, através de
varias passagens de meio. Em seguida, plaquearam-se varias diluicdes em meio sem
antibidtico e incubou-se a 42 °C. Observando-se 0 crescimento bacteriano nas placas,
verificou-se que o numero de col6nias nas placas sem antibidtico era consideravelmente
superior ao numero de coldnias nas placas com antibiético. Este facto podera ser um bom
indicador da exciséo do plasmideo, uma vez que a maioria das coldnias perdeu a resisténcia a
eritromicina e consequentemente o plasmideo. Apo6s identificacdo das colonias sensiveis a
eritromicina, realizou-se PCR de colénia com os primers EF2292 5 e EF2292 6 para
identificar os possiveis clones com deleccdo no gene. Pela analise dos produtos de PCR, pdde
verificar-se que a maioria das coldnias testadas por PCR tinha deleccdo no gene, pois
observou-se uma banda com tamanho inferior (1363 pb) a banda obtida para a estirpe
selvagem (1651 pb) (Figura 3.7).

2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M
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Figura 3.7 — Electroforese em gel de agarose 1 % dos produtos de PCR de coldnia apds a excisdo do
plasmideo pG+host9. 1, 2, 4-8, 11, 14, 15, 17-19, 21, 23 e 24 — Clones com possivel deleccao;
3,9, 10, 2, 13, 16, 20, 22 — Clones com o gene selvagem; 25 — Controlo com DNA de V583 AABC;

M — Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Figura 3.8 - Representacdo esquematica dos possiveis tipos de integracdo e excisdo do
pG+host9/AEF2292 no genoma de V583 AABC. Estdo indicados, por setas, os sentidos dos primers
especificos para o pG+host9 (Oril e 1224dd), dos primers do fragmento |11 (EF2292_1 e EF2292 4) e

dos primers usados no screening da integracdo e da excisdo do plasmideo (EF2292 5 e EF2292_6).

3.2.2 Construcéo de mutantes por insercéo de uma cassete de resisténcia

3.2.2.1 Amplificagdo dos fragmentos internos EF0802 e EF2896

Pela analise dos produtos de amplificacdo dos fragmentos internos, ap6s migracao em
gel de agarose, observou-se uma banda com tamanho préximo do esperado para o fragmento
EF0802 (261 pb) e uma banda com cerca de 200 pb, que se aproxima do tamanho pretendido
para o fragmento EF2896 (191 pb) (Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Electroforese em gel de agarose 2 % dos produtos
de amplificagdo dos fragmentos internos dos genes EF0802 e
300pb EF2896. 1 — Fragmento interno do EF0802 com cerca de 261

200 pb
pb; 2 — Fragmento interno do EF2896 com aproximadamente

191 pb; M — Marcador de peso molecular 1 Kb.

3.2.2.2 Clonagem dos produtos de PCR no vector pVE14218

As moléculas de DNA que contém as regides internas dos genes EF0802 e EF2896,
foram clonadas no vector pVE14218. Os clones recombinantes foram identificados pela
analise da migracdo em gel de agarose dos produtos de PCR de colonia (Figura 3.10). Pela

analise da Figura 3.10, podem observar-se fragmentos com tamanho entre 500 pb e 600 pb,
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que correspondem ao tamanho do produto esperado para o vector com inserto, cerca de
571 pb e 510 pb para 0 EF0802 e EF2896, respectivamente.

. -
- e e . . PSR - 59 < % <
- v

Figura 3.10 — Electroforese em gel de agarose 1 % dos produtos de PCR de col6nia das
transformacGes com pVE14218/EF0802 e pVE14218/EF2896. 1, 4-13 — Clones recombinantes
EF0802; 2 e 3 — Vector sem inserto; 14-26 — Clones recombinantes EF2896; M — Marcador de peso
molecular 1 Kb.

3.2.2.3 Seleccéo dos integrantes em E. faecalis V583 AABC por choque térmico

Depois de confirmada a ligacdo dos fragmentos internos ao pVE14218, purificou-se o
DNA plasmidico de um dos clones positivos e introduziu-se por electroporacdo na estirpe
VE14412. Por PCR de colo6nia confirmou-se a presenca dos plasmideos recombinantes e
posteriormente realizou-se o0 choque térmico para promover a integracdo do plasmideo no
cromossoma bacteriano. A selecgdo dos clones integrantes foi realizada na presenca de
tetraciclina e a 42 °C, uma vez que as coldnias que crescerem a esta temperatura deverao ter o
plasmideo integrado, pois este é incapaz de se replicar. Das placas em que cresceram coldnias
resistentes, escolheram-se cinco colonias que foram utilizadas para realizar o Southern

blotting para confirmar se eram mutantes para cada um dos genes de interesse. Na
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Figura 3.11 estdo representados os tipos possiveis de integracdo do plasmideo
pVE14218.

4439 pb

BsaAl BsaAl

EF0802 O EF0802

1086 pb 4500 pb
I [ { \
EcoRI EcoRI EcoRI

EF2896 : EF2896

1T 1086 pb 3807 pb 4500 pb

EcoRlI EcoRlI EcoRlI EcoRlI

EF2896 EF2896 < EF2896

Figura 3.11 — Representacdo esquematica da inactivagdo dos genes EF0802 (1) e EF2896 (11 e 111) por
inser¢do do plasmideo pVE14218 que tem uma cassete de resisténcia a tetraciclina. | — Digestdo do
DNA cromossomico com BsaAl origina um fragmento de 4439 pb (insercdo de uma cdpia do
plasmideo pVE14218 com 3657 pb); Il — Digestdo com EcoRlI origina dois fragmentos, de 1086 pb e
4500 pb (insercdo de uma cépia do plasmideo); Il — Digestdo com EcoRlI origina trés fragmentos de
1086 pb, 3807 pb e 4500 pb (insercdo de duas copias do plasmideo).

3.2.3 Confirmacéo dos mutantes por Southern blotting

3.2.3.1 Confirmagéo da delec¢éo no gene EF2292

Para confirmar o mutante AEF2292 foram realizadas duas digestBes enzimaticas
independentes do DNA dos clones seleccionados. A digestdo | foi efectuada com as enzimas
de restricdo Bmtl, BsrGl e Ncol e a digestdo 1l com as enzimas Nsil e BpulOl (Capitulo 2,
Figura 2.3).

Analisando os resultados obtidos para a digestdo | (Figura 3.12A), p6de verificar-se, para 0s

cinco clones AEF2292 testados, que as bandas observadas correspondem ao tamanho
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esperado (3695 pb) para o gene mutante, uma vez que perdeu o local de restricdo para a
enzima BsrGl. Como se pode verificar, a estirpe selvagem apresenta 2 bandas, com tamanhos
proximos dos previstos, 2331 pb e 1652 pb. Na digestdo Il (Figura 3.12B), mais uma vez se
confirma a mutagcdo no gene EF2292, pois as bandas correspondentes ao AEF2292 sio
inferiores a banda da estirpe selvagem, ou seja, a banda esperada para os mutantes tem
4897 pb e para o V583 AABC ¢ de 5185 pb.

(B)
Gl bk e
& £ }¢ ;i
- m,m i 4000 pb: _
3000 pb w
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2000 pb iy
o 1650 pb =]

Figura 3.12 - Membrana resultante do Southern blotting para confirmagdo dos mutantes AEF2292.
(A) Digestéo I, com as enzimas de restricdo Bmtl, Bsrgl e Ncol. (B) Digestéo I, com as enzimas Nsil
e BpulOl. 1 - AEF2292#5; 2 - AEF2292#14; 3 - AEF2292#17; 4 - AEF2292#21; 5 - AEF2292#23;
6 — V583 AABC; M — marcador de peso molecular 1 Kb.

3.2.3.2 Confirmagdo da insercdo da cassete de resisténcia a tetraciclina nos
genes EF0802 e EF2896

Visualizando os resultados para confirmacdo dos mutantes por insercdo de cassete de
resisténcia a tetraciclina nos genes EF0802 e EF2896, verificou-se que as bandas obtidas ndo
correspondiam ao tamanho esperado para os fragmentos com plasmideo pVE14218 inserido.
Para o EF0802 obtiveram-se fragmentos superiores a banda de 12 Kb do marcador de peso
molecular (Figura 3.13A), o que ndo permite identificar o tamanho aproximado. No entanto, é
pouco provavel que o plasmideo esteja inserido no gene EF0802, uma vez que o tamanho
esperado para a inser¢ao de uma copia do plasmideo € de 4439 pb (

Figura 3.11-1).

No caso do EF2896 visualizam-se bandas de varios tamanhos (Figura 3.13B), contudo

nenhuma corresponde ao esperado, tanto para uma inser¢do simples, como para a inser¢ao
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dupla do plasmideo. Pois, a insercdo de uma copia do plasmideo resultaria em duas bandas,
uma de 4500 pb e outra de 1086 pb (

Figura 3.11-11), o que ndo se verificou. A insercdo de duas cOpias originaria o aparecimento
de 3 bandas de 4500 pb, 3807 pb e 1086 pb (

Figura 3.11-111).

6000 pb
5000 pb

Figura 3.13 — Membrana resultante do Southern blotting para confirmagdo dos mutantes por insercao
EF0802 (A) e EF2896 (B), hibridada com o plasmideo pVE14218 marcado com digoxigenina.
(A) Digestdo do DNA cromossomico dos clones integrantes EF0802 com a enzima BsaAl. (B)
Digestdo DNA dos clones integrantes EF2896 com a enzima EcoRIl. CN - Controlo negativo com
V583 AABC; M — marcador de peso molecular 1 Kb.

3.3 Teste de susceptibilidade a antibioticos

O EF2292 esta localizado a jusante do gene vanXg do operdo vanB e, no estudo de
transcriptdmica apresentou 0s mesmos niveis de expressao que os restantes genes do operao.
Deste modo, realizaram-se estudos por Northern blotting e RT-PCR que verificaram que o
EF2292 é co-transcrito com os genes do operdo vanB. Como tal, testou-se a resisténcia do
mutante EF2292 face a vancomicina pelo método Etest® e obteve-se uma
CIM >256 mg.mL™, que é igual & CIM da estirpe wild-type V583 AABC. Ou seja, 0 mutante

ndo apresentou alteracdo de fendtipo relativamente a resisténcia a vancomicina.

Pela andlise dos resultados obtidos para os antibioticos testados (Tabela 3.1), segundo
as normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), verificou-se que para cada um
dos 5 clones AEF2292 a susceptibilidade / resisténcia mantém-se relativamente a estirpe

selvagem V583 AABC, ndo havendo alteracdo de fendtipo. Na Tabela 3.1, encontram-se 0s
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resultados dos testes de susceptibilidade para 0 V583 AABC e para o mutante EF2292#23. Os
resultados obtidos para os clones AEF2292#5, AEF2292#14, EF2292#17 e AEF2292#21, ndo

sdo apresentados, pois foram iguais.

Tabela 3.1 — Tabela com os resultados dos testes de susceptibilidade para 0 mutante AEF2292#23 e

para a estirpe selvagem.

S V583 AABC
Antibidtico | V583 AABC | AEF2292423
Ampicilina R R
Bacitracina R R
Cefoperazona R R
Ciprofloxacina S S
Cloranfenicol S S
Eritromcina | |
Gentamicina R R
Imiperem S S
Lincomicina R R
Meticilina R R
Penicilina G S S
Sulfametoxazol/Trimetoprim S S
Tetraciclina S S
Vancomicina R R
R - Resistente
S - Sensivel
| — Intermédio

3.4 Curvas de Crescimento

Para verificar se a deleccdo no gene EF2292 altera o crescimento da estirpe mutante
relativamente a estirpe selvagem, realizaram-se curvas de crescimento de 3 clones mutantes
EF2292 (#5, #14 e #17) e do V583 AABC. Pela andalise das curvas de crescimento
(Figura 3.14), pode constatar-se que os 3 clones mutantes estudados crescem mais lentamente
em meio BHI que o V583 AABC, iniciando a fase exponencial cerca de 50 min depois da

estirpe selvagem. No entanto, a DO final é semelhante para os quatro microrganismos.
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Depois da adi¢do da vancomicina (DOggonm entre 0,30 e 0,35) o crescimento de todos
0s microrganismos abranda, ndo ultrapassando, a maioria, a densidade Optica de 0,60. Pode
constatar-se ainda, que nos 30 min seguintes a adi¢cdo de vancomicina as culturas que foram
induzidas cresceram mais rapidamente do que as culturas que ndo sofreram stress. Ainda
assim, o crescimento dos mutantes na presenca de vancomicina ndo parece ser afectado

quando comparado com a estirpe V583 AABC, apresentando um comportamento semelhante.

1,60
1,40 —

g 1,00 /7 // V583AABC
§ 0,80 —— V583 AABC VA
Py / _ e AEF2292 # 5
8 0e e — e AEF2202 #5 VA
0,40 AEF2292 #14
0,20 = AEF2292 #14 VA
AEF2292 #17

0,00 :

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

AEF2292 #17 VA

tempo (min)

Figura 3.14 - Curva de crescimento dos clones mutantes AEF2292 (#5, #14 e #17) e da estirpe
selvagem E. faecalis V583 AABC na auséncia de vancomicina e apds a adicdo de 10 pg.mL™ de

vancomicina entre 0,30 e 0,35 de DO a 600 nm.

3.5 Expressao heterologa das proteinas EF1231 e EF2292
3.5.1 Andlise de sequéncias

Pela analise das sequéncias nucleotidicas da regido a montante dos genes EF1231 e
EF2292, verificou-se a auséncia de uma sequéncia caracteristica de um RBS.

A andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina hipotética EF1231, utilizando as
ferramentas SOSUI e TMHMM, revelou a existéncia de um dominio transmembranar (Figura
3.15), caracteristico de uma proteina de membrana. Por outro lado, a analise com a ferramenta
SignalP revelou a existéncia de uma possivel sequéncia sinal, e como tal a proteina hipotética

EF1231 podera ser uma proteina que é secretada.
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A andlise da sequéncia EF2292 mostrou a existéncia de um possivel dominio
transmembranar e a auséncia de sequéncia sinal. Na Figura 3.16, apresenta-se a imagem da
estrutura prevista pelo SOSUI. Nao se apresentam os resultados obtidos com 0 TMHMM,

pois foi muito semelhante.
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Figura 3.15 - Estrutura da proteina hipotética EF1231 obtida pela anélise da sequéncia de aminoacidos
com o programa SOSUI, onde se observa a existéncia de uma hélice transmembranar, que corresponde

a sequencia sinal.

Figura 3.16 — Estrutura da proteina hipotética EF2292 obtida pela analise da sequéncia de aminoacidos

com o programa SOSUI, onde se observa a existéncia de uma hélice transmembranar.
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A analise das sequéncias EF1231 e EF2292, com a ferramenta GCUA, revelou a
existéncia de alguns coddes cujos tRNAs sdo pouco abundantes em E. coli. A sequéncia de
amino&cidos de EF1231 contém os codfes ATA, GGA, AGA e CTA e a sequéncia EF2292
contém os coddes CCC e GGA. Apesar de os seus tRNA destes coddes serem pouco
abundantes em E. coli poderdo ndo afectar a expressdo das proteinas, pois ndo existem em
numero elevado.

Optou-se por escolher para a expressao das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292,
vérias estirpes de E. coli (BL21, C41, C43 e Rosetta 2) com caracteristicas diferentes, de
forma a verificar qual a mais adequada para a producdo de cada uma das proteinas. Todas as
estirpes produzem a T7 RNA polimerase, necessaria para a transcricdo dos genes clonados no
pPET-15b, cuja transcricdo encontra-se dependente do promotor T7. A estirpe BL21 foi
escolhida porque é uma das mais utilizadas para a expressdo heter6loga de proteinas. As
estirpes C41 e C43 foram escolhidas, pois toleram melhor a expressdo de proteinas de
membrana e proteinas toxicas. A estirpe Rosetta 2 contém um plasmideo, pPRARE2, que
fornece o tRNA para 7 codbes (AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA e CGG), pois estes sao
pouco abundantes em E. coli, 0 que pode aumentar a expressdo de proteinas que contenham

alguns destes coddes.

3.5.2  Amplificacéo e Clonagem dos produtos de PCR no vector pET-15b

Apos andlise dos produtos de PCR, verificou-se a amplificacdo de um produto com
cerca de 850 pb e um com cerca de 400 pb (Figura 3.17), que corresponderem ao EF1231
(825 pb) e ao EF2292 (345 pb), respectivamente.

1

Figura 3.17 - Electroforese em gel de agarose 1 %
dos produtos de amplificacdo dos genes EF1231 e
EF2292. 1 - Fragmento préximo de 825 pb

(6 € P

“: . 850pb correspondente a0 EF1231; 2 — Fragmento do
- EF2292 com aproximadamente 345 pb.
—> -
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400 pb

Os produtos da amplificacdo por PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo
Ndel e BamHI e inseridos no vector de expressao pET-15b, destinado a clonagem e expressao
de proteinas recombinantes em E. coli. O screening dos transformantes foi realizado por PCR
de coldnia, como descrito anteriormente. Analisando os resultados de PCR para o EF1231 e
EF2292 observou-se uma banda com cerca de 1008 pb (Figura 3.18 - 3A) e 533 pb (Figura
3.18 - 1B e 5B), respectivamente, que corresponde ao tamanho do produto do vector com
inserto, a partir do local de hibridacdo dos primers usados.

(A) (B)
1757 RSO

Z

1000 pb —»

(L

- 650 pb
whl

Figura 3.18 — Géis de agarose dos produtos do screening por PCR de coldnia dos transformantes
PET/EF1231 (A) e pET/EF2292 (B). 3A — clone recombinante EF1231, com aproximadamente

1008 pb. 1B e 5B — clones recombinantes EF2292, com cerca de 533 pb. M — Marcador de peso
molecular 1 kb.

Os resultados de sequenciacdo mostraram que as sequéncias clonadas ndo continham
mutagdes. Deste modo, os plasmideos recombinantes pET/EF1231 e pET/EF2292 foram
purificados e introduzidos nas estirpes E. coli C41 (DE3), E. coli C43 (DE3) e E. coli
Rosetta 2 (DE3), para sobre-expressdo das proteinas, como descrito anteriormente.
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3.5.3 SDS-PAGE

A expressdo das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292 foi confirmada apds a
separacdo por SDS-PAGE das proteinas totais de cada cultura induzida, fixacdo do gel e
imunodeteccdo das caudas de histidinas presentes no N-terminal das proteinas expressadas,
utilizando o reagente /nVision™ His-tag In-gel Stain.

Observando os resultados do gel onde se efectuou a imunodeteccdo das caudas de
histidinas (Figura 3.19B) e comparando, posteriormente, com o gel corado com azul de
coomassie (Figura 3.19A), verifica-se que houve sobre-expressdo das proteinas EF1231 (27,4
kDa) e EF2292 (11,4 kDa), contudo a proteina EF1231 exibe uma menor expressao
relativamente a proteina EF2292. A proteina EF2292 parece ter sido expressa em maior
quantidade nas estirpes C41 e C43 e a proteina EF1231 na estirpe Rosetta 2. A estirpe BL21
ndo transformada e ndo induzida com IPTG foi utilizada como controlo da expressdo uma vez

que as outras estirpes usadas derivaram desta estirpe.

(A)

EF1231
(27,4 kDa)
14 kDa EF2292
(11,4 kDa)
(B)
| — — — <«— EF1231

_______________

e (----- ﬁ :i-: EF2292
_____ | — -~ |

Figura 3.19 — Expressdo das proteinas hipotéticas EF1231 e EF2292 de Enterococcus faecalis V583
em E. coli BL21 (DE3), E. coli Rosetta 2 (DE3), E. coli C41 (DE3), E. coli C43 (DE3). (A) SDS-

PAGE e visualizagdo apés coloragdo com azul de coomassie. (B) Detecgdo das caudas de histidinas

o1



Tolerancia a vancomicina em Enterococcus faecalis: papel de proteinas hipotéticas

no N-terminal de cada proteina através imunodeteccdo com o reagente InVision™ His-tag In-gel
Stain. As bandas mais ténues e que ndo estdo assinaladas correspondem a hibridagdes inespecificas. 1
- Controlo com BL21; 2 - BL21/EF1231; 3 - Marcador de massa molecular; 4 - BL21/EF2292; 5 -
Rosetta2/EF1231; 6 - Rosetta2/EF2292; 7 - C41/EF1231; 8 - C41/2292; 9 - C43/1231; 10 - C43/2292.
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4. Discussao

Na sequéncia de um estudo de transcriptdbmica, para avaliar a resposta da estirpe E.
faecalis V583 a uma dose terapéutica de vancomicina, verificou-se uma expressao diferencial
de muitos genes, a maioria codificando para proteinas de funcdo desconhecida e/ou proteinas
hipotéticas. Estudos semelhantes, com a mesma estirpe, mas nas quais se estudou a resposta a
sais biliares (Flahaut et al., 1996, Solheim et al., 2007) e a eritromicina (Aakra et al., 2005),
encontrou-se também uma percentagem elevada de genes de proteinas hipotéticas
diferencialmente transcritos. Em conjunto, estes resultados sugerem que as proteinas
hipotéticas podem desempenhar um papel importante na resposta desta bactéria a diferentes
tipos de stresses.

A escolha dos genes EF0802, EF1231, EF1813, EF2292 e EF2896, baseou-se no facto de
apresentarem uma expressdo mais elevada relativamente aquela observada na auséncia de
vancomicina. O EF2292, para o qual foi dada maior importancia durante o trabalho, foi
também escolhido uma vez que esta localizado a jusante do gene vanXg do operdo vanB e,
porque na andlise transcriptomica efectuada anteriormente, apresentou 0 mesmo nivel de
expressao que os restantes genes do operdo. Por Northern blotting e por RT-PCR também foi
verificado que o EF2292 é co-transcrito com os genes do operdo vanB (resultados nédo
publicados). Estes resultados suscitaram interesse, pois este gene podera estar envolvido no
mecanismo de resisténcia ou na resposta a vancomicina.

Este trabalho iniciou-se pela verificacdo dos resultados obtidos anteriormente, recorrendo
a analise semi-quantitativa por RT-PCR. A analise efectuada confirmou a elevada expressao
dos genes referidos anteriormente, ap6s a introducao de um stress com vancomicina.

Comparando os resultados obtidos para as células sujeitas ao stress com os obtidos com
as células ndo sujeitas ao stress, observou-se que todos os genes estudados apresentam um
nivel elevado de mRNA no tempo t30, e que aumenta ao longo do tempo (t0—t10—130).
Observou-se, ainda, que todos os genes estudados apresentam uma expressao basal, estando
também expressos nas células que ndo sofreram nenhum estimulo desde o inicio da fase
exponencial. Estes genes ndo sdo apenas expressos em condicOes de stress, e como tal, ndo se
pode descartar a hipdtese de desempenharem outras funcdes na célula, para além das inerentes
a resposta a vancomicina. Assim, a resposta observada na presenca de vancomicina pode estar
relacionada com o stress imposto a célula e ndo ser especifica para a vancomicina. Estes
genes podem contribuir para a manutencdo do crescimento durante a exposicéo ao antibidtico.

Estes resultados séo apenas a resposta a vancomicina em termos de varia¢do da quantidade de
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MRNA detectada face ao antibidtico. Sera, extremamente importante, analisar se essas
variacdes de quantidade de RNA se traduzem em variacdo da quantidade de proteina ou se

tem outras fungdes, como por exemplo reguladoras, na célula.

O gene EF2292, co-transcrito com os genes do operdo de resisténcia a vancomicina,
VanB, e que apresenta um aumento da quantidade de RNA, na presencga de stress com este
antibiotico, pode apresentar uma funcéo reguladora na célula.

Uma vez obtido o mutante EF2292, este foi estudado no sentido de encontrar um fendtipo
que permita a colocacdo de uma hip6tese quanto ao seu papel na célula. A deleccdo do gene
EF2292 ndo provocou alteragdo de fendtipo para a vancomicina, nem para outros antibioticos
testados, quando se comparou com a estirpe selvagem, ndo tendo fornecido informacao
suficiente que permitisse a formulacdo de uma hipotese de funcéo para o produto deste gene.
Por outro lado, tanto o V583 AABC, como o AEF2292 s3o resistentes a vancomicina €
sobrevivem em elevadas concentracBes deste antibiotico, no entanto o seu crescimento é
limitado na sua presenca, como se verificou nas curvas de crescimento. Como tal, o
crescimento do AEF2292 na presenca de vancomicina, também forneceu informacgdo que
direccionasse para uma possivel funcdo. E também importante referir que a delecgdo deste
gene provocou um atraso no crescimento na auséncia de vancomicina. Este facto pode sugerir

que o EF2292 tenha uma funcao independente da resisténcia a este antibiotico.

A auséncia de uma sequéncia caracteristica de um local de ligagdo ao ribossoma (RBS),
na regido a montante do coddo de iniciacdo do gene EF2292, e a existéncia de coddes de
iniciacdo e de terminagdo pouco usuais, parecem sugerir, & partida, que este origina um RNA
que ndo é traduzido em proteina. No entanto, ndo se pode eliminar a hipdtese de este gene
conter outros sinais, a montante ou mesmo na regido codificante, que permitam a traducéo do
mMRNA transcrito em proteina, apesar de aparentemente ausentes.

Assim, e na tentativa de atribuir uma funcéo para o produto do gene EF2292, poderao ser
adoptadas varias abordagens. Por um lado, e assumindo que este gene possa ser traduzido,
realizou-se a sobre-expressao desta proteina hipotética em E. coli, para que a sua purificacédo e
posterior obtencdo de uma estrutura provavel, forneca alguma informacdo relativamente a
uma possivel funcdo celular. Por outro lado, podera vir a ser utilizada uma fusdo traducional
que, atraves de um gene repdrter inserido in frame entre o N-terminal e o C-terminal do gene
que codifica a proteina hipotética EF2292, permita (ou ndo) a observacao in vivo da proteina

traduzida.
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Né&o descartando a hipotese de desempenhar uma fungdo reguladora na transcri¢do dos
genes do operdo, como por exemplo na terminacgdo da transcricdo do operdo, serd mapeada a
extremidade 3’ do transcrito de RNA do gene EF2292, na estirpe wild-type e no mutante. O
objectivo sera determinar o fim da transcricdo e verificar se a deleccdo do gene afecta a
terminacéo desta. Deste modo, podem obter-se mais informacg6es que ajudem na atribuicdo de
uma funcdo para o produto deste gene. Este estudo sera efectuado recorrendo a técnica de
Rapid Amplification of 3’ ¢cDNA ends (3’ RACE), segundo o protocolo descrito por (Argaman
et al., 2001). O mutante EF2292 serd ainda analisado por RT-PCR semi-quantitativo, nas
condicOes descritas anteriormente, pretendendo-se verificar se a deleccdo do gene EF2292
altera os niveis de expressao dos genes do operdo vanB.

Nos ultimos anos, devido a evolucdo de técnicas moleculares e bioquimicas, tem sido
possivel atribuir funcdes a proteinas e/ou genes até ha pouco tempo anotados como proteinas
hipotéticas ou de fungdo desconhecida. Geralmente, 0 aumento do conhecimento decorre da
construcdo de mutantes nesses genes e posterior expressao, purificacdo e caracterizacdo das
respectivas proteinas. Em E. faecalis a viruléncia e a capacidade de resisténcia a inumeros
stresses esta ainda pouco esclarecida, e dado que em estudos de transcriptomica muitos dos
genes cuja expressdo é alterada codificam para proteinas hipotéticas, e tendo em conta
sucessos noutras bactérias, é licito assumir que um estudo direccionado as proteinas
hipotéticas de E. faecalis possa ajudar a esclarecer muitos aspectos da sua infecciosidade e
sucesso em varios ambientes. Assim, foi este 0 objectivo do presente trabalho.

Alguns dos genes escolhidos para este projecto sdo muito pequenos e os métodos de
construcdo de mutantes, estabelecidos com sucesso para outros genes, tornaram-se dificeis de
implementar. No entanto, um dos mutantes foi construido com sucesso, embora até ao
momento, ndo tenha sido possivel atribuir-lhe um fenotipo.

No que respeita a expressao das proteinas hipotéticas, EF1231 e EF2292, foi possivel
encontrar um sistema de expressdo com sucesso. Assim serd possivel num futuro préximo,
purifica-las e obter a sua estrutura, por NMR ou cristalografia, por exemplo. Também seré
possivel, identificar uma possivel localizacdo celular destas proteinas, se no citoplasma, na
membrana ou extracelular. E do conhecimento geral que a estrutura terciaria de uma proteina
pode ter tanto peso na sua fun¢do como a sua estrutura primaria. Existem, de facto, enzimas
que em diferentes organismos desempenham funcdes semelhantes, tem a mesma estrutura
tercidria, mas a sua sequéncia tem apenas uma percentagem minima de semelhanca.

Determinar a estrutura terciaria destas proteinas pode de facto elucidar a sua funcao.
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6. Anexos

Tabela 6.1 — Estirpes e plasmideos utilizados neste trabalho.

Estirpes
E. faecalis V583 AABC E. faecalis V583 curado dos seus plasmideos, RepA’, Ery*  LME Caen
E. faecalis VE14412 E. faecalis V583 AABC + pG+host3 UBLO Jouy

E. faecalis V583 AABC
AEF2292

Mutante isogénico V583 AABC com deleccdo no gene
EF2292

Este estudo

F, 80dlacZAM135, A(lacZY A-argF) U169, deoR, recAl,

E. coli DH5a endAl, hsdR17 (rk’, mk™"), phoA, supE44, ., thi-1, Invitrogen
gyrA96, relAl
. . . UBLO, Jouy-
E. coli VE14188 E. coli GM1674 (dam'dcm’ repA’), Amp® e Ery®
en-Jousas
) F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg”) A(DE3 [lacl lacUV5-
E. coli BL21 . . Novagen
T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
E. coli C41 F~ ompT hsdSg (rs"mg’) gal dcm (DE3) Lucigen
E. coli C43 F~ ompT hsdSg (rg"mg’) gal dcm (DE3) Lucigen
E. coli Rosetta 2 F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dem (DE3) pRARE2 (Cam®) Novagen
Plasmideos
PpGEM®-T Vector de Clonagem, Amp', Oril, lacZ Promega
Vector de Clonagem, Ery', Oril, Ori2 e replicacéo UBLO, Jouy-
pG+host9 .
termosensivel en-Jousas
. L . UBLO, Jouy-
pG+host3 Vector de Clonagem, Ori2 e replicacdo termosensivel
en-Jousas
" UBLO, Jouy-
pVE14218 Vector de Clonagem, Ori*, RepA’, Tet'
en-Jousas
pET-15b Vector de Expressdo, Amp', Oril, N-terminal His.tag Novagen

Oril — Origem de replicacdo em E. coli
Ori2 — Origem de replicacdo em E. faecalis

Ery — Eritromicina
Amp — Ampicilina
Tet — Tetraciclina
s — sensivel

r - resistente
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Tabela 6.2 — Sequéncia dos primers utilizados na sequenciacdo dos fragmentos Il dos EF1231 e
EF2292.

Regido Primer Sequéncia (5°—3°)
12P1F GTATTGTCTGTGTTCGTGCG
12P2R ACCTAAGTTATGGCGCTTGC

EF1231 12P3F TCTTTAGGTTGTTTAACAAAGCC
12P4R CCACATCACTCGCTCCTTTC
12P5F TGCATTGGATGGTACTTCCG
12P6R AAGAAACCGTGTCAACAATCG

EF2202 22P1F CGACCGAATAAGGTAGTAGG
22P2R TCGCATCATCGGCACAAAGG

Xmnl 1994

Scal Nael

1875 2692

f10r?K\\\ 7 l q
Apal 14
Aatll 20
r VA
A AGEMe-T a2 Neol | 37
Vector T T Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
) Sacl 94
ori Bstxl |103
Nsil 112
T spe | 196

Figura 6.1 — Representagdo esquematica do vector de clonagem pGEM®-T (Promega).
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Xmal
Smal
Pstl
EEC%R\JF Notl
co
Hindl| PpuMI EsiEl2
Clal coSZ|
Sall | BstX|
¥hol Msl|
Bsp120I Dsal
Banll Sacll
Apal
Kpnl
Banl Ecos7l..

Acchsl
PshAl

BstAPI.

“=pGhost9.seq

. 3750 bps
Bsu3sl

“BsiHKA

Beivl’

‘Ecoa7Ill

Figura 6.2 - Representacdo esquematica do plasmideo pG+host9 (UBLO, Jouy-en-Jousas).

Bpu1102 I267)
BamH 1(319)
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Aat ll(5635)
Ssp l(5517)
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Pst l(4958) Sph l(sa1)

EcoN Ii751)
Bsa li4774)

Ahd 1{4713)
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g BstE 11{1387)
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&

BssH Il(1627)
Hpa 1(1722)

BspLU11 l(3820)
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Figura 6.3 — Representacdo esquematica do plasmideo pET-15b (Novagen). A sequéncia N-terminal

que codifica para a cauda de 6  histidinas esta localizada entre 362 e 380 pb.
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