©)

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

A participacao dos genes mreB e spl no
processo autolitico de Listeria
monocytogenes

Ana Béarbara Malta da Costa Lapa

Tese de Mestrado em Ciéncias Biomédicas

Faro, Portugal

2010



©)

UNIVERSIDADE DO ALGARVE

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

A participacao dos genes mreB e spl no
processo autolitico de Listeria
monocytogenes

Ana Béarbara Malta da Costa Lapa

Tese de Mestrado em Ciéncias Biomédicas

Dissertacdo orientada pela Professora Doutora M. Leonor Faleiro

Faro, Portugal

2010



Dissertacao de Candidatura ao Grau de Mestre em Ciéncias Biomédicas

Area de Biologia Molecular pela Universidade do Algarve

MSc Thesis in Biomedical Science

Area of Molecular Biology by the Universidade do Algarve



As opiniGes expressas nesta publicacdo sdo da exclusiva responsabilidade do seu Autor

The contents of this dissertation are of the exclusive responsability of the Author

(Ana Barbara Malta da Costa Lapa)



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer a Professora Doutora Maria Leonor Faleiro pela oportunidade de me
integrar no seu projecto e pela transmissdo de conhecimentos durante esta fase. Pela

sua disponibilidade, interesse, paciéncia e incentivo que demonstrou desde o inicio.

A Elsa Pinto, por me ter ensinado a executar as técnicas desenvolvidas no trabalho,
mas principalmente pela amizade, o sorriso e o carinho, que sempre demostrou em

todos 0s momentos.

A todos os meus restantes colegas do laboratério (Liseta, Jessie, Ricardo, Denise,

Joana e Nicola) pelo apoio e amizade, que tornaram esta experiéncia Unica.

Ao Zé e a Anahi pela disponibilidade e paciéncia, na utilizagdo do microscopio de

fluorescéncia e na realizagé@o da cultura de células, respectivamente.

A todas as pessoas do mestrado de Ciéncias Biomédicas que tive oportunidade de

conhecer e que me proporcionaram novas amizades.

Aos meus pais por todo o apoio e carinho que sempre deram, e que fizeram de mim o

gue sou hoje. Adoro-vos do fundo do coragéo. Obrigado por serem meus pais!

Ao Pedro por ter sido o meu “alicerce” durante esta fase. Por toda a dedicacgéo,
carinho e paciéncia que foram essenciais para conseguir ultrapassar esta etapa.

Estards sempre no meu coragao!

A todos os meus amigos pelo apoio e amizade que demaostraram nos momentos mais
dificeis.

O presente trabalho foi desenvolvido no ambito do projecto PTDC/AGR-
ALI/69751/2006.



RESUMO

A bactéria Listeria monocytogenes € o agente etiol6gico da listeriose, uma doencga
fundamentalmente associada ao consumo de alimentos contaminados com esta
bactéria. Os grupos de risco incluem idosos, doentes imunocomprometidos, gravidas,
fetos e criancas. A frequéncia desta doenca € baixa, mas a taxa de mortalidade é
relativamente elevada, cerca de 30%. Esta bactéria tem uma capacidade
extraordinaria para sobreviver em ambientes bastante adversos; elevados teores de
sais minerais, em particular sal, baixos valores de pH, temperaturas baixas, entre
outros. Como a maioria das bactérias possui enzimas que degradam o peptidoglicano
(genéricamente denominadas de muramidases) que podem comprometer a
sobrevivéncia da célula bacteriana se a sua actividade deixar de ser regulada. Durante
estudos recentes sobre a autdlise em L. monocytogenes foi verificado que uma
enzima, a MreB, que tem sido relacionada com a aquisicdo da forma bacilar aparecia
em quantidades significativas no secretoma de uma estirpe néo autolitica (EGD). De
modo a clarificar o seu papel no comportamento autolitico foi realizada a mutagénese
do gene mreB. Para além da enzima MreB foi ainda detectada uma producao
significativamente elevada de uma autolisina, a Spl no secretoma da estirpe autolitica
(C897). Com o objectivo de verificar a sua participacdo no comportamento autolitico foi
igualmente realizada a mutagénese do gene spl. A mutagénese foi realizada por

recombinacdo homologa para os dois genes em estudo.

O mutante do gene mreB da estirpe EGD ficou com o crescimento afectado em meio
definido e perdeu a forma bacilar. Através de coloracdo com um derivado fluorescente
da vancomicina verificou-se que a sintese de peptidoglicano se concentra no local do
septo de divisdo e sob a ac¢éo da penicilina 0 mutante exibiu maior resisténcia a lise,
provavelmente devido a acumulagédo de proteinas “penicillin binding proteins”, PBP’s
gue puderam realizar a transpeptidacdo. N&o foi possivel obter um mutante no gene
mreB com a estirpe C897. Este obstaculo foi colmatado através da utilizacdo de uma
fus@o de transcricdo com uma proteina fluorescente verde e o gene mreB com um
promotor induzido por IPTG, o pMUTINGFP®. Os resultados demonstraram que a

proteina MreB ndo contribui para o comportamento autolitico.

A mutagénese do gene spl, em ambas as estirpes, resultou numa maior resisténcia a

lise, pelo que a sua actividade contribui para o0 comportamento autolitico.
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Os ensaios de invasao realizados com células NIH 3T3 demonstraram que a estirpe

7

autolitica é significativamente mais invasiva, mas nao se encontraram diferengas

significativas entre os mutantes.

Palavras - Chave: L. monocytogenes, Autolisina, MreB, Divisdo celular, Mutagénese.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is the etiologic agent of listeriosis a disease fundamentally
associated to the consumption of contaminated food with this bacterium. The risk group
includes elderly, immunocompromised patients, pregnant women, foetus and children.
The frequency of this disease is low, but the mortality rate is relatively high, about 30%.
This bacterium has an extraordinary ability to survive in very adverse environments;
high content in mineral salts, in particular salt, low pH values, low temperatures, among
others. As the majority of bacteria posses enzymes that degraded the peptidoglycan
(generally denominated muramidases) that can compromise the survival of the
bacterial cell if their activity remain not regulated. During recent studies about autolysis
in L. monocytogenes an enzyme, MreB which is related with the acquisition of bacillary
form was detected, in significant amounts in the secretome of a non autolytic strain
(EGD). In order to clarify its role on the autolytic behaviour the mutagenesis of the gene
mreB was done. Besides the MreB enzyme the autolysin Spl was detected in
significant amounts in the secretome of the autolytic strain (C897). The mutagenesis of
gene spl was done in order to verify its participation on the autolytic behaviour. The
mutagenesis of both genes under study was done by homologous recombination.

The mreB mutant of EGD strain showed a deficient growth in a defined medium and
lost its bacillary form. Through a staining technique with a fluorescent derivative of
vancomycin was verified that the peptidoglican synthesis is concentrated at septum
and under the action of penicillin the mutant showed a higher resistance to lysis,
probably due to an accumulation of penicillin binding proteins (PBPs) that could
perform the transpeptidation. It was not possible to make a mreB mutant in the strain
C897. This obstacle was defeated through the use of a transcription fusion with a green
fluorescent protein and the mreB gene with a IPTG promotor, the pMUTINGFP". The
results demonstrated that the MreB protein did not contributes to the autolytic

behaviour.

The spl mutagenesis in both strains resulted in an increase in the resistance to lysis,

for what its activity contributes to the autolytic behaviour.

The invasion assays performed with NIH 3T3 cells showed that the autolytic strain is
significantly more invasive, but no significantly differences were found among the

mutants.

Key words: L. monocytogenes, autolysin, MreB, cellular division, mutagenesis
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LISTA DE ABREVIATURAS

Aseo — Absorvéncia a 260 nm;
Asgo — Absorvéncia a 280 nm;
Agoonm — Absorvéncia a 600 nm;

Abs — Absorvéncia;

AMP — Ampicilina;

BHI — Infuséo de coracao e cérebro;
CMI — Concentragdo minima inibitoria,;

DMSO — Dimetilsulféxido;

DNA — Acido desoxirribonucleico;
DNAc — Acido desoxirribonucleico complementar;

DNase- Desoxiribonuclease;

dNTP's — Desoxirribonucleoétidos Trifosfato;
DO - Densidade 6ptica;

EDTA — Acido Etilenodiaminatetracético;
ERY — Eritromicina;

GES - Guanidina, EDTA e Sarcosil;

IPTG — isopropil - § - tiogalactopiranésido;
Kb — Kilobases;

kDa — KiloDalton;

LB — Meio Luria Bertani Broth;

nm — nanémetro;
pb — Pares de bases;

TFS — Tampéo fosfato salino;



PCR - Reaccéo de polimerizagcdo em cadeia;
RNA- Acido ribonucleico;

RNase — Hidrolase de Acido Ribonucleico:
rpm - RotacBes por minuto;

SDS - Dodecilsulfato de sodio;

TAE — Tris - Acido acético — EDTA;

TM — Meio Trivett and Meyer;

Tm — Temperatura de desnaturagao;

UFC — Unidade formadora de col6nias;

UV — Ultravioleta;

X-Gal — 5 bromo- 4 cloro-3 indolil- beta-D- galacto-piranoside.
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1 - Introducéao
1.1 - Algumas caracteristicas de Listeria monocytogenes

A primeira referéncia a infeccbes causadas por bactérias do género Listeria data de
1891, quando a presenca de bacilos Gram-positivos foi descrita em bidpsias de
tecidos de pacientes (Wehr, 1987). Em 1926, Murray e seus colaboradores,
procederam ao isolamento de um microrganismo em forma de bacilo, designando-o
por Bacterium monocytogenes por causar mononuclease em coelhos. Posteriomente,
Pirie isolou a bactéria de um gerbil selvagem no Norte de Africa e designou-a de
Listerella hepatolytica. Mas em 1940, Pirie chegou a conclusdo que Bacterium
monocytogenes e Listerella hepatolytica eram 0 mesmo microrganismo, que passou a
designar-se por Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) (Farber e Peterkin, 1991).

As infec¢des por L. monocytogenes sO passaram a ser consideradas uma fonte de
preocupacdo e problemas para a saude publica, industria alimentar e agéncias
reguladoras, quando em 1985 foi identificada como o0 agente causador de um surto de
origem alimentar de grande repercussao causado por um queijo de pasta mole tipo
mexicano (Farber e Peterkin, 2000). Desde entdo, inUmeros casos e surtos de
listeriose, designacdo para a infeccdo causada por L. monocytogenes, tém sido

descritos em alimentos contaminados no mundo inteiro.

Apesar de L. monocytogenes ser uma bactéria ubiqua e como tal, ser frequente uma
possivel exposicdo, a listeriose humana é uma doenca rara (de Valk et al., 2003). A
incidéncia na Europa é de 0,3 a 7,5 casos por um milhdo de habitantes por ano com
uma taxa de mortalidade entre 20 a 30%. Certos grupos dentro da populacdo séo
particularmente susceptiveis a infeccao, nomeadamente doentes
imunocomprometidos (doentes sujeitos a transplantes ou doentes oncolégicos),
individuos com VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana), gravidas, recém-nascidos e

idosos (Swaminathan e Gerner- Smidt, 2007).

7

A listeriose ndo é uma doenca de declaracdo obrigatéria em Portugal, e por este
motivo os dados referentes a esta doenca séo escassos, além disso o facto do quadro
clinico da listeriose ndo ser caracteristico dificulta o seu diagnostico (Mena et al.,
2002). De acordo com Almeida et al. (2006), os dados relativos a 2003, indicam que a
incidéncia da listeriose em Portugal foi na ordem dos 1,4 casos por milhdo de

habitantes.

Num estudo feito pelo INVS (Institut de Veille Sanitaire) em 2003, todos os paises

participantes excepto Portugal tinham pelo menos um sistema de vigilancia para a



listeriose. Além do mais, numa outra publicacdo, os Servicos de Saude Publica
Portugueses aconselham para a prevencdo das doencas infecciosas durante a
gravidez, ndo sendo mencionada a bactéria L. monocytogenes (http://www.dgs.pt/).
Este panorama tende a mudar e jA& sdo reportados alguns casos de listeriose
(http://lwww.alert-online.com/pt/news/health-portal/cantinas-publicas-contaminadas-

com-listeria-monocytogenes).

1.2 - Taxonomia

Tém sido utilizados diversos marcadores quimiotaxonémicos na verificagéo da posicéo
filogenética do género Listeria. Esta pertence ao grupo de bactérias Gram-positivas de
baixo conteddo de G/C no DNA (< 55%), o que reforca a sua distingdo do género
Corynebacterium spp., assim como a sua relacdo com bactérias lacticas (Rocourt,
1999). Analises filogenéticas e métodos de biologia molecular permitiram uma melhor
observacao da diversidade dentro do género Listeria, sendo analisados os valores de
homologia de DNA, sequéncia do 16S RNA, propriedades quimiotaxonémicas e
andlise do enzima multilocus (Rocourt et al., 1987). Desta forma L. monocytogenes
pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales, familia Listeriaceae e ao
género Listeria (Koneman et al, 2006).

Desde 1961, L. monocytogenes era a Unica espécie reconhecida do género Listeria.
Actualmente, existem oito espécies identificadas no género, sendo duas patogénicas,
nomeadamente L. ivanovii (Boerlin et al, 1992) e L. monocytogenes e as outras seis
nao patogénicas, L. innocua (Glaser et al, 2001), L. seeligeri (Steinweg et al, 2010), L.
welshimeri (Hain et al, 2006), L. grayi (Sharpe et al, 1973), L. marthii (Graves et al,
2010) e L. recourtiae (Leclerq et al, 2010).

1.3 - Caracteristicas culturais e bioquimicas

A bactéria L. monocytogenes reage positivamente a coloragdo de Gram, exibe a forma
de bacilo, com dimensbes de 0,4 ym — 0,5 ym de didmetro e 0,5 ym — 2 ym de
comprimento, ndo forma esporos e é considerada uma bactéria anaerdbia facultativa
(Farber e Peterkin, 1991).

A bactéria adapta-se a varios ambientes conseguindo sobreviver em condigbes
extremas (Fenlon, 1999). Também tolera grandes variacbes de temperatura (4 a

45°C), com um crescimento 6ptimo entre os 30 e os 37°C. Possui mobilidade giratoria



que é conferida por 2 a 5 flagelos que se desenvolvem entre as temperaturas de 20 e
25 °C, e permitem que a bactéria se movimente para um ambiente preferencial quando
esta sob stress nutricional ou ambiental (Seeliger e Jones, 1986). A formacdo destes
flagelos é inibida a 37 °C (Farber e Peterkin, 1991).

No meio de cultura agar de sangue, L. monocytogenes, apresenta uma B-hemolise
incompleta, o que permite distinguir esta espécie das outras pertencentes ao mesmo
género (Farber e Peterkin, 1991). Apresenta uma rapida multiplicagdo na maioria dos
meios bacteriolégicos tradicionais, crescendo bem em caldo de infusdo de cérebro e
coragcdo (BHI), caldo soja tripticase e caldo tripticase (Jay, 1996). Requer biotina,
riboflavina, tiamina e aminoacidos como cisteina, glutamina, isoleucina e valina. Em
agar nutritivo, as colonias caracteristicas de Listeria adquirem uma coloragdo azul
cinza, apresentado um diametro de 0,2 a 0,8 mm apos 24 horas de incubagdo
(Donnelly, 2000).

Sdo conhecidos 13 serétipos em L. monocytogenes, baseados nos antigénios
celulares O e flagelar H. Os serétipos podem variar na expressao de certas proteinas
e consequentemente mostrarem distintos fen6tipos como a hemélise, a viruléncia e o

crescimento (Goldfine e Shen, 2007).

A aplicacdo de varios procedimentos de subtipagem resultou na classificagdo de
estirpes de L. monocytogenes em trés linhagens. A linhagem | compreende os
serétipos 1/2b, 3b, 4b, 4d e 4e, e é considerada a mais virulenta. A linhagem Il (1/2a,
1/2c, 3a e 3c) e linhagem Il (4c e 4a) sdo consideradas menos significativas, estando
raramente associadas a casos de listeriose (Wiedman et al, 1997; Zhang et al, 2003,
Liu, 2006).

1.3 - Contaminacéao de alimentos por Listeria monocytogenes

A bactéria L. monocytogenes faz parte da microbiota do tracto gastrointestinal de
alguns animais, tais como bovinos, ovinos, suinos e galinaceos. No entanto, esta
bactéria ja foi igualmente isolada a partir de outro tipo de animais, entre os quais,
crustaceos, ostras e alguns peixes (Vasquez-Boland et al, 2001). Esta bactéria
também pode ser encontrada no solo, na vegetacdo e em aguas residuais, de rios e

de estuarios, provavelmente devido a contaminacdes fecais (Rocourt et al., 2000).

A presenca de L. monocytogenes em diversos tipos de alimentos pode ser explicada
pela ubiquidade desta bactéria. Por este motivo a contaminagdo de matérias-primas e

de alimentos nao processados é frequente, sendo os alimentos ndo sujeitos a



tratamentos térmicos, mais susceptiveis de permitir a sua presenca. Assim esta
bactéria tem sido detectada em vérios alimentos, sendo os mais comuns: saladas,
queijos processados a partir de leite ndo pasteurizado, carne e produtos carneos,
salméo, molhos, patés, entre outros (Vasquez-Boland et al, 2001).

1.4 - Transmisséao de Listeria monocytogenes

A infeccdo provocada por L. monocytogenes depende principalmente do estado
imunitario do hospedeiro, da viruléncia da estirpe, da quantidade de inoculo e da
composi¢do do alimento, como por exemplo o teor em sal, 4gua disponivel e acidez
(McLauchlin et al, 2004). De acordo com Vazquez-Boland et al. (2001), os alimentos
implicados nalguns surtos apresentam concentragdes superiores a 10° células de L.
monocytogenes por grama de alimento. Os mesmos autores referem ainda que o
consumo de alimentos com concentragfes de L. monocytogenes inferiores a 107
células por grama, representa um baixo risco para o consumidor, no entanto, podem

ser suficientes para causar infeccdo em grupos de risco.

A infeccdo em humanos, pode ocorrer por varias vias entre elas aérea, cuténea,
transplacentaria, infeccdes associadas aos cuidados de saude (IACS), por contacto
directo ou via digestiva, mas alguns estudos de vigilancia e investigacdo de surtos
recentes, demonstraram que o0 tracto gastrointestinal é a via mais frequente de
infeccdo por L. monocytogenes (McLauchlin et al., 2004). Deste modo, o0 tracto
gastrointestinal constitui o primeiro local onde esta bactéria se ira fixar, e como
consequéncia, os sintomas associados a infec¢do sdo, numa fase inicial, semelhantes
aos manifestados pelas restantes patologias infecciosas do tracto gastrointestinal
(Vazquez-Boland et al., 2001).

Nos idosos, doentes imunocomprometidos e recém-nascidos, a listeriose manifesta-se
principalmente sob a forma de infec¢do do sistema nervoso central, como por exemplo
a meningite e uma infeccdo sanguinea generalizada. Nas gravidas os sintomas
confundem-se muitas vezes com um sindroma gripal, ocorrendo a propagacdo da
infeccdo da mée ao feto, através da placenta, podendo provocar aborto (normalmente
no final do segundo trimestre), ou 0 nascimento de bebés com patologias graves
(Keto-Timonen, 2008). Deste modo, o despiste da listeriose pode ser camuflada pelo
tipo de sintomas, permitindo a progressdo da infeccdo dando origem a quadros
clinicos de maior gravidade, como é o caso da meningite. Este periodo infeccioso

podera ter uma duracao de 20 a 30 dias (Vazquez-Boland et al., 2001).



1.5 - Mecanismos de infec¢céo de Listeria monocytogenes

A bactéria L. monocytogenes possui a capacidade de infectar diversos tipos de
células no hospedeiro. Por um lado podem infectar células da linha fagocitaria,
como as células dendriticas (Kolb-Maurer et al., 2000) e macrofagos (Mackaness
et al., 1962). Por outro lado também possuem a capacidade de infectar células nao
fagocitarias, como as células epiteliais, endoteliais e hepatdcitos (Gaillard et al.,
1987; Galillard et al., 1986; Berche et al., 1986), mediando a entrada celular.

Y

O processo de infeccdo por L. monocytogenes, devido a ingestdo de alimentos
contaminados, inicia-se com a colonizagdo do tracto gastrointestinal, seguida da
deslocacao da bactéria para o figado e multiplicacéo neste 6rgdo. Segue-se a infecgéo
de outros tecidos, tais como a colonizagdo da placenta e do feto ou a invasdo do
cérebro, o que pode conduzir, no primeiro caso, ao aborto ou septicemia neonatal ou,
no segundo caso, ao desenvolvimento de meningite ou septicemia (Lecuit, 2007). A
infecgdo causada por esta bactéria pode levar horas, semanas ou meses a manifestar-
se. Apresenta-se a seguir o esquema do processo infeccioso de L. monocytogenes
(Lecuit, 2007).

Alimentos Figado

contaminados !
& :~ y
- -

Cérebro—Barreira
hemato-encefalica
(meningites, encefalites)

Intestino—Barreira
inte stinal
(gastroenterites)

Baco Placenta—Barreira placentaria
{infecgdesfetais)

Figura 1 - Percurso de infec¢éo por Listeria monocytogenes (Fonte: Lecuit, 2007)



1.5.1 - Ciclo de infeccéao intracelular

No interior do hospedeiro, L. monocytogenes tem a capacidade de induzir a sua
prépria internalizacdo em células que normalmente ndo tém funcbes fagocitarias,
conseguindo transferir-se de célula em célula como se descreve em seguida, sem

contactar com o ambiente extracelular (Vazquez-Boland et al., 2001).

A invasao de células nado fagociticas implica um mecanismo do tipo “Fecho de correr”,
no qual a bactéria entra gradualmente nas estruturas da superficie da célula
hospedeira até que é finalmente abarcada. Os receptores da célula hospedeira usados
por Listeria spp incluem a proteina transmembranar E-caderina (Mengaud et al, 1996),
o receptor Met do factor de crescimento hepatico (HGF) (Shen et al, 2000) e
componentes da matriz extracelular como os proteoglicanos sulfato de heparano (do
inglés HSPG) e a fibronectina. (Gilot et al, 1999).

Para aderir e invadir as células do hospedeiro, esta bactéria utiliza varias proteinas
conhecidas como invasivas ou internalinas
(A e B), que interagem com receptores
celulares de membrana que permitem a : ] do ciclo
internalizacdo da bactéria na célula
hospedeira. No ambiente intracelular a
bactéria segrega a proteina listeriolisina O,
responsavel pela sua capacidade de
invasao e viruléncia, uma vez que é capaz
de provocar a lise do vacuolo fagocitico e

transitar para o citoplasma. Este passo da

/ Lisedo
agolisossoma M

destruicdo da membrana é essencial para
a sobrevivéncia e proliferagdo da bactéria
(Goebel et al, 1997). Ao ser libertada para
o citoplasma a bactéria pode multiplicar-se

através da proteina actina A, e utiliza os

filamentos de actina para se deslocar até a . . . -
Figura 2: Ciclo de infecg&o intracelular

membrana plasmatica, formando um tipo de L. monocytogenes. Fonte: Olivares
de “cauda de cometa”. Quando alcanca a (2009)

membrana induz a sua internalizagdo na célula adjacente, e o ciclo volta-se a repetir
na nova célula hospedeira, até chegar ao figado. Através deste ciclo a L.
monocytogenes consegue deslocar-se de célula em célula, mantendo-se indetectavel
pelo sistema imunoldgico (Bania et al., 2009; Olivares, 2009; Gandhi e Chikindas,

2007).



1.5.2 - Factores de viruléncia

Sdo véarios os factores de viruléncia associados ao género Listeria, entre eles
destacam-se a hemolisina Hly, as fosfolipases, a actina A, as internalinas, a proteina
associada a invasdo (P60), entre outros, que sdo conhecidos como factores

secundarios (Gaillard et al., 1991; Vasquez-Boland et al, 2001).

Para a incorporacd@o de Listeria na célula hospedeira, existe um numero de genes
envolvidos na viruléncia que capacitam a bactéria para a entrada, replicacao, e difusao
na célula hospedeira. Muitos desses genes estao localizados na mesma regido
cromossomica formando um conjunto de genes de viruléncia de 9 kb (Figura 3) que
esta confinado as espécies patogénicas L. monocytogenes e L. ivanovii (Domann et
al., 2002) e é denominado de ilha de patogenecidade de L. monocytogenes -1 (LIPI-1)
(Vazquez-Boland et al, 2001).

prfA  plcA hly mpl actA plcB
| N
o
PrfA

+
w—(

inlA inlB

Figura 3: Organizacdo dos genes de viruléncia e regulagdo por PrfA. Os sinais mais (+)
indicam a regulacé&o positiva da transcricdo por PrfA (Fonte: Doman et al., 2002)

Este agrupamento compreende seis genes que estdo actualmente bem caracterizados
e que séo eles, prfA, plIcA, hly, mpl, actA e plcB. Os produtos destes genes de
viruléncia consistem na listeriolisina (hly), a fosfolipase C especifica para
fosfatidilinositol (plcA), a fosfolipase C especifica para fosfatidilcolina (plcB), a
metaloproteina (mpl), a proteina envolvida na polimerizacéo da actina (actA) e o factor
PdfA de regulacéo positiva (prfA) (Kuhn e Goebel, 1999).

Os genes de internalina inlA, inIB e inlC que codificam a producéo de internalina, InIB e
InIC respectivamente, o gene iap que codifica a proteina lap ou P60 e outros genes
gue se julga possuirem um desempenho na viruléncia da bactéria encontram-se

localizados fora do agrupamento PrfA. Porém a maioria destes ultimos encontram-se



ligados ao conjunto de genes de viruléncia, assim como sdo regulados pelo activador
transcripcional PrfA (Kuhn e Goebel, 1999). A expressao do gene iap é independente
do operéo PrfA e é apenas controlada ao nivel pos-transcri¢cao (Pilgrim et al, 2003).

1.6 - Propriedades e estrutura da parede celular bacteriana

A parede celular das bactérias Gram-positivas possui véarias fungdes, entre as quais a
proteccdo mecanica e osmotica. Também serve como local de alojamento de
proteinas que interagem com o ambiente permitindo a reac¢do da célula a certos
sinais ambientais. Também € responsavel, em parte pela permeabilidade das
proteinas, pela presenca das hidrolases do peptidoglicano, adesinas e pela
hidrofobicidade da superficie celular (Neuhaus e Baddiley, 2003).

O citoesqueleto da parede celular bacteriana é constituido por peptidoglicano ou
mureina ligada a varias moléculas como, os acidos teicéicos, acidos lipoteicdicos,

polifosfatos e carbonos (Scheffers e Pinho, 2005).

A parede das bactérias Gram-positivas tem pelo menos 10 a 20 camadas de glicano,
enquanto que a parede celular das Gram-negativas € composta por apenas uma a

duas camadas (Labischinski et al., 1991).

A camada de peptidoglicano é uma estrutura dindmica que se encontra em constante
remodelacdo, devido a sua expansdo durante o crescimento celular e clivagem
durante a divisdo celular e lise. O peptidoglicano € um polimero composto por
aclcares e aminoacidos. A componente dos acucares consiste em residuos
alternados de dissacarideos [(-(1,4), ligados a N-acetil-D-glucosaminas (NAG) e a
acidos N-acetilmuramicos (NAM), ligados covalentemente por ligagcdes peptidicas. A
cadeia de péptidos é ligada a uma cadeia de péptidos de outra cadeia do glicano
vizinho formando uma estrutura de polimero. Em L. monocytogenes a ligacdo é
directamente entre o acido meso-diaminopimelico (m-Dpm) na posicdo 3 de um
péptido e o residuo D-alanina (D-Ala) na posicao 4 de outro péptido, uma configuracao
incomum nas bactérias Gram-positivas e que mais se assemelha a parede celular das

bactérias Gram-negativas (Dhar et al., 2000; Fiedler, 1988; Kamisango et al., 1982).

No geral, a formacéo do peptidoglicano pode ser dividida em trés etapas: a primeira
etapa da biossintese da parede celular ocorre no citoplasma e leva a formagéo de
precursores nucledtidicos ligados a um acucar, a UDP-N-acetilmuramil-pentapeptideo
(UDP-NAM-pentapeptideo) e a UDP-N-acetilglucosamina (UDP-NAG). A segunda

etapa ocorre na membrana citoplasmatica e leva a sintese de precursores lipidicos



intermediarios. O fosfo-NAM-pentapeptideo, metade do UDP-NAM-pentapeptideo é
transferido para o receptor membranar bactoprenol, originando o lipido | (NAM-
pentapeptideo-pirofosforilundecaprenol). O NAG do UDP-NAG é depois adicionado ao
lipido I, originando o lipido 1l (NAG-B-1,4,-NAM-pentapeptideo-pirofosforil-
undecaprenol) (Scheffers e Pinho, 2005).

O bactoprenol lipofilico possui um papel essencial na biossintese da parede celular,
possibilitando a célula o transporte de precursores hidrofilicos a partir do meio
citoplasmético aquoso, através da membrana hidrofébica para os sitios externos da
incorporagdo do peptidoglicano. A terceira e Ultima etapa, ocorre na parte exterior da
membrana citoplasmética, envolvendo a polimerizacdo de unidades péptidicas
dissacaridicas e a incorporagdo no peptidoglicano em crescimento, sob a acgéo de
transpeptidases ou ainda proteinas de ligacdo a penicilina (do inglés Penicilin-binding
proteins, PBPs) (Scheffers e Pinho, 2005; Carballido-Lépez e Formstone, 2007).

A formacado do peptidoglicano € um processo que envolve varias enzimas da familia
das PBP’s, como as transglicolases, transpeptidases e D-alanil-D-alanina
carboxipeptidases. Estas enzimas sintetizam as liga¢des do peptidoglicano a partir dos
intermediarios lipidicos e medeiam a remocdo da D-alanina do precursor do
peptidoglicano (Scheffers e Pinho, 2005; Mohammadi et al., 2007).

Em L. monocytogenes, cinco proteinas foram caracterizadas como PBPs, contudo
estudos mais recentes reconheceram mais seis proteinas com homologias para as
PBPs (Bierne e Cossart 2007; Guinane et al., 2006). Foram identificadas proteinas
como as PBP1, 2, 3 e 4 que catalizam reacc¢des de polimerizacdo no peptidoglicano e
a PBP5 onde foi determinada a actividade enzimatica (Korsak et al., 2005; Guinane et
al., 2006). Nos estudos realizados por Guinane e colaboradores (2006), também foi
sugerido que a PBP3 possui um papel central na resisténcia aos antibidticos f3-

lactamicos em Listeria spp.

1.6.1 - Hidrolases da parede celular de L. monocytogenes

A separacdo das pontes moleculares do peptidoglicano é necessaria para permitir a
insercdo de novo material na parede celular para a divisdo celular e para a
manutencédo da estrutura da célula. As hidrolases do peptidoglicano sdo enzimas que
possuem actividade hidrolitica em relacdo a certos componentes da parede celular.
Elas estdo presentes na maioria das bactérias e possuem um papel crucial na divisdo

da parede celular e lise na clivagem do peptidoglicano (Bierne e Cossart, 2007,



Vollmer et al., 2008). Também estéo envolvidas na biossintese da nova parede celular
e em varios processos celulares como a secre¢ao proteica, a formacao de biofilme, a
competéncia genética e formacdo do flagelo (Holtje, 1998). Certas hidrolases,
designadas por autolisinas sdo capazes de degradar a parede celular, levando a lise
da célula bacteriana (Smith et al., 2000). Estas enzimas formam orificios na camada
de peptidoglicano, permitindo a incorporacdo de novo material na parede celular.
Geralmente, elas contém dois dominios diferentes activos, um para a ligacdo a parede
celular e outro para a actividade de clivagem (Joris et al., 1992).

Em L. monocytogenes, muitas enzimas hidroliticas, como a P60, Ami e Auto, estao
implicadas na modulagédo da viruléncia (Milahanic et al., 2001). Enzimas hidroliticas
podem ser categorizadas de acordo com a sua especificidade na separacdo do
peptidoglicano, sendo classificadas de N-acetilmuramidases, N-
acetilglucosaminidases, N-acetiimuramil-L-alanina amidases, endopeptidades e

transglicosilases (Holtje, 1995).

1.6.1.1 - Proteina associada a invasdo, P60

A proteina P60 codificada pelo gene iap, foi a primeira autolisina descrita como
estando envolvida no processo de invasdo de L. monocytogenes (Kuhn e Goebel,
1989). E classificada como uma endo-N-acetiimuramidase, com fungdes ao nivel da
divisdo celular, aderéncia e invasdo de L. monocytogenes a células mamiferas
hospedeiras (Kuhn e Goebel, 1989; Wuenscher et al., 1993).

Em 2003, Pilgrim e colaboradores, sugeriram a mudanca da designacdo de iap
(proteina associada a invasdo) para cwhA (hidrolase da parede celular A) e
consequentemente a alteracdo de P60 para CwhA.

A mutacdo do gene iap resultou numa morfologia anormal, caracterizada pela
presenca de células filamentosas com um septo formado (Wuenscher et al, 1993). Foi
estabelecida uma ligacdo entre a proteina P60 e a patogenecidade de L.
monocytogenes (Kuhn e Goebel, 1989). Os mutantes de L. monocytogenes com o
gene iap interrompido mostraram, que niveis baixos de P60 tornam menos eficiente a
entrada em certas células eucariotas, sugerindo um papel para a P60 no processo de
invasdo. Verificou-se que, ao expor os mutantes de L. monocytogenes néo invasivos a
accdo da proteina P60, estes readquirem a capacidade invasiva. Deste modo, esta

proteina foi associada a viruléncia, estabelecendo-se uma relacdo entre o0s
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componentes da superficie celular da bactéria L. monocytogenes e o seu potencial

patogénico (Kuhn e Goebel, 1989).

Os quatros membros da familia P60 sao: Spl (P45), Lmo0394, Lmo1104 e a propria
P60. Além da P60, a P45 (Spl) é a Unica proteina desta familia de L. monocytogenes
conhecida por apresentar actividade litica no peptidoglicano (Schuber et al., 2000).

Além das propriedades descritas, a proteina P60 desempenha um papel importante na
resposta imune contra L. monocytogenes. Anticorpos especificos para a P60 actuam
como opsoninas e podem desempenhar um papel na prevengcdo de infeccbes
sistémicas em doentes imunocomprometidos (Kolb-Maurer et al., 2001).

1.6.1.2 - A Autolisina P45

A autolisina P45 € uma proteina que apresenta varias semelhangas com a P60 (Kuhn
e Goebel 1989). Desde que a actividade de hidrolase do peptidoglicano foi descrita
para a P60, Schubert e seus colaboradores (2000), assumiram que a P45 pode ter
uma funcdo semelhante. A forte semelhanca entre ambas esta localizada num
fragmento de aproximadamente 120 aminoacidos na zona C-terminal das proteinas.
Em contraste com a P60, a P45 hidrolisa preferencialmente células de L.
monocytogenes, uma vez que nao foi detectada actividade bacteriolitica com células
de Micrococcus luteus (M. luteus). Consequentemente 0 gene que codifica a P45, foi

designado de spl (secreted protein with lytic activity) (Schubert et al, 2000).

1.7 - Determinagédo e manutencao da forma da parede celular

Nas bactérias existem uma grande variedade de formas e, historicamente, a
morfologia celular tem sido um importante critério taxonémico. As formas mais
comummente encontradas sdo a cocOide e a bacilar (Daniel e Errigton, 2003).
Andlises filogenéticas indicam que bactérias com forma cocoide, advém de
precursores com forma de bacilo, que durante o seu periodo de evolucdo foram

perdendo genes intervenientes na extensao celular (Siefert e Fox, 1998).

No grupo do dominio Bacteria, a camada de peptidoglicano da parede celular é o
maior determinante para a forma celular. Apos a formacdo do peptidoglicano, a
estrutura resultante compreende uma Unica grande molécula que cobre toda a

superficie da célula (Daniel e Errigton, 2003; Figge et al., 2004).
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Durante muitos anos, a visdo predominante era que as bactérias ndo continham
elementos do citoesqueleto sendo apenas moldadas por um “exoesqueleto” - a parede
celular. No entanto, foram recentemente descobertos nas bactérias, homologos dos
elementos do citoesqueleto eucariotas, que desempenham fung¢des na segregacéo do
DNA, na polaridade celular, esporulagdo e na formagdo de estruturas do
citosesqueleto que direccionam a forma da parede celular, modulando a localizagéo e
actividade da sintese de peptidoglicano (Cabeen e Jacobs-Wagner, 2005).

O processo de expansao do peptidoglicano é complexo porque requer a insercdo de
novo material dentro da estrutura ja existente, sem comprometimento da integridade
da parede. Para o efeito a parede tem de ser uma estrutura dindmica, continuamente
sintetizada e remodelada para permitir a formagéo de um septo, seguido de separacao
durante a divisdo e a inser¢cdo de novo material durante o crescimento (Carballido-
Lopez et al., 2006).

1.7.1 - Aformacéao do septo

A divisdo celular é estritamente regulada para assegurar uma producéo eficiente e
precisa dos cromossomas, e manter o tamanho e forma da célula. A proteina FtsZ
desempenha um papel central na regulacéo da divisdo celular. Encontra-se altamente
conservada e estd presente na maioria das bactérias, representando a estrutura
homologa para a tubulina eucariotica (van den Ent et al., 2001). Ela forma um anel
(anel - Z) no centro da célula bacteriana e desencadeia a juncdo dos mecanismos de
divisdo (divissoma), entre 0os quais as proteinas como, a Ftsl e a FtsW. Além do mais,
o anel Z também provoca a actuacéo de enzimas que sdo menos especializadas, mas
que sao necessarias para a expansado lateral do PG, como a PBP1B, uma
transglicosilase (Kawai e Ogasawara, 2006; Pichoff e Lutkenhaus, 2007). A proteina
FstZ ao actuar no local de divisdo é implicada no processo de determinacdo da forma
celular. Consequentemente o tamanho da célula € determinado pela divisdo celular
(Addinall e Lutkenhaus, 1996).

1.7.2 - O processo de Elongacéao

Durante a fase de elongacéo, a células crescem ao longo de um eixo longitudinal com
um pequeno aumento na largura. Uma vez que o comprimento celular critico seja

atingido, a sintese da parede celular muda de direcgéo, voltando-se para dentro e
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formando um septo de divisdo celular. A regulacdo destas duas fases € coordenada
com outros eventos relacionados com o ciclo celular, como a replicacdo do DNA e a
particdo cromossomica (Figge et al., 2004).

Estudos realizados em B. subtilis e Caulobacter crescentus demostraram que a forma
de bacilo requer genes mre (regido de mureina ‘e’ - mreB, mreC e mreD) assim como
rodA e pbp2. Apesar de RodA e PBP2 serem requeridos para a sintese do PG lateral
(analogos para a funcdo dos ortélogos FtsW e Ftsl, respectivamente, na sintese do
septo PG), o mecanismo pelo qual os genes mre determinam a forma bacilar, tem sido
alvo de investigacao. Os referidos genes organizam os mecanismos para a sintese de

PG, essencial para a elongacao (Pichoff e Lutkenhaus, 2007).

Os genes mre foram inicialmente identificados em mutantes de E. coli que foram
afectados na sua sensibilidade para a andinocilina, um antibiético que inibe a PBP2
(Wachi et al., 1987; 1989).

Os dois tipos de mutacdo que afectam a classificacdo da forma de bacilo em B.
subtilis, designam-se de mutantes fts (filamentos) e mutantes rod (redondos), onde
sdo mapeados genes que codificam proteinas associadas a sintese da parede celular,
envolvidas na formacdo do septo e no processo de elongagdo, respectivamente

(Carballido-Lopes e Formstone, 2007).

Alguns investigadores tém estudado a regido do operdo mreBCD e foram referidas
dificuldades na complementacdo da mutagdo no mreB o que sugere efeitos polares na

transcricdo do mreC e mreD (Leaver e Errigton, 2005).

1.7.2.1 - Proteinas MreC e MreD

Estudos realizados na bactéria B. subtilis, revelaram que as proteinas MreC e MreD
sao codificadas por genes conservados que parecem estar envolvidos no controlo da
forma celular, exercendo a sua funcdo na mesma via morfogenética que o MreB.
Encontram-se invariavelmente no operdo imediatamente depois do gene mreB. E
previsto o MreC ter um Unico espaco transmembranar com o dominio maior C-terminal
fora da membrana citoplasmatica. A proteina MreD é predominantemente hidrofobica
com quatro ou seis espacos transmembranares e ambos os terminais C e N dentro da

célula (Leaver e Errigton, 2005).

Van den Ent e colaboradores (2006), em conjunto com outros estudos, ao analisarem
a estrutura do MreC, verificaram que a cauda citoplasmatica do MreC é bastante

variavel e muito curta em alguns organismos (apenas seis residuos aminoécidos em
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B. subtilis), parecendo pouco provavel que possa exercer uma grande interac¢cdo com
MreB. Possivelmente a terceira proteina codificada pelo operdo mre, MreD, exerce
uma funcdo como intermediario, estabelecendo uma ligagdo entre o MreB

citoplasmético e o MreC.

Recentes descobertas indicam que eles também desempenham uma funcdo no
crescimento hélico da parede cilindrica e que exercem interac¢gdes com PBPs de alto
peso molecular especificas para a elongacdo, como a PBP2a e a PbpH, sugerindo que
o MreC/D liga o MreB ao citosqueleto, na zona citosdlica da membrana, para o0s
enzimas modificarem a parede celular no local extracelular da membrana (Carballido-

Lépes e Formstone, 2007; van den Ent et al., 2006).

Uma deficiéncia em MreC e MreD resulta na formacdo de células esféricas que
eventualmente lisam, provavelmente por causa da sua deficiéncia na sintese de
peptidoglicano na zona cilindrica da célula (Lee e Stewart, 2003; Leaver e Errigton,
2005).

1.7.2.2 - A Proteina MreB e seus homoélogos

O gene mreB codifica uma proteina de 37 kDa que mostrou possuir semelhancgas
significativas com os membros da superfamilia Hsp70. (Bork et al., 1992). Com estas
semelhangas, a proteina MreB tem demonstrado cruzar-se numa estrutura que é
estreitamente similar & actina eucariota. Mostrou formar espirais que atravessam o
eixo longitudinal das células de B. subtilis, uma descoberta que sugere que a bactéria
contém no citoesqueleto uma protéina do tipo actina, que é comparavel com a dos

eucariotas, que dita a sua forma celular. (Figge et al., 2004).

A verificacdo das sequéncias dos genomas bacterianos revelou que o mreB esta
ausente dos genomas dos organismos cocoides, no entanto este encontra-se
representado em bactérias com formas mais complexas, desempenhando um papel
essencial na elongacéo cilindrica, distribuindo varios componentes do metabolismo do
peptidoglicano ao longo do comprimento da célula (Figura 4) (Jones et al., 2001;

Carballido-Lopez e Formstone, 2007).
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Inicio da

e —— Elongagdo — — Inicioda divisaso —
divisao
FtsZ MreB FtsZ
i Cocos | Bacilos
S. aureus B. subtilis | E. coli

Figura 4: O citoesqueleto bacteriano. O Gnico elemento presente nas bactérias em forma de
coco (esquerda) é a proteina FtsZ (verde) que define o anel da divisdo celular e o plano de
divisdo. A maioria das bactérias em forma de bacilo (direita) também contém um ou mais
homdlogos MreB (vermelho), que exibem um padréo de localizagao tipo hélice e sdo essenciais
para o controlo do comprimento celular. Na zona da diviséo celular, o anel FtsZ forma e define
o plano de divisédo. (Fonte: Cabeen e Jacobs-Wagner, 2007).

A proteina MreB tem sido visualizada em diversas bactérias, entre as quais os bacilos
B. subtilis e E. coli (Carballido-Lépez et al., 2006) e a bactéria dismérfica Caulobacter
crescentus (Figge et al., 2004; Gitai et al., 2004).

Em B. subtilis e E. coli foi demonstrado que uma deficiéncia ou a inactivagdo induzida
por antibidticos da proteina MreB, leva a um gradual alargamento da célula durante a
fase de elongacdo, mas que depois estimula um arredondamento celular durante o
crescimento, por longos periodos de tempo (Jones et al., 2001; Figge et al., 2004; Gitai
et al., 2005).

Algumas espécies possuem varios homodlogos MreB. Em B. subtilis existem trés:
MreB, Mbl e MreBH, mas a maioria s6 tem um, o MreB. Em Listeria também existe um
homdlogo, o Mbl (Imo2525) (Glaser et al., 2001)

Estudos realizados por Carballido-Lopez e colaboradores (2006), nas trés isoformas
da actina na bactéria B. subtilis, mostraram que a auséncia da expressdo das mesmas
resulta em defeitos especificos na parede celular. O Mbl afecta o controlo linear do
eixo, direccionando a inser¢cdo do PG ao longo da parede lateral, no entanto o seu
papel especifico mantém-se duvidoso. O MreB é um importante determinante no
alargamento da célula, e também se considera que actua directamente na montagem
dos componentes da parede celular. Finalmente o MreBH desempenha um papel
distinto na morfogénese celular, provavelmente no controlo da actividade autolitica ao
longo da parede celular lateral, direccionando a localizacdo da hidrolase LytE. No que

respeita & organizacdo, o Mbl forma uma estrutura do tipo dupla hélice que corre o
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comprimento da célula, enquanto que o
MreB forma hélices curtas com algumas
curvas dentro da célula (Jones et al.,
2001).

A proteina MreB é essencial para a Tag

(?)

viabilidade de B. subtilis, e as células

com inactivacdo do gene mbl séo MreBH| Mbl | MreB

morfologicamente  distorcidas, com ’

irregulares curvaturas e saliéncias. A
Figura 5: Modelo esquematico da
organizagdo dos componentes presentes no

desencadeia a formacdo de células complexo de elongacédo de B. subtilis. (Fonte:
Carballido-Lopez e Formstone, 2007)

deficiéncia em MreBH, também

coccoides (Soufo e Graumann, 2003).

Na bactéria E. coli, Kruse e colaboradores (2004), verificaram que a deficiéncia das
trés proteinas Mre, individualmente, provoca uma mudanga dramatica da morfologia
da célula, resultando numa lise celular. Da mesma forma que B. subtilis, concluiram
gue o genes mreBCD, sdo essenciais para a viabilidade de E. coli. A deple¢éo dos trés
genes confere fendtipos muito semelhantes entre si, sugerindo que as proteinas

actuam no mesmo processo morfogenético.

A proteina MreB também tem sido mencionada na segregagdo cromossomica. Em E.
coli o aumento da expressao de proteinas MreB disfuncionais, preveniram a
separacao nucleodide (Kruse, et al., 2004). Em B. subtilis e C. crecentus, a deficiéncia
em MreB também perturbou a segregacdo do DNA (Soufo e Graumann, 2003; Gitai et
al., 2004). Estas evidéncias levantam a hipétese de que a proteina MreB pode
coordenar a extensdo da parede celular com a segregacdo do DNA (Kruse, et al.,
2004).

Nos estudos realizados com a bactéria C. crescentus, a inactivacdo do gene mreB,
resultou em células com forma de limdo que demonstra o defeito na integridade da
parede celular. A localizagdo do MreB observou-se em bandas ou espirais que

circularizavam a célula ao longo do seu comprimento (Figge et al., 2004).

A ligacdo entre a forma celular e a sintese da parede celular foi demonstrada em B.
subtilis, por Daniel e Errigton (2003). Os autores utilizaram o antibiético vancomicina
ligada a fluorescéncia para examinar a topologia da sintese da parede celular. Desta
forma, observaram um padrdo de bandas ao longo do eixo longitudinal da célula em

forma de bacilo, relembrando o padrao hélico exibido pela proteina MreB.
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1.8 - Objectivos

O presente trabalho, teve como principal objectivo esclarecer a participacado dos genes
mreB e spl, no processo autolitico de L. monocytogenes. A andlise protedmica,
realizada anteriormente entre uma estirpe autolitica, a C897 e outra ndo autolitica, a
EGD, revelou diferencas de expresséo nos genes referidos acima. Verificou-se que a
proteina MreB da estirpe C897 encontrava-se no secretoma em menor quantidade que
no secretoma da estirpe EGD, colocando-se a hipétese que a proteina MreB podera
ficar retida na parede celular da C897 e ndo ser excretada, provavelmente devido a

actividade de autolisinas como a P60 ou P45.

Para esclarecer o papel das proteinas MreB e P45 recorreu-se a técnica de
mutagénese, para se interromper a expressao dos genes mreB e spl, por insercao de
um vector por recombinacdo homaéloga. A visualizag&o do local de sintese da nascente
do peptidoglicano foi inicialmente verificada. A expressdo do gene mreB também foi

estudada através de fusdo com uma proteina fluorescente.

Os mutantes obtidos foram avaliados quanto a capacidade litica e susceptibilidade a
autdlise, assim como a sua capacidade de aderéncia e invasdo a células de

fibroblastos.
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2 - Material e Métodos

2.1 - Fluxogramas

2.1.1 - Mutagénese

Amplificacdo por PCR de um fragmento dos genes
mreB e spl da estirpe EGD e C897 de L.
monocytogenes, com a introdug&o dos locais de
restricdo para as enzimas EcoRI e Hindlll

Clonagem dos fragmentos
obtidos no vector pGEM-T
Easy em células DH5a

Seleccao dos transformantes
em placas de LB com AMP

Subclonagem dos fragmentos
obtidos no vector de integracéo
pAUL-A em células DH10p3

Selecg¢édo dos transformantes
em placas de LB com ERY

Electroporacao dos plasmideos construidos
anteriormente (pAUL-A + mreB / spl) nas estirpes
EGD e C897 de L. monocytogenes

Selecc¢éo dos transformantes
em placas de BHI com ERY

Caracterizacdo dos mutantes:

e Analise de expressao do gene mreB por PCR em tempo real
e Crescimento dos mutantes em meio TM
e Inducdo da lise e da autélise
Visualizacao por fluorescéncia com vancomicina ligada a fluoresceina
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2.1.2 - Fuséao da proteina MreB com a proteina fluorescente GFP

Amplificacdo por PCR do gene inteiro mreB da
estirpe EGD de L. monocytogenes, com a introducéo
dos locais de restricdo para as enzimas Xmalll e Kpnl

Clonagem dos fragmentos
obtidos no vector pMUTIN-
GFP+ em células DH10B

Selecg¢édo dos transformantes
em placas de LB com AMP

Electroporacao dos plasmideos construidos
anteriormente (pMUTIN-GFP+mreB) nas estirpes
EGD e C897 de L. monocytogenes

Selecg¢édo dos transformantes
em placas de BHI com ERY

Caracterizacdo das fusdes do gene mreB com a
proteina fluorescente GFP:
e Analise morfolégica por coloracéo de Gram
e fluorescéncia
e Ensaio de inducéo da lise
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2.2 - Material

2.2.1 - Equipamentos

Camara de Fluxo Laminar Bio 48 (Faster);
Incubadora (Binder);

Incubador de CO, COM-18AIC (Sanyo);
Autoclave Uniclave 88 — 40x60 (AJC);
Centrifuga refrigerada Mikro 22R (Hettich);
Captador de imagem EDAS-290 (Kodak);
Balanca analitica XS 410 (Fisher-Scientific);
Balanca analitica AE 200 (Metter);

Banho seco myltiplaces (Selecta);

Banho SW (Julabo);

Medidor de pH GLP21 (Crison);

Camara de PCR Mini-V PCR (Telstar);
Termociclador T-personal (Biometra);
Termociclador T-Gradient (Biometra);
Termociclador T1 (Biometra);

Vortex PCV 2400 (Grant-Bio);

Tina de Electroforese GNA 100 (Pharmacia Biotech);

Fonte de electroforese electrophoresis Power supply-EPS 301 (Amersham

Pharmacia Biotech);
Espectrofotometro UV-visivel 1700, Pharmaspec;
Aparelho de leitura de absorvéncia — Labsystems BioscreenC, Thermo:

Aparelho icycleriq multicolor real time PCR detection system (BioRad, Hercule,
EUA);

Microscépio Carl Zeiss, Axioimager Z2.
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e Leitor de microplacas - TECAN

e Camara de fluxo laminar BH-EN2003 (Faster).

2.2.2 - Solugdes Tampéo

e Tampéo TAE (50x): 2mM Tris, 5,71% (v/v) &cido acético glacial, 50 mM EDTA;

Tampéo GES: 5 M Tiocianato de guanidina, 100 mM EDTA, 1% (p/v) sarcosil;

Tampéo Lise: 10 mM Tris-HCI pH 9, 50 mM KCl, 0,001% (v/v) Triton-X;

Tampéo fosfato salino (PBS) 10x: 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PO,, 2,7 mM
KCl, 0,137 M NacCl;

Tampao Cloreto de célcio: 5 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM MgCl,, 100 mM CacCl,

e 15% glicerol;

Tampao Glucose, Tris, EDTA (GTE): 50mM Glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10
mM EDTA pH §;

Tampao de amostra: 0,25% (p/v) azul bromofenol, 25% (p/v) -Ficol tipo 400, 10
pg/ml RNaseA.

2.2.3 - Plasmideos

Tabela | — Descri¢do dos plasmideos utilizados

Identificagao Descrigao Origem/Referéncia
Vector para a bactéria E.coli com 3015
pGEM-T Easy Promega
pb
pGEM-T EasymreB | Vector com o fragmento do gene mreB Este estudo
pGEM-T Easyspl Vector com o fragmento do gene spl Este estudo

Vector com 9200 pb, para integracao
PAUL-A ] .p g oras Chakraborty, et al,
num local especifico do genoma de L.

(1992)

monocytogenes

Vector com o fragmento do gene mreB
pAUL-AmreB ~ Este estudo
clonado para transformacao de L.
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monocytogenes

pAUL-Aspl

Vector com o fragmento do gene spl
clonado para transformacgao de L.
monocytogenes

Este estudo

pAUL-AmreB897

Vector com o fragmento do gene mreB
clonado para transformacéo de L.

monocytogenes C897

Este estudo

pAUL-Aspl897

Vector com o fragmento do gene spl
clonado para transformacéo de L.

monocytogenes C897

Este estudo

PMUTIN-GFP+

Vector de integragdo, com 6192 pb,
desenhado para fundir proteinas com
uma variante altamente fluorescente da
GFP

Bacillus Genetic
Stock Center /
Kaltwasser et al.
(2002)

PMUTIN-GFP+mreB

Vector com o gene mreB completo para

fusdo em L. monocytogenes

Este estudo

2.2.4 - Material biolégico

Tabela Il — Estirpes de bactérias utilizadas neste trabalho

Estirpe

Descricao / Genotipo

Origem / Referéncia

E.coli DH5a

F endAl ginv44 thi-1 recAl
relAl gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(ry” mg’), A—

Invitrogen

E.coli DH108

F~mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) @80lacZAM15
AlacX74 recAl endAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
nupG A-—

Invitrogen
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L. monocytogenes EGD

Estirpe do serétipo 1/2a

Clinica / Trudeau

Institute

L. monocytogenes C897

Estirpe do serétipo 1/2a

Queijo / INETI-DTIA,
Faleiro et al. 2003

EGDmreB

Eri’, L. monocytogenes EGD

locus correspondente ao gene
mreB, integrado no
cromossoma de L.

monocytogenes EGD

contem o pAUL-A integrado no

Este estudo

EGDspl

Eri', L. monocytogenes EGD
contem o pAUL-Aspl integrado
no locus correspondente ao
gene spl, integrado no
cromossoma de L.

monocytogenes C897

Este estudo

C897spl

Eri', L. monocytogenes C897
contem o pAUL-Aspl integrado
no locus correspondente ao
gene spl, integrado no
cromossoma de L.

monocytogenes C897

Este estudo

EGD::pMUTINGFPmreB

Eri’, L. monocytogenes EGD
contem o pMUTIN-GFPmreB
integrado no locus

correspondente ao gene mreB,
integrado no cromossoma de L.

monocytogenes EGD

Este estudo

C897::pMUTINGFPmreB

integrado no cromossoma de L.

Eri', L. monocytogenes C897
contem o pMUTIN-GFPmreB
integrado no locus

correspondente ao gene mreB,

monocytogenes C897

Este estudo
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2.3 - Métodos

2.3.1 - Coloracéao de Gram

A coloracdo de Gram é uma técnica de coloracdo diferencial, desenvolvida por
Christian Gram em 1884, que permite diferenciar as bactérias em dois grupos
distintos: bactérias Gram positivas e Gram negativas. As diferencas quimicas e
estruturais entre os varios tipos de bactérias, fazem-nas reagir de forma diferente aos

corantes utilizados.

Este tipo de coloragédo foi utilizado para confirmar a pureza das culturas de L.
monocytogenes. Para isso foi preparado um esfregaco da cultura e deixou-se secar ao
ar e depois procedeu-se a fixacdo pelo calor. Apés o arrefecimento o esfregaco foi
coberto com cristal violeta (Merck, Darmstadt, Germany) e ficou a actuar durante 2
minutos. De seguida, lavou-se com &gua destilada para a remoc¢do do corante e
aplicou-se o lugol (Merck, Darmstadt, Germany), deixando-se actuar por 30 segundos.
O lugol foi eliminado por escorrimento e em seguida o esfregaco foi tratado com alcool
a 96%, durante alguns segundos. O alcéol foi eliminado por lavagem com &agua
destilada e colocou-se uma solucdo de contraste, a safranina (Merck, Darmstadt,
Germany), actuando durante 2 minutos. Removeu-se 0 excesso de corante com agua
destilada e deixou-se secar ao ar para se posteriormente observar ao microscopio

Optico com uma ampliacdo de 1000x.

2.3.2 - Extracgcao de DNA

A extraccdo do DNA das estirpes de L. monocytogenes EGD e C897 foi realizada a
partir de culturas crescidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido), durante cerca de 16 h a 37°C. O procedimento foi realizado como
descrito por Pitcher et al., (1989). Resumidamente procedeu-se inicialmente a recolha
das células bacterianas, pela centrifugacédo a 6280 xg durante 10 min a 4°C. Os pellets
celulares obtidos foram depois ressuspendidos em 100ul de tampao de lise e 25ul de
lisozima (10 mg/ml, Sigma, New York, USA) e a incubagéo decorreu durante 45 min a
30°C. De seguida, adicionou-se a mistura 500 pl de tampédo Glucose, Tris, EDTA
(GTE), agitou-se no vortex e colocou-se 5 min no gelo. Apds este tempo, adicionou-se
250 ul de acetato de amédnia 10M, procedeu-se a homogenizacdo e manteve-se em
gelo por 10 min. Posteriormente adicionou-se 500 pl de uma solugao de cloroférmio :
alcool isoamilico (24:1) e misturou-se vigorosamente por inversao. Depois centrifugou-

se a 18890 xg, durante 10 min a 4°C. Esta ultima solu¢do vai remover proteinas
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contaminantes existentes na mistura, desnaturando-as, mas ndo afecta os acidos
nucleicos. A centrifugacdo da emulsdo, formada por esta solucdo, produz uma fase
organica em baixo separada da de cima, fase aquosa (contém o DNA que se pretende
extrair) por uma interface de proteina desnaturada. A solucdo aquosa € entdo retirada
para um eppendorf a qual é adicionado metade do volume de isopropanol frio (Sigma,
New York, USA) que ir4 precipitar o DNA. Posteriormente, centrifugou-se a solucdo a
18890 xg durante 5 min a 4°C de forma a recolher o DNA. Em seguida o pellet foi
lavado com etanol a 70% frio e centrifugou-se novamente a 188890 xg durante 2 min a
4°C. Repetiu-se este Ultimo passo mais duas vezes. Por Ultimo, secou-se o pellet ao ar
e ressuspendeu-se o DNA extraido em 50 pl de agua miliQ que foi dividido em
aliquotas. Apdés a extracgcdo do DNA, procedeu-se a sua quantificagéo e determinacao
da pureza por espectrofotometria e verificou-se a sua integridade por electroforese em

gel de agarose.

2.3.3 - Quantificacao de DNA

Para quantificar o DNA fez-se uma diluicdo das amostras de 1:100 em agua miliQ, e
procedeu-se a leitura num espectrofotobmetro, obtendo-se assim as concentra¢des do
DNA extraido. Esta leitura permite verificar a contaminagdo por proteinas, ao
determinar o valor da razao Ajso/Azg0, SENdO que 0s valores recomendados sdo entre

1,8 e 2 para a razéo Axso/Azgo € 2 para a razao AneolAzso.

2.3.4 - Técnica da reaccao da polimerase em cadeia (PCR)

A Técnica de PCR foi desenvolvida em 1983, por Kary Mullis e é utilizada para
amplificar quantidades pequenas ou mesmo a sequéncia completa de um gene de
DNA especifico do microrganismo alvo. A amplificacdo implica a utilizacdo de
oligonucleétidos especificos (iniciadores, “primers”) que delimitam a regido a
amplificar, de deoxinucledtidos trifosfatos (dNTP's), uma solugdo tampdo com
magneésio (necessario para a actividade enzimatica) e de uma enzima termoestavel, a
Taq DNA polimerase. Com essa enzima a sequéncia-alvo do DNA pode ser
amplificada até um milhdo de vezes apds sucessivos ciclos, sendo que estes
consistem em trés passos. No primeiro passo o DNA é desnaturado, produzindo duas
cadeias simples de DNA. No segundo passo ocorre o emparelhamento, onde os

oligonucleétidos iniciadores (os primers) ligam-se a sequéncias complementares do
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DNA alvo. O terceiro passo consiste na extensdo das novas cadeias formadas, com a
actuacdo da enzima ao adicionar as novas cadeias os desoxinucleotidos trifosfatos
presentes na solucdo. A enzima catalisa a polimerizacao de nucle6tidos no DNA em
dupla hélice na direccdo 5' — 3' na presenca de magnésio. Cada um destes passos
ocorre a temperaturas bem definidas, a desnaturacdo ocorre a 94°C, a extensao
depende das caracteristicas dos primers utilizados, e a temperatura de
emparelhamento vai depender do comprimento do fragmento de DNA a amplificar.

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se a técnica de PCR, para modificar as
extremidades de um fragmento da sequéncia de DNA dos genes mreB e spl, com a
introducdo de locais de restricdo (EcoRI e Hindlll) nos primers, para clonagem no
vector pGEM-T Easy e posteriormente no vector pAUL-A para integracdo no
cromossoma de L. monocytogenes. Também se recorreu a esta técnica para
amplificar o gene inteiro mreB com a introducdo dos locais de restricAo para as
enzimas Kpnl e Xmalll, para subsequente clonagem no vector de fusdo pMUTIN-
GFP+.

Os primers utilizados ao longo do trabalho sdo indicados na tabela Ill. Todos os

primers foram adquiridos a empresa Metabion international AG (Alemanha).

Tabela Ill: Descri¢do dos primers utilizados nas reac¢fes de PCR

: . Tm .
Primers Sequéncia Origem
(°C)
mreEcoRI| | 5-CCGAATTCTGCGGCTATTGGTG-3 64°C | Este estudo
splEcoRl 5-GTTAACGAATTCGTTGATTCTGATAA-3’ 60°C | Este estudo
mreHind 5-ATAAGCTTACAATTCTGGTGGCG-3 61°C | Este estudo
splHind 5-TGGTCAAGCTTCTCCAAGGCTA-3 62°C | Este estudo
mreBR897 | 5-GTAGAATTCACAAAAGCTGGTA-3’ 57°C | Este estudo
splR897 5-TTAAAAGAATTCGCTCGTGCGATGC-3 64°C | Este estudo
Bactl 5"-CCAACAGAAGCTGCAAAACC-3 60°C | Jordan et al.,
2008
, Bubert et al.,
Lis1A 5-GCTACAGCTGGGATTGCGGT-3 60°C
(21997)
Lis1B 5 -TTATACGCGACCGAAGCCAA-3 60°C | Bubert et al.,
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(1997)
UR 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 50°C | Jordan et al.,
2008
FXma 5-CCTCGGCCGTTAGTTCATTTTTTTACGTT-3' | 68°C | Este estudo
RKpn 5-GTCCATGGAATGTTTGGATTTGGTAATAA-3' | 65°C | Este estudo

Para a estirpe EGD, o tamanho dos fragmentos utilizados nesta técnica foi de 429 pb e
501 pb, para os genes mreB e spl, respectivamente. Para a estirpe C897, o tamanho
dos fragmentos foram de 577 pb para o gene mreB e 608 pb para o gene spl, uma vez
gque se tentou aumentar o tamanho do fragmento para que ocorra homologia com o
cromossoma desta estirpe. As figuras seguintes representam 0s esquemas de

amplificacdo dos fragmentos.

FmreHindll
_—
5 4‘ gene mreB (1014 pb) }7 3
(7
R mreEcoRI
F spiHindlf
 ——
5 gene spl (1280 pb) 3
-—
RsplEcoR!

Figura 6: Esquema de amplificacdo dos fragmentos dos genes mreB e spl a partir do DNA
genomico da estirpe EGD de L. monocytogenes, para clonagem no vector pAUL-A.

FmreHindlil
_—
5 4‘ gene mreB (1014 pb) >7 3
%
RmreB897
F splHindlll
—_—
5| gene spl (1280 pb) 3
<
Rspl897

Figura 7: Esquema de amplificacdo dos fragmentos maiores dos genes mreB e spl a partir do
DNA gendmico da estirpe EGD, para clonagem no vector pAUL-A.
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F Xmalll
s

5 gene mreB (1014 pb) 3

.:7
R Kpnl

Figura 8: Esquema de amplificacdo dos fragmentos dos genes mreB e a partir do DNA
gendémico da estirpe EGD de L. monocytogenes, para clonagem com o vector pMUTIN-GFP+.

As misturas reaccionais utilizadas nas amplificagfes séo indicadas no anexo I.

2.3.5 - Electroforese de acidos nucleicos em geis de agarose

A separacao electroforética de fragmentos de DNA é o método mais utilizado para a
visualizacdo e para a o calculo do tamanho de fragmentos de acidos nucleicos. A
electroforese de DNA é feita normalmente em gel de agarose, que forma uma matriz
porosa que deixa passar mais facilmente as moléculas mais pequenas, que assim vao

migrar mais que as moléculas maiores.

As moléculas de DNA com o mesmo numero de par de bases, migram juntamente e
formam bandas, que podem ser visualizadas com o auxilio de uma luz ultravioleta.
Para isso, € necessario incluir no gel, brometo de etidio ou outro corante como o
SYBRGreen Safe DNA gel Stain, que se intercala na cadeia de DNA e apls a

exposi¢ao a raios UV, emite fluorescéncia.

As amostras de DNA séo colocadas nos pocos do gel e com a aplicagdo de um campo
eléctrico, vao migrar para o polo positivo (&nodo), uma vez que os &cidos nucleicos

possuem uma carga negativa em pH neutro.

Para a realizacdo do trabalho, prepararam-se géis com 1% (p/v) de agarose em 50 ml
de tampado TAE 1x, que € um bom condutor. A mistura foi liquefeita no microondas e
em seguida foi adicionado 2,5 pyl de SYBR Safe DNA gel Stain (Invitrogen), a partir de
uma solucdo stock 1000x concentrado em DMSO. Colocou-se a mistura no molde e

uma vez polimerizada, colocou-se numa tina imersa de tampéo TAE 1x. Adicionaram-
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se aos po¢os o marcador padrdo de tamanho de DNA (1Kb plus, Invitrogen) e as
amostras, ja com o tampdo de amostra (loading buffer). Este tamp&o aumenta a
densidade da amostra, devido ao glicerol e confere cor permitindo a monitorizagdo da
corrida electroforética. Aplicou-se uma voltagem de 100 V entre os dois pélos e correu-
se o0 gel durante 30 a 40 min. Terminada a corrida, visualizaram-se a bandas num

transiluminador de UV.

2.3.6 - Extraccéo e purificacédo de produtos de PCR

As bandas obtidas ap6s uma corrida electroforética, podem ser observadas e
seleccionadas sob luz UV, para posterior tratamento. Para o efeito, com o auxilio de
um bisturi, cortaram-se as bandas de interesse, extraindo-as da matriz de agarose. A
purificacdo das bandas no gel, foi feita com o kit "Gel Extraction spin kit” (Genomed),
de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. Resumidamente, o gel extraido é
solubilizado e transferido para uma banda de silica incorporada numa coluna fornecida
pelo kit. O DNA presente no gel fica retido na membrana e posteriormente € eluido em
30 pl de agua MiliQ estéril.

2.3.7 - Digestado de DNA com enzimas de restri¢ao

As enzimas de restricdo reconhecem e actuam sobre sequéncias especificas de DNA,
catalisando a destruicdo de uma ligacdo fosfodiéster entre dois nucleétidos
consecutivos ligados a determinadas bases. Os fragmentos de DNA obtidos por PCR
e 0s vectores de clonagem necessitam de ser tratados com enzimas de restricao, para
gue as suas extremidades sejam compativeis, possibilitando o emparelhamento entre

bases complementares por ligacdes de hidrogénio.

Neste trabalho as enzimas utilizadas foram a EcoRI (10 U/ul, Promega) e Hind IIl (10
U/ul, Promega), para a clonagem com o vector pAUL-A; e FastDigest Eag | (Xma llI)
(10 U/ul, Fermentas) e FastDigest Kpn | (10 U/ul, Fermentas) para a clonagem com o
vector pMUTIN-GFP+. A tabela IV mostra a sequéncia de reconhecimento e o local de

quebra do DNA, de cada uma das enzimas.
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Tabela IV: Enzimas de restricdo utilizadas e respectivas sequéncias de reconhecimento e corte

(- indica o local do corte)

Enzima Sequéncia

EcoRlI 5’-GMAATTC-3

Hind 11I 5-AMAGCTT-3’

Xmalll | 5-C*"GGCCG-3’

Kpn | 5’-GGTAC"C-3’

A reaccao de digestao foi preparada num eppendorf com os seguintes componentes:

Tabela V: Componentes utilizados na reac¢éo de digestédo para clonagem no vector pGEM-T

Easy e posterior clonagem no vector pAUL-A

Componentes da reacc¢éo Volume (20pl)
DNA (fragmento do gene) / vector 12

EcoRI 0,5 ul

Hind Il 0,5 ul

Buffer E (Promega) 2 ul

Agua estéril livre de nucleases 5ul

As reaccgbes foram a incubar a 37°C, durante 2 horas, e por fim, inactivaram-se a

enzimas incubando a 60°C, durante 20 minutos.

Para a clonagem no vector pMUTIN-GFP+, utilizaram-se 0s seguintes componentes:
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Tabela VI: Componentes da reac¢do de digestao para clonagem no vector pMUTIN-GFP+

Componentes da reacc¢éo Volume vector / fragmento do gene (20pl)

DNA (fragmento do gene) /|10 ul/ 1,5yl

vector
Kpn | 1ul
Xma Il 1l

Fast Digest Buffer (Fermentas) | 2 pl

Agua estéril 7 ul/ 14,5 pl

Primeiro adicionou-se a enzima Xma Ill com uma incubagdo a 37°C, durante 15
minutos, depois adicionou-se a enzima Kpn | deixando-se actuar 5 minutos, a 37°C, e

por fim, procedeu-se a inactivagdo enzimatica, incubando a 80°C durante 5 minutos.

Ap6s a digestdo dos vectores de clonagem, o produto resultante foi tratado com
fosfatase alcalina de camardo (SAP) (Roche), para remover os grupos fosfato do
terminal 5 das cadeias de DNA, evitando que estes se liguem entre si,
recircularizando o vector. O tratamento foi feito adicionando 1ul de SAP e incubando a

37°C, durante 15 minutos. Por fim, inactivou-se a SAP a 65°C, durante 15 minutos.

Os produtos resultantes da digestado foram separados por electroforese e purificados

0s produtos de interesse.

2.3.8 - Reaccéo de ligacédo do fragmento ao vector de clonagem

Para se proceder a ligacdo de um fragmento do gene com um vector de clonagem, o
tratamento com enzimas de restricdo € necessario, para que as extremidades
resultantes sejam coesivas, e assim ocorra o emparelhamento de bases, resultando

na ligagdo dos fragmentos.

Para que ocorra a ligacdo ha que promover a ligacdo covalente (uma ligacao
fosfodiéster) entre os dois nucle6tidos das extremidades das duas moléculas a ligar.
Para tal, utiliza-se uma enzima denominada de DNA ligase, que catalisa a ligacao
entre o grupo fosfato ligado a regido terminal 5 e o grupo hidroxilo ligado a regiao
terminal 3’ das moléculas de desoxiribose presentes nos nucleo6tidos que constituem o
DNA.
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Neste procedimento utilizou-se a T4 DNA ligase (Promega), isolada de E. coli, que é

um polipéptido com peso molecular de 68000 daltons, para se proceder a ligacao de

um fragmento do gene spl e mreB, ao vector pGEM-T easy (Promega), e

posteriormente ao vector pAUL-A; bem como a ligagdo do produto de PCR do gene

inteiro do mreB, ao vector pMUTIN-GFP+. As condicdes das reac¢des encontram-se a

seguir descritas.

Tabela VII: Componentes e quantidades da reaccéo de ligacdo ao vector pGEMT-Easy

Componentes dareaccdao

Volume (10 ul)

DNA 7 ul
pGEM-T Easy (50ng/ul) 1l
Tampao da ligase (10x) 1l
T4 DNA ligase (3U/ul) 1l

Agua estéril

Tabela VIII: Componentes e quantidades da reac¢éo de ligacdo ao vector pAUL-A

Componentes da reacc¢do

Volume (20 ul)

DNA 10 i
pAUL-A 6,5
Tampao da enzima ligase (10x) 2 ul

T4 DNA ligase (3U/ul) 1,5 pl

Agua estéril

Tabela IX: Componentes e quantidades da reaccdo de ligagdo ao vector pMUTIN-GFP+

Componentes da reacgéao

Volume (20 ul)

DNA 9 ul
PMUTIN-GFP+ 6 ul
Tampao da enzima ligase 2 ul
T4 DNA ligase (3U/ul) 1,5 ul
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Agua estéril 1,5yl

A reaccao de ligacéo foi sujeita a uma incubacéo a 4°C durante a noite.

2.3.9 - Preparacéao de ceélulas competentes de Escherichia coli

Uma bactéria competente € uma bactéria que esta apta a receber DNA exdgeno. A
competéncia pode ocorrer naturalmente, o que é raro, ou pode ser produzida através
de diferentes técnicas. Estas técnicas envolvem o tratamento com cloreto de célcio e
mudangas bruscas de temperatura. Os ides metalicos e as mudancas bruscas de
temperatura alteram a permeabilidade da parede celular fazendo com que estas
células permitam a entrada de DNA exdgeno através da membrana celular. O
procedimento do cloreto de calcio que é o normalmente utilizado, produz uma

eficiéncia de transformacéo de 10° a 10’ transformantes por micrograma de DNA.

Para este procedimento utilizam-se bactérias em crescimento até a fase exponencial,
uma vez que € sugerido que as moléculas do DNA, passam através de canais
situados nas chamadas zonas de adesao, que sdo locais onde a membrana interna e
externa da célula bacteriana se unem formando poros. Estes poros s6 estédo presentes
durante o crescimento bacteriano (fase de crescimento exponencial) (Mazodier e
Davies, 1991).

Para a preparacao de células competentes, utilizaram-se culturas de E. coli DH5a e E.
coli DH10p, isolada em meio Luria Bertani Broth (LB) agar (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido). Transferiu-se uma col6nia para 10 ml de meio LB estéril e colocou-se a
crescer a 37°C numa incubadora orbital com agitacdo (180rpm), durante 12-16 horas.
Ap6s o crescimento, transferiu-se 1 ml do pré-inoculo para 100 ml de meio LB. A
cultura foi crescida até atingir um valor maximo de DOgq = 0,5. Entretanto preparam-
se tubos eppendorf estéreis e colocados a -80°C antes da sua utilizagdo, para que as

bactérias competentes fragilizadas n&do perdessem o estado de competéncia.

Distribuiram-se 50 ml da cultura em tubos falcon de 50 ml e centrifugaram-se a 2790
xg durante 5 min a 4°C. Decantou-se 0 sobrenadante e ressuspenderam-se as células
em 1/10 do volume da cultura (5 ml) de tampé&o de cloreto de célcio frio (15% de
glicerol, 5mM de Tris-HCl a pH 7.5, 5mM de MgCl, e 100 mM de CacCl,). Colocou-se

no gelo durante 5 minutos e centrifugou-se 5 minutos a 2790 xg a 4°C. Decantou-se o
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sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 1/25 do volume original de
cultura (cerca de 2ml) de tampéo de CacCl, frio. Esta suspenséo foi mantida em gelo
por 20 min. Por fim, distribuiram-se 100 pl da suspensdo bacteriana por cada tubo
eppendorf previamente gelado e voltou a colocar-se a temperatura -80°C. A
suspenséo foi mantida pelo menos por 24 horas a -80°C, antes de ser utilizada.

Para a preparacado das células competentes, utilizaram-se culturas de E. coli DH5a e
E. coli DH10B, crescidas em meio LB agar (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Para
isso transferiu-se uma ansada da cultura para 10 ml de meio LB estéril e colocou-se a
crescer a 37°C numa incubadora orbital com agitacdo (180 rpm), durante 12-16 horas.
Apo6s o crescimento, transferiu-se 1 ml do pré-inoculo para 100 ml de meio LB. A
cultura foi crescida até atingir um valor maximo de DOgg = 0,5. Entretanto preparam-
se tubos eppendorf estéreis e colocados a -20°C antes da sua utilizagdo, para

assegurar a manutencado do estado de competéncia.

Distribuiram-se 50 ml da cultura em tubos Falcon de 50 ml e centrifugaram-se a 2790
xg durante 5 min a 4°C. O sobrenadante foi eliminado e ressuspenderam-se as células
em 1/10 do volume da cultura (5 ml) de tampé&o de cloreto de calcio frio (15% de
glicerol, 5mM de Tris-HCIl a pH 7.5, 5mM de MgCl, e 100 mM de CacCl,). De seguida
foram mantidas em gelo durante 5 minutos e posteriormente foram sujeitas a
centrifugacdo por 5 minutos a 2790 xg a 4°C. Decantou-se 0 sobrenadante e as
células foram ressuspendidas em 1/25 do volume original de cultura (cerca de 2ml) de
tampdo de CacCl, frio. Esta suspensao foi mantida em gelo por 20 min. Por fim,
distribuiram-se 100 ul da suspenséao bacteriana por cada tubo eppendorf previamente
gelado e voltou a colocar-se a temperatura -80°C. A suspensdo foi mantida pelo

menos por 24 horas a -80°C, antes de ser utilizada.

2.3.10 - Transformacéao de Escherichia coli

O processo de transformagdo envolve a introducdo de DNA exdgeno nas ceélulas
bacterianas, passando entdo o DNA exdgeno a fazer parte do material genético da
bactéria, podendo ser herdado pelas novas células todas as vezes que a bactéria se

multiplicar.

Para se concretizar este processo, adicionaram-se 4 ul da reacgao de ligacéo a 100 pl
de bactérias competentes. Permaneceram em gelo durante 30 minutos. De seguida, a
mistura foi submetida a um choque térmico (90 s a 42°C) de modo a permeabilizar a

membrana das células e permitir a entrada do plasmideo. Adicionaram-se 400ul de
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meio SOC frio (4°C) e incubou-se durante 1 hora a 37°C com agitacdo (180 rpm). Por
fim, procedeu-se a sementeira da suspensdo bacteriana em meio LB agar
suplementado com o antibidtico indicado (100 ug/ml de AMP, para o vector pGEM-T
Easy e pMUTIN-GFP+, ou 300 ug/ml de ERY para o vector pAUL-A), de modo a
seleccionar as células com o plasmideo inserido. Na transforma¢édo com o vector
pPpGEM-T Easy foi também adicionado ao meio 60 pl de X-Gal (20mg/ml, Fermentas).
Apos a incubagdo por um periodo de 16-18h a 37°C, foram seleccionadas algumas

coldnias para verificacdo da transformacao.

2.3.11 - Identificagdo dos clones recombinantes

Os clones recombinantes foram seleccionados pela resisténcia a AMP e pela
degradacdo do composto X-Gal, que é um substrato cromogénico para a enzima 3-
galactosidase. O vector pGEM-T Easy contém um segmento do gene Lac-Z que
codifica para os aminoacidos iniciais (146) da R-galactosidase de E. coli, e que vai
actuar por a-complementacdo com o gene de células hospedeiras que codificam para
0 segmento carboxi-terminal da proteina e assim activar a sintese da R-galactosidase
activa. Desta forma, quando os fragmentos de DNA estéo inseridos no vector, a regiao
gue codifica o péptido a da R-galactosidase fica bloqueada, ndo existindo a
degradacgéo do X-Gal. As colonias constituidas por células transformadas apresentam
0 pigmento branco. Quando a enzima esta activa o composto X-Gal é degradado

originando colénias com pigmento azul.

A transformacdo foi ainda confirmada através de PCR com primers especificos para o

fragmento em questao.

2.3.12 - Extraccgao e purificacao de DNA plasmidico (“Miniprep”)

Quando sao obtidas col6nias de bactérias transformadas com o fragmento pretendido,
€ necessario extrair e purificar o vector com o fragmento de DNA inserido. Para isso,
procedeu-se a uma minipreparacdo que se realiza em trés fases: i) crescimento dos
clones seleccionados em meio liquido, ii) recolha em lise das bactérias e, iii)

purificacdo do DNA plasmidico por precipitacéo.

Primeiramente, inoculou-se individualmente as colénias bacterianas em 5 ml de caldo
LB, contendo o antibidtico apropriado para o vector. A cultura foi mantida cerca de 16

h a 37°C com agitacdo (180 rpm). ApGs o crescimento, centrifugaram-se 2 ml das
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culturas a 16000 xg durante 5 min a 4°C. Os pellets obtidos foram ressuspendidos em
200 pl de tampao GTE frio e 10 yl de RNase A (10mg/ml, Promega). Homogenizou-se
no vortex e deixou-se a temperatura ambiente por 10 min. De seguida foram
adicionados 400 pl de uma solucdo de 0,2M NaOH / 1% (p/v) SDS preparada de
fresco, misturou-se por inversdo e colocou-se no gelo por 5 min. Posteriormente
adicionaram-se 300 ul de uma solucédo de acetato de sddio 3M, pH 5,2, misturou-se
por inversdo e colocou-se no gelo durante 30 min. Esta solugcédo neutraliza o NaOH
adicionado anteriormente enquanto precipita o DNA gendémico e o SDS num
precipitado branco insoluvel (Maniatis et al., 1989). Decorrido este tempo,
centrifugaram-se os eppendorfs a 16000 xg durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, transferiu-se o sobrenadante para novos tubos estéreis contendo 1 ml
de etanol a 96% frio para precipitagdo do DNA. Homogenizou-se no vortex e
centrifugou-se novamente a 16000 xg durante 15 min a 4°C. O pellet obtido foi lavado
com etanol a 75% e novamente centrifugado. Este procedimento foi repetido por mais
2 vezes. Finalmente, procedeu-se a secagem do pellet obtido (DNA) ao ar de forma a

eliminar o alcool residual. A solubilizacdo do DNA foi feita em 50 ul de agua MilliQ

esteril.
2.3.13 - Preparacdo de células electrocompetentes de Listeria
monocytogenes

Para se realizar a electroporagdo das estirpes L. monocytogenes EGD e C897,

prepararam-se previamente células para o tratamento.

Primeiro inoculou-se uma col6nia da estirpe seleccionada em 50 ml de meio
BHI/20%sucrose (BHI/S) e foi a incubar durante a noite a 30°C em banho-maria com
agitacdo (120 rpm). Uma vez crescida a cultura, inoculou-se 12,5 ml desta suspenséao
em 237,5 ml de meio BHI/S e incubou-se nas mesmas condi¢des até a cultura atingir
uma DOgy =0,2. De seguida, adicionou-se 10 ug/ml de Penicilina G (Sigma, New York,
USA) a cultura e deixou-se crescer por mais 2 horas. Ao fim das duas horas
centrifugou-se a suspenséo a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C, e lavou-se o pellet
duas vezes com o0 mesmo volume de uma solugédo Hepes (Sigma, New York, USA)
1mM Hepes pH 7,0 e 0,5M sucrose e centrifugou-se a 4500 rpm por 10 minutos. No
final, ressuspendeu-se o pellet em 1,5 mL da mesma solucdo e preparam-se aliquotas

de 100ul. As aliquotas foram acondicionadas a -80°C.
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2.3.14 - Electroporacéao de Listeria monocytogenes

A Electroporacdo baseia-se ha electropermeabilizacdo reversivel, das células
bacterianas, devido a um impulso eléctrico de elevada intensidade e curta duracao.
Com os plasmideos obtidos anteriormente transformaram-se as estirpes EGD e C897,
previamente preparadas para a electroporacdo. A quantidade de plasmideo indicada

foi adicionada a 20 pl da suspenséo bacteriana.

Tabela X: Componentes utilizados na electroporacao e respectivas quantidades

DNA plasmidico Quantidade (DNA) Estirpe
pAUL-A+mreB 0,78 ug EGD
pAUL-A+ spl 0,98 ug EGD
PMUTIN-GFP+ mreB 0,812 ug EGD
pAUL-A+mreB 1,95 ug C897
pAUL-A+ spl 2,45 ug C897
PMUTIN-GFP+ mreB 2,02 ug C897

ApOs a adicdo a mistura deixou-se a incubar no gelo por 1 minuto, procedendo-se de

seguida a electroporacéo.

As condicdes para a electroporacdo das estirpes EGD e C897 foram as seguintes:

resisténcia, 10kVem™, 200Q e 2,5uF com uma constante de tempo de 3,9ms.

Colocaram-se depois as cuvettes em gelo por 1 min e adicionou-se 1 ml de BHI
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), incubando-se durante 3 h sem agitacdo a 30°C.
Para a estirpe C897 a incubacdo decorreu durante 4 horas. ApOs esse periodo de
tempo, plaqueou-se o conteudo da electroporacdo em placas BHI (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido) na presenca de eritromicina (ERY) (5 pg/ml para o vector pAUL-A e
1pg/ml com 1mM IPTG para o vector pMUTIN-GFP+) e a incubagédo decorreu a 30°C.
As colodnias obtidas da electroporagdo com o vector pAUL-A, foram transferidas para
novas placas de BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) com ERY (5 pg/ml) e

incubadas a 42°C.
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O processo de recombinacdo homologa entre o vector pAUL-A e os fragmentos dos

genes em estudo encontra-se esquematizado na Figura 9.

DNA
E/ cromossémico

H
— — (3 0Slirpe EGD
gene mreB / spl e C897 de L
monocytogenes

f

Recombinag¢do do plasmideo com 0 DNA cromossomico

A

Figura 9- Esquema da recombinac¢éo do plasmideo (pAUL-A + mreB/spl) com os genes mreB e
spl presentes no DNA cromossémico das estirpes EGD e C897 de L. monocytogenes. O
plasmideo transporta um fragmento do gene, que foi introduzido apés a criagdo de
extremidades compativeis com as enzimas EcoRl (E) e Hindlll (H). Por recombinacéo
homéloga o fragmento do gene liga-se a porcao interna do gene presente no cromossoma,
permitindo a integracéo do plasmideo no cromossoma da estirpe. O vector pAUL-A contém um
marcador de resisténcia a eritromicina (ERY). A seta () indica a direc¢do da transcricdo do
gene mreB/spl truncado.

Os recombinantes obtidos com o vector pAUL-A foram posteriormente verificados por
PCR com primers do fragmento e do vector (UR). Os clones transformados foram
igualmente verificados pela amplificacdo do gene iap para assegurar que nao

ocorreram efeitos polares no gene de umas das mais importantes autolisinas.

O esquema de fusdo do pMUTIN-GFP'mreB no locus do mreB esta representado na
Figura 10. O vector pMUTIN-GFP" possui um marcador de seleccdo a eritromicina,

cuja concentracdo de selecgao teve que ser optimizada tendo por base a referéncia de
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0,3 ug/ml para B. subtilis (Kaltwasser et al. 2002). A concentracdo a ser utilizada em L.

monocytogenes & de 1ug/mil.

pPMUTIN-GFP+
6192 pb

DA
cromossomico
R -y
< monocylogenes
ERY GFP + gene mreB pPSPAC |

Figura 10 - Representacdo da fusdo do pMUTINGFP+mreB no DNA cromossémico das
estirpes L. monocytogenes EGD e C897. O pMUTINGFP+mreB transporta uma cépia do gene
mreB inteiro, que foi introduzido apés a criagdo de extremidades compativeis com as enzimas
Kpnl (R) e Xmalll (X). Por recombinacdo homologa é possivel a integracéo/fusao do plasmideo
no gene alvo no cromossoma bacteriano. A transcricdo do gene mreB é controlada pelo
promotor Pspac dependente de IPTG e a sua expresséao visualizada pela expressédo de GFP. O
vector pMUTIN-GFP+ contém um marcador de resisténcia a eritromicina (ERY).

Para avaliar a funcionalidade da fusdo do vector pMUTIN-GFP+mreB nos clones
isolados realizou-se o procedimento descrito por Kaltwasser et al. (2002). Em primeiro
lugar as coldnias suspeitas foram crescidas em 50 ml de BHI (Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido) suplementado com 1 pg/ml ERY e com 1 mM IPTG até meio da fase
exponencial. Nesta fase retirou-se 1 ml da cultura para 3 eppendorfs e centrifugou-se
a 3500 rpm durante 10 min. Num dos eppendorfs ressuspendeu-se o pellet em TFS e
centrifugou-se de novo nas condi¢cdes anteriores e ressuspendeu-se novamente em
TFS e mantiveram-se os tubos no gelo e protegidos da luz. A suspensdo de um dos
tubos foi dividida por pogos de uma microplaca Greiner 96 Flat bottom com 200 pl
cada e em triplicado. A partir do segundo eppendorf mediu-se a absorvéncia a 578nm
e a absorvéncia foi ajustada a 0,1 V do seu valor. E em seguida foi medida a
fluorescéncia a 25°C com um filtro de excitagdo de 488 nm e um filtro de emisséo a

510 nm. O clone com emisséo de fluorescéncia foi o0 seleccionado para a continuagéo
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do estudo. O volume da suspensao correspondente ao terceiro eppendorf foi utilizado

para observacdo ao microscépio por fluorescéncia.

2.3.15 - Inducéao da autolise pelo Triton-X

A susceptibilidade a lise foi testada pela indugéo da lise pela ac¢éo do detergente nédo
ionico Triton-X. O procedimento foi realizado como descrito por De Jonge et al. (1991).
Foram preparados pré-inoculos e de cada um foram utilizados cerca de 600 ul para a
inoculacdo de 50 ml de meio BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), para se obter um
valor de DO inicial de DOgy = 0,02 - 0,05. A cultura foi mantida a 37°C com agitagéo
(120 rpm) até se atingir um valor de DOg,0=0,3 0 que corresponde ao meio da fase
exponencial. De seguida a cultura foi colocada em gelo, para arrefecimento rapido.
Apbs arrefecimento transferiram-se 25 ml de cada cultura para tubos Falcon de 50 ml
e centrifugaram-se a 5000 rpm, durante 5 minutos a 4°C. O pellet obtido foi lavado
com o0 mesmo volume de agua MilliQ estéril e gelada e voltou-se a centrifugar nas
mesmas condi¢cdes anteriores e realizou-se novamente uma segunda lavagem.
Efectuou-se uma ultima centrifugacdo e ressuspendeu-se o pellet numa solugéo de
Glicina 50 mM/Triton-X 0,01% até uma DO, = 1,0. O ensaio decorreu a 37°C, sendo
feitas medicdes durante 4 horas, com intervalos de 30 minutos. A lise foi verificada por
decréscimo da absorvéncia. Foram utilizadas trés réplicas de cada estirpe e

respectivos mutantes.

2.3.16 - Inducdao da lise com Penicilina G

A penicilina G é um antibidtico inibidor beta-lactamico, com ligacdo as proteinas de
transpeptidacdo ou proteinas de ligagdo a penicilina (PBP’s), que desempenham um
papel essencial na incorporacdo do peptidoglicano na parede celular. Durante os
primeiros minutos de contacto com o antibiético a inactivagéo (acilagdo) das PBP’s
pode ocorrer de forma desigual e algumas podem permanecer ndo aciladas. Estas sdo
capazes de catalisar uma parede celular estruturalmente incorrecta com propensao
para a lise. Com o0 objectivo de avaliar o efeito da ac¢cédo da penicilina nas estirpes e

respectivos mutantes procedeu-se ao ensaio como descrito por Qin et al. (1998).

Foram preparados pré-indculos das estirpes selvagens e respectivos mutantes e 1%
foi transferido para 100ml de BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). A incubacéo

ocorreu a 37°C até as culturas atingirem uma DOg,0= 0,25. De seguida adicionaram-se
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100U/ml de Penicilina G a suspensdo e, mantendo as mesmas condicbes de
incubacao (37°C, 120 rpm), mediu-se o declinio da DO (lise) ao longo de 6 horas, em
intervalos de uma hora e as 24 horas. Determinou-se o numero de células viaveis,
pelo método das gotas, conhecido por Miles e Misra (1938), no tempo inicial do ensaio
(T=0) ap6s a adicao de penicilina e as 24 horas, conforme a seguir se descreve. O

ensaio incluiu trés réplicas.

2.3.17 - Visualizagdo da nascente do peptidoglicano com o derivado
fluorescente da vancomicina

Com o objectivo de se visualizar o padrao espacial da insercdo de novo material na
sintese do peptidoglicano, utilizou-se um derivado fluorescente da vancomicina
(BODIPY® FL vancomycin, Invitrogen (Van-FL)) como sonda para se ligar ao terminal
D-alanina-D-alanina do precursor do peptidoglicano, possibilitando assim uma
visualizacdo da nascente da parede celular por microscopia de fluorescéncia. O
procedimento efectuado baseou-se no descrito por Daniel e Errington, (2003). O
procedimento requer a utilizacdo do antibiético na concentracdo minima inibitéria
(CMI), bem como do seu derivado fluorescente uma vez que sera preciso adicionar 0s

dois componentes pelo que se procedeu a sua determinacao.

2.3.18 - Determinacdo da concentracdo minima inibitéria

Na determinacdo da CMI da vancomicina e respectivo derivado fluorescente foi
preparado um pré-inoculo de 10ml em meio Trivett-Meyer (TM) que cresceu durante a
noite. Transferiu-se 500 ul do pré-inoculo para um eppendorf e centrifugou-se durante
5 minutos a 3500 rpm. Lavou-se o pellet em novo meio TM com a respectiva
concentracdo de antibidtico. Da suspensdo obtida inocularam-se 20 pl numa
microplaca com 96 pocos (Greiner 96 Flat bottom Transparent), em 180 uyl de meio TM

com antibiético.

Na determinac&o do valor CMI do Van-FL efectuou-se o procedimento descrito acima,

tendo em conta os resultados obtidos com a vancomicina.
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2.3.19 - Coloracédo com Van-FL

O procedimento para a coloracdo das células com Van-FL consistiu primeiramente na
preparacdo de um pré-inoculo de 20ml de meio TM ou BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) das estirpes e respectivos mutantes em estudo, a 30°C durante a noite.
Posteriormente inocularam-se 30 ml de meio a partir do pré-inoculo e a cultura cresceu
durante 9 horas. Retiraram-se 2 ml da suspenséao para um eppendorf e centrifugou-se
a 4000 rpm durante 5 minutos. Lavou-se o pellet trés vezes com tampao fosfato salino
(TFS) e por fim ressuspendeu-se em 1,6% formaldeido (diluido em TFS). A suspensédo
foi mantida no gelo durante 1 hora. De seguida voltou-se a centrifugar nas condi¢des
anteriores e lavou-se novamente 3 vezes com TFS. Transferiram-se 40 pl para um
novo eppendorf e adicionaram-se 20 pl de VAN com uma concentracao de 12 ug/ml e
20 pl de Van-FL com igual concentragdo. Envolveu-se o eppendorf em papel de
aluminio, de modo a permanecer ao abrigo da luz, para ndo ocorrer a degradacédo da
fluoresceina e permaneceu durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida

as ceélulas foram centrifugadas e realizaram-se mais duas lavagens com TFS.

2.3.20 - Visualizacdo ao microscopio de fluorescéncia

Para a observagdo ao microscopio de fluorescéncia e respectiva captagdo de imagem
utilizaram-se laminas revestidas com polilisina. As imagens foram obtidas através do

microscopio Carl Zeiss, Axioimager Z2.

Para melhor visualizacdo as células foram tratadas com um antibiético inibidor da
divisdo celular, a cefalexina (Sigma, New York, USA). Para as estirpes selvagens EGD
e C897 foi utilizada uma concentragao de 15 ug/ml e para os mutantes obtidos 10
pg/ml. As células cresceram durante 9 horas em meio BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) e foram posteriormente fixas em 1,6 % formaldeido (diluido em TFS). O

procedimento de visualizacdo foi como descrito acima.

2.3.21 - Avaliacéo da capacidade de invaséao celular

Na determinacdo da capacidade invasiva das estirpes e respectivos mutantes, foram
utilizadas as linhas celulares NIH3T3. A linhagem utilizada foi cedida pelo Instituto

Gulbenkian para a Ciéncia (IGC), Lisboa.
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As células NIH3T3 séo fibroblastos derivados do embrido de ratinho, com um tempo
médio de duplicacdo de 20 horas. O crescimento das linhas celulares foi realizado em
meio RPMI (Gibco, Invitrogen) com 10% soro bovino fetal e 2 mM Glutamina. A
incubacao decorreu a 37°C na presenca de 5% CO,.

Durante a fase de recuperacéo das células o meio foi mudado de dois em dois dias até
a cultura atingir a confluéncia. Uma vez confluente a cultura foi tripsinada utilizando
uma solucédo de 0,25% tripsina-EDTA (Sigma, New York, USA, Madrid, Espanha) e
transferida para frascos de 250 ml até atingir total confluéncia.

As estirpes de L. monocytogenes e respectivos mutantes foram cultivados em meio
BHI (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (suplementado com antibiético sempre que
necessario) durante a noite a 30°C sem agitacdo. Monocamadas confluentes de
células NIH3T3 foram inoculadas numa raz&do de 10 células bacterianas por cada
célula NIH3T3, cerca de 1,0X10° L. monocytogenes e a incubacao decorreu a 37 °C e
5%CO, durante 45 minutos. De forma a eliminar as células bacterianas extra-
celulares, lavaram-se trés vezes as monocamadas com TFS, pH 7,3, apds as quais se
adicionou meio suplementado com 150 pg/ul de gentamicina. E deixou-se actuar por
mais 45 minutos findo os quais as células NIH3T3 foram novamente lavadas trés
vezes com TFS e procedeu-se a lise celular através de pipetagem vigorosa com agua
destilada fria. Na determinacdo da viabilidade bacteriana foi utilizado o método das
gotas descrito por Miles and Misra, (1938). A capacidade de invasdo é determinada

como a percentagem das células bacterianas intracelulares.

2.3.22 - Avaliacdo da expressao do gene mreB por PCR em tempo real

Para confirmar que a expressado do gene mreB em L. monocytogenenes EGDmreB era
nula ou pouco significativa foi seleccionado o método de expressdo por PCR em
tempo real. Esta técnica é altamente sensivel e permite a quantificacdo de transcriptos
raros bem como de pequenas mudancas na expressdo dos genes (Pfaffl, 2001). O
método de quantificacdo baseia-se na expressao relativa do gene alvo versus o gene

de referéncia, nomeadamente housekeeping genes.

As reaccdes sao caracterizadas pelo ciclo de PCR em que a amplificacdo alvo é
detectada, o ponto que detecta o ciclo no qual a reacc¢do atinge o limiar da fase
exponencial é designado por Cycle Threshold (C+), ou seja, o valor de tempo em que a

intensidade de fluorescéncia é superior a fluorescéncia base. Este ponto permite a
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guantificacdo exacta e reprodutivel com base na fluorescéncia obtida.
Consequentemente, quanto mais elevada a quantidade de DNA na amostra inicial,
mais rapidamente surge um aumento do sinal de fluorescéncia, originando um Ct mais

baixo.

O composto fluorescente mais utilizado é o SYBR®Green, que se liga a cadeia dupla
do DNA. Quando o corante SYBR Green liga-se ao DNA, a intensidade das emissdes
fluorescentes aumentam. Quanto mais DNA for amplificado, maior o nivel de emisséo
de fluorescéncia. Como tal, os valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada

ciclo e representam a quantidade de produto amplificado.

Para realizar o ensaio efectuou-se a extraccdo do RNA da estirpe L. monocytogenes
EGD e do mutante EGDmreB, em triplicado. As culturas foram preparadas em 50 ml
de BHI até atingir um valor de DOgp = 0,4. De seguida, as culturas foram
centrifugadas a 2790 xg durante 5 minutos e procedeu-se a extraccdo do RNA com o
kit SV RNA Isolation (Promega), seguindo as instru¢cdes do fornecedor. As amostras
foram tratadas com 4U de TURBO™ DNase (Ambion), para se eliminar algum DNA
residual. A pureza e a concentracdo do RNA obtido foram determinadas medindo a
absorvéncia por espectofotometria e qualidade do RNA isolado foi ainda avaliada por
electroforese em gel de agarose. Posteriormente procedeu-se a sintese de cDNA, de
cada réplica, com o kit iScript™ cDNA synthesis (Bio Rad). Na tabela XI é indicada a

composicao da reaccao:

Tabela XI: Componentes da reac¢do para a sintese de DNAc

Componentes dareaccdo Volume (20 pl)
iScript reaction mix (5x) 4 ul

iScript reverse transcriptase 1l

ARN extraido lug

Agua livre de nucleases 14 ul

A mistura reaccional foi a incubar durante 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C e 5

minutos a 85°C. As amostras foram posteriormente armazenadas a -20°C.

A amplificacdo do gene mreB ocorreu no termociclador iQcycle mylticolor real time
PCR detection system (BioRad, Hercule, EUA). O housekeeping gene utilizado foi o

rps (Imol1796). Os primers utilizados foram os seguintes:
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Tabela XII: Primers utilizados na reaccdo de PCR em Tempo Real

Primers Sequéncia Tm Origem

Gene mreBF 5-CATTACGCGTGGTTTACTTG-3’ 56°C Este estudo

mreB
mreBR 5-AGATGGCGTTATTGCTGATT-3’ 54°C Este estudo

Gene rps2R 5-‘GTTTAAAACGTATTGGTTCTA-3’ 57°C Este estudo

rps

rps2F 5 -TTATAAGTACCAATAGTTTCG-3’ 57°C Este estudo

A composicao da mistura reaccional para o PCR em Tempo Real é indicada na Tabela
XII.

Tabela XllI: Componentes e respectivas quantidades para a reaccdo PCR em Tempo Real

Componentes Volume (50 pl)

iQ SYBR Green supermix (1x) (Bio-Rad) | 25 pl

Primer forward 1wl
Primer reverse 1wl
DNAc 2 ul
Agua miliQ 21 ul

Para controlo da reaccgdo foi adicionado um controlo de negativo sem cDNA e um

controlo com RNA.

As condic¢des utilizadas na reaccdo encontram-se no anexo |.

45




3 - Resultados

Com o objectivo de esclarecer a possivel participacdo dos genes mreB e spl no
processo autolitico de L. monocytogenes C897, procedeu-se a interrupcdo dos
referidos genes, nas estirpes EGD e C897. Para isto foi utilizada a técnica de
recombinacdo homdloga, com o vector de integracdo pAUL-A. O estudo foi iniciado
com a clonagem dos referidos genes no vector pGEM-Teasy e posterior clonagem
com o0 vector

pAUL-A, para posterior transformacdo das estirpes de L.

monocytogenes.

3.1 - Clonagem no vector pGEM-TEasy dos fragmentos dos genes

spl e mreB

Para se obterem os fragmentos dos genes spl e mreB necessérios para a clonagem,
procedeu-se primeiramente a amplificacdo por PCR de dois fragmentos, de cada um
dos genes, tendo como molde o DNA gendémico da estirpe EGD e C897. Os primers
utilizados foram modificados nas extremidades, para se introduzirem os locais de
restricdo das enzimas EcoRI e Hindlll, necessarios a posterior ligagdo com o vector
pAUL-A. Para a amplificagcdo do fragmento do gene mreB e spl na estirpe EGD,
utilizaram-se os primers mreEcoRI/mreHind e splEcoRl/splHind, respectivamente, e
para a estirpe C897 para os mesmos genes foram os primers mreHind/mreBR897 e
splHind/splR897, respectivamente. A utilizacdo de um fragmento superior nos genes
mreB e spl na estirpe C897, prende-se com o facto de n&o se terem obtido mutantes
com a construcdo aplicada na estirpe EGD.

A amplificacdo dos fragmentos esta representada na Figura 11 e 12.
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Figura 12: Amplificacdo do gene mreB

Figura 11: Amplificagdo do gene mreB
e spl na estirpe C897. M- marcador 1
Kb plus (Invitrogen), 1- control negativo
da reaccdo (sem adicdo de DNA), 2 e 3
— fragmento amplificado do gene mreB

e spl na estirpe EGD. M-marcador 1 Kb
plus (Invitrogen), 1 - control negativo da
reaccdo (sem adicdo de DNA), 2 e 3 —
fragmento amplificado do gene spl (501
pb) com os primers e splEcoRI/splHind,

(577 pb) com 0s primers -
: 4 e 5 - fragmento amplificado do gene
?r;ew_rltilggred?%g;é S ?-(Gogra%r)nigig mreB ~ (429pb) com os  primers
pAn g P b mreEcoRI/mreHind. 46

0s primers splHind/spIR897.



Os fragmentos amplificados foram verificados por electroforese em gel de agarose,

purificados e clonados no vector pGEM-T Easy. Posteriormente procedeu-se a

transformacdo da estirpe DH103 de E. coli, com os plasmideos obtidos. Os clones

recombinantes foram confirmados por PCR

colony com os primers utilizados

anteriormente. A confirmacdo da transformacdo de E. coli est4 representada nas

Figuras 13 a 16.
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Figura 13 - Amplificacdo do fragmento
do gene mreB, da estirpe EGD, clonado
no vector pGEM-T Easy. M- Marcador 1
Kb plus (Invitrogen) 1- controlo negativo
da reaccdo (sem adicdo de DNA), 2-
controlo positivo da reac¢do (com DNA
da estirpe EGD) 3 a 10 — DNA
plasmidico de 8 colonias seleccionadas.

M123 456 789 10

Figura 14 - Amplificacdo do fragmento
do gene spl, da estirpe EGD, clonado no
vector pGEM-T Easy. M- Marcador 1 Kb
plus (Invitrogen) 1- controlo negativo da
reaccdo (sem adicdo de DNA), 2-
controlo positivo da reac¢do (com DNA
da estirpe EGD) 3 a 10 — DNA
plasmidico de 8 colonias seleccionadas.
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Figura 15 - Amplificacdo do fragmento
do gene mreB, da estirpe C897 clonado
no vector pGEM-T Easy. M- Marcador 1
Kb plus (Invitrogen), 1- controlo negativo
da reaccdo (sem adicdo de DNA), 2-
controlo positivo da reac¢do (com DNA
da estirpe C897), 3 a 5 — DNA
plasmidico de 3 coldnias seleccionadas.

Figura 16 - Amplificacdo do fragmento
do gene spl, da estirpe C897, clonado no
vector pGEM-T Easy. M- Marcador 1 Kb
plus (Invitrogen), 1- controlo negativo da
reaccdo (sem adicdo de DNA), 2-
controlo positivo da reac¢do (com DNA
da estirpe C897), 3 a 5 — DNA
plasmidico da col6nia seleccionada.
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3.2 - Integracao dos fragmentos do gene mreB e spl no vector pAUL-
A

O vector pAUL-A tem a capacidade de se replicar, quer em E. coli quer em Listeria
spp, tendo uma origem de replicacdo sensivel a temperatura e um marcador de
resisténcia a eritromicina (Chakraborty et al., 1992).

Os plasmideos pGEMT-EasymreB e pGEMT-Easyspl obtidos anteriormente foram
digeridos com as enzimas EcoRI e Hindlll, para o isolamento dos fragmentos dos
genes mreB e spl (Figura 17 e 18) para posterior insercdo no vector pAUL-A. Os
fragmentos foram purificados e em seguida através de uma reaccdo de ligacao foram
transferidos para o vector pAUL-A. O plasmideo resultante foi utilizado na
transformacgédo de células de E. coli DH10B. Os transformantes foram verificados por

PCR, que se encontra representada nas Figuras 19 — 22.

Figura 17- Digestéo do vector pGEM-T
Easy com as enzimas Hindlll e EcoRl
para libertacdo do fragmento do gene
9000 ph—— ’ () spl (estirpe EGD) (501 pb) (linhas 1 e

o i 2), fragmento do gene mreB (estirpe
3000pb—— . Nt W 0 0 EGD) (429 pb) (linhas 3 e 4), e do

vector pAUL-A (9200 pb) com
mesmas enzimas (linha 5). M-

=
400 ,)|4 “ . marcador 1 Kb plus (Invitrogen).

M 1 2 3 4 5

9000 ph Figura 18- Digestdo do vector pGEM-T
- Easy com as enzimas Hindlll e EcoRI

3000 ph —— S ' - - para libertacdo do fragmento do gene
. : mreB (estirpe C897) (577 pb) (linhas 1 e

2), fragmento do gene spl (estirpe C897)
(608 pb) (linhas 3 e 4), e do vector pAUL-
A (9200 pb) com mesmas enzimas (linha
5). M- marcador 1 Kb plus (Invitrogen).

650 pb
500 pb

j'i...._

48



M 1 2 34 5 6 7 8 910

P N N S S

~
=

Figura 19 -  Verificacdo da
transformacdo de E.coli com o
plasmideo pAUL-A e o fragmento do
gene mreB inserido por PCR, da
estirpe EGD. O par de primers utilizado
foi o mreHindlll / mreEcoRl. M-
marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1-
controlo negativo da reaccdo (sem
DNA), 2- controlo positivo da reaccao
(com DNA da estirpe EGD, 3-10-

colénias seleccionadas para
confirmacéo.
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Figura 21 - Verificagdo da
transformacdo de E.coli com o

plasmideo pAUL-A e o fragmento do
gene mreB inserido por PCR, da
estirpe C897. O par de primers
utilizado foi o mreHindlll / mreBR897.
M- marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1-
controlo negativo da reaccdo (sem
DNA), 2- controlo positivo da reaccéo
(com DNA da estirpe EGD, 3 a 5-
colénias seleccionadas para
confirmacéo.
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Figura 20 - Verificacdo da transformacéao
de E.coli com o plasmideo pAUL-A e o
fragmento do gene spl inserido por PCR,
da estirpe EGD. O par de primers
utilizado foi o splHindlll / splEcoRI. M-

marcador

1 Kb plus (Invitrogen),

1-

controlo negativo da reacgéo (sem DNA),
2- controlo positivo da reaccdo (com
DNA da estirpe EGD, 3-10- colénias

seleccionadas para confirmagao.
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Figura 22 - Verificagcao da transformacao
de E.coli com o plasmideo pAUL-A e o
fragmento do gene spl inserido por PCR,
da estirpe C897. O par de primers
utilizado foi o splHindlll / spIR897. M-
marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1-
controlo negativo da reaccédo (sem DNA),
2- controlo positivo da reaccdo (com
DNA da estirpe EGD, 3- coldnia
seleccionada para confirmacéo.
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3.3 - Transformacéao das estirpes de L. monocytogenes EGD e C897

O processo de transformacdo de L. monocytogenes EGD e C897 foi iniciado com o

isolamento do DNA plasmidico, que corresponde ao pAUL-A com os fragmentos dos

genes em estudo inseridos pelo processo de recombinacdo homologa.

Os transformantes obtidos foram verificados por PCR com primers do vector (UR) e do

fragmento. Os resultados séo apresentados nas Figuras 23 - 25.
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Figura 23 - Confirmacdo da

transformacdo da estirpe EGD com o
plasmideo pAUL-AmreB. M- marcador 1
Kb plus (Invitrogen), 1 e 6-controlo
negativo da reaccdo (sem DNA), 2-
controlo  positivo (fragmento  mreB
amplificado a partir do DNA da miniprep
com os primers mreHindlll / UR, 3 a5 -
colénias seleccionadas para confirmagéo
com os primers mreHindlll / UR, 7-
controlo  positivo  (fragmento  mreB
amplificado a partir do DNA da miniprep
com os primers mreEcoRI / UR, 8 a 10 -
coldnias seleccionadas para confirmacao
com os primres mreEcoRl / UR. As
linhas 5 e 10 representam o mutante
utilizado neste trabalho.
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Figura 24 - Confirmacgéo da transformacao
da estirpe EGD com o plasmideo pAUL-A
spl. M- marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1 e
6-controlo negativo da reaccdo (sem DNA),
2- amplificagdo do fragmento spl a partir da
miniprep do vector pAUL-A com spl com o0s
primers splEcoRI / UR, 3-amplificacdo do
fragmento spl a partir do DNA da EGD com
os primers splEcoRI / UR, 4 e 5 - colénias
seleccionadas para confirmagcdo com os
primers splEcoRI / UR, 7- amplificacdo do
fragmento spl a partir do DNA da EGD com
os primers splHindlll / UR,, 8- amplificacio
do fragmento spl a partir da miniprep do
vector pAUL-A com spl com os primers
spiHindll / UR 9 a 10 - col6nias
seleccionadas para confirmacdo com os
primers splHindlll / UR. As linhas 4 e 9
representam o mutante utilizado neste
trabalho.
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Figura 25 - Confirmagdo da
transformagdo da estirpe C897
com o plasmideo pAUL-Aspl. M-
marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1-
Controlo da reacgéo (sem DNA) 2-
amplificacdo do fragmento spl a
partir da miniprep do vector pAUL-
600 pb\' spl com os primers splHindlll / UR,
. 3- colénia seleccionada para
confirmagdo com o0s primers

splHindlll / UR.

[

1
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Como resultado desta transformacdo em L. monocytogenes obtiveram-se mutantes da
estirpe EGD para ambos os genes (EGDmreB e EGDspl) e um mutante da estirpe
C897 para o gene spl (C897spl). Nao se conseguiu obter mutantes para o gene mreB
da estirpe C897 apesar de varias tentativas que incluiram modificagdes no tamanho do
fragmento a utlizar na recombinacdo homodloga, diferentes propor¢des entre

vector:fragmento e diferentes quantidades de DNA plasmidico na transformag&o.

De modo a confirmar os mutantes obtidos como pertencentes a L. monocytogenes a
amplificacdo do gene iap (invasion associated protein) que € um factor de viruléncia e
as zonas homologas e heterdlogas deste gene permitem a identificagdo do género e
da espécie de Listeria (Bubert et al. 1992) pelo que a sua presenca foi avaliada por

PCR. A amplificacdo é apresentada na Figura 26 e 27.
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Figura 26- Confirmacdo da presenca
do gene iap no mutante EGDmreB. M-
marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1 e 4 -
controlo negativo da reaccdo (sem
DNA), 2- amplificagdo de um fragmento
do gene iap, na estirpe EGD com os
primers Bactl / LislB (520 pb), 3-
amplificacdo do gene iap inteiro na
EGD com os primers LislA / LislB

Figura 27- Confirmacdo da presenca
do gene iap no mutante C897spl. M-
marcador 1 Kb plus (Invitrogen), 1 -
controlo negativo da reaccdo (sem
DNA), 2- amplificacdo de um fragmento
do gene iap, na estirpe EGD com os
primers Bactl / LislB (520 pb), 3-
confirmacdo da amplificacdo do gene
iap no mutante C897spl.

(1400 pb), 5 - confirmagdo da
amplificacdo do gene iap no mutante
EGDmreB.

3.4 - Analise da expressdo do gene mreB

A confirmagdo da eliminagdo da expressdo do gene mreB no mutante L.
monocytogenenes EGDmreB foi confirmada por PCR em tempo real. A expresséao
relativa do gene mreB no mutante EGDmreB relativamente a estirpe selvagem foi nula.

Deste modo pode concluir-se que a expressao do gene mreB foi anulada.

3.5 - Caracterizagdo dos mutantes L. monocytogens EGDmreB,
EGDspl e C897spl
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3.5.1 - Crescimento em meio definido

Para a caracterizacdo dos mutantes iniciou-se 0 processo com o crescimento em meio
definido TM (Trivett e Meyer, 1973). O crescimento do mutante L.monocytogenes

EGDmreB esta representado na Figura 28.

Verifica-se que a interrupcdo do gene mreB afecta o crescimento do mutante, em
comparacado com a estirpe selvagem, EGD. A estirpe EGD atinge o valor de A600nm
méximo de 0,321 + 0,013 ao fim de 14 horas, enquanto que o mutante EGDmreB, nao
tem uma fase exponencial definida e mostra valores de absorvéncia sempre inferiores
aos da estirpe selvagem. E de notar também que o valor de Agp.m do mutante ao
longo do tempo vai se aproximando ao valor da estirpe EGD. Ao fim de 36 horas o
valor de Asoonm para a estirpe EGD era de 0,312+ 0,013 enquanto que o mutante
apresentava uma A600nm de 0,243 + 0,004. Este dados reflectem o papel importante
do gene mreB, na divisdo da parede celular bacteriana, mostrando que na sua

auséncia o crescimento fica afectado.
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Figura 28- Curva de crescimento da estirpe selvagem L. monocytogenes EGD e do mutante
EGDmreB em meio de cultura Trivet-Meyer a temperatura de 30°C. Ao meio de cultura para o
mutante adicionou-se 5 pg/ml de ERY. Os dados representam a média de 3 réplicas e as
barras de erro representam o desvio padréo.

Em estudos realizados com mutantes mreB de B. subtilis foi observado uma forte
dependéncia do crescimento em relagcdo a concentracdo de magnésio (Carballido-
Lépez et al, 2006; Leaver e Errington, 2005). Tendo em atengéo este facto, o mutante
EGDmreB foi crescido na presenca de diferentes concentragées de magnésio (2g/L a

6 g/L) e igualmente na presenca de diferentes concentracdes de glucose (4,1g/L a
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201g/L) para verificacdo de uma possivel dependéncia da fonte de carbono. O
crescimento do mutante EGDmreB ndo foi afectado pela adicdo de magnésio ou
glucose pelo que se pode concluir que a mutacdo do gene mreB em L.
monocytogenes tem consequéncias para a célula de modo distinto do registado para
B. subtilis.

3.5.2 - Inducdo da lise pela penicilina

Os antibidticos B-lactamicos promovem a acilacdo, formando complexos covalentes
inactivos com enzimas da parede celular bacteriana, que catalisam regibes terminais
na biossintese da parede celular, as transpeptidases denominadas penicillin binding
proteins (PBP’s). A formacgéo de alguns complexos inactivos leva a reducao da taxa de
sintese de peptidoglicano provocando a formacgédo de uma parede celular imperfeita.

De forma a testar possiveis alteragdes provocadas pela interrupcdo dos genes mreB e
spl na actividade das PBPs a indugéo da lise pela penicilina foi avaliada. Os resultados

sdo apresentados na Figura 29 e 30.

O efeito da adicdo da penicilina as culturas em fase exponencial foi mais evidente na
estirpe autolitica, L. monocytogenes C897. A mutacdo do gene spl na estirpe C897
inibiu o processo de lise pela penicilina, este mutante atingiu valores de A600nm iguais
a estirpe ndo autolitica EGD, 0,124 + 0,009 e 0,123 * 0,018, respectivamente (Figura
29). A inducéo da lise na estirpe selvagem EGD foi muito subtil em comparacdo com a
estirpe autolitica C897 (Figura 29 e 30). Ao fim de 24 horas a EGD apresentava um
valor de A600Onm = 0,123 + 0,018, enquanto que a C897 entrou nitidamente em lise
obtendo um valor de A600nm final de 0,009 + 0,01. No que respeita aos mutantes da
estirpe EGD, EGDmreB e EGDspl, estes evidenciam uma forte inibicdo da lise em
comparagéo com a estirpe selvagem EGD, obtendo valores de Asoonm de 0,650 + 0,053
e 1,171 £ 0,087, respectivamente (Figura 29 e 30).
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Figura 29: Efeito da penicilina G no crescimento das estirpes EGD, C897 e mutante EGDmreB
em meio BHI com 100U/ml de Penicilina G. O crescimento decorreu a 37°C. Os dados
representam a média de 3 réplicas e as barras de erro representam o desvio padrao.
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Figura 30: Efeito da penicilina G no crescimento das estirpes EGD, C897 e mutantes C897spl e
EGDspl, em meio BHI com 100U/ml de Penicilina G. O crescimento decorreu a 37°C. Os dados
representam a média de 3 réplicas e as barras de erro representam o desvio padrao.

3.5.3 - Inducéo da lise pelo Triton-X

A susceptibilidade a lise pelas estirpes L. monocytogenes EGD e C897 e respectivos

mutantes foi igualmente avaliada através da inducao da lise pelo Triton-X. O Triton-X

(p-t-octilfenol) é um agente tensioactivo, ndo i6nico cuja accdo se centra na
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solubilizacdo de lipidos e de proteinas das membranas biolégicas (Rocha, 2000). Os

resultados sao apresentados na Figura 31.
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Figura 31 - Efeito do Tritox-X no crescimento das estirpes EGD, C897 e respectivos mutantes.
O crescimento decorreu a 37°C. Os dados representam a média de 3 réplicas. As barras de
erro representam o desvio padréo.

A inducgdo da lise pelo Triton-X evidenciou uma maior susceptibilidade a lise pela
estirpe autolitica C897 (Asoonm = 0,221 + 0,025), em comparacdo com a estirpe nao
autolitica EGD (Asoonm = 0,315 + 0,007), no entanto as diferencas na susceptibilidade a
lise s80 menos marcantes em comparacdo com a accao da penicilina. Novamente a
interrupcao do gene spl na estirpe C897 (C897spl) confere um comportamento litico
muito préximo ao da estirpe ndo autolica, EGD, ao apresentar um valor de Agponm =
0,418 = 0,01. Os mutantes da estirpe EGD, EGDmreB e EGDspl apresentam uma

maior resisténcia a lise, com Agpo.nm de 0,593 + 0,041 e 1,140 + 0,033,

respectivamente.

3.5.4 - Analise morfolégica dos mutantes

Para se analisar a morfologia dos mutantes e ver de que forma é que a interrupgao
dos genes alteraram o seu fenétipo, procedeu-se a coloracdo de Gram durante o seu

crescimento, assim como as das estirpes selvagem EGD e C897.
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Em relacdo aos mutantes dos genes mreB (Figura 34B) e spl (Figura 32A) da estirpe
EGD, verificou-se que eles perderam a forma bacilar, apresentando uma morfologia
cocodide em comparagdo com a estirpe selvagem, EGD. Esta observagcdo mostra que o
gene mreB estd envolvido na extensdo da parede bacteriana como verificado em B.
subtilis (Carballido-L6pez et al, 2006; Leaver e Errington, 2005) e o spl no processo de

divisao celular.

No que respeita ao mutante do gene spl da estirpe C897 (Figura 32B), este
apresentou as mesmas alterac¢des fenotipicas que o mutante EGDspl (Figura 32A).

- ~

(A) (B)

Figura 32: Observagdo ao microscépio optico das coloracbes de Gram das células do mutante
EGDspl (A) e C897spl (B).

3.5.4.1 -Visualizacdo das células com Van-FL

De modo a esclarecer possiveis alteragfes na disposi¢cdo do peptidoglicano nascente
entre as estirpes autolitica e ndo autolitica as células das duas estirpes foram
visualizadas com um derivado fluorescente de vancomicina, bem como o mutante
EGDmreB. A utilizagdo da vancomicina advém do facto de ela reconhecer as cadeias
de glicano em crescimento assim como 0s seus locais de iniciagdo, ao possuir
afinidade para os terminais D-Ala-D-Ala, encontrados ao longo da cadeia e no lipido 1.
A adicdo de Van-FL bloqueia as reacc¢des de transglicosilacdo e transpeptidacdo, sem
inibir completamente a adicdo de novos monomeros as cadeias de glicano em
crescimento. Os novos locais de ligagdo podem ser criados pela adicdo de
vancomicina néo ligada, permitindo que a Van-FL se acumule nesses locais (Tiyanont
et al. 2006).

As imagens sdo apresentadas na Figura 33 e 34.
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(A) (B) (©)

Figura 33- Observacdo da disposi¢do do peptidoglicano nascente em L. monocytogenes EGD
(A e B) e C897 (C) através de Van-FL. A disposicdo ocorre em espiral A) e C) e também com
forte evidéncia junto a zona de divisédo da célula B).

. -
(A)

(B)
Figura 34 - Observacéo da disposicdo da nascente do peptidoglicano em L. monocytogenes
EGD (A) e EGDmreB (B) com crescimento na presencga do inibidor de divisdo, o antibiético
cefalexina (10ug/ml). A perda da forma de bacilo é evidente no mutante EGDmreB e a
fluorescéncia concentra-se no centro de diviséo celular.

3.6 - Fuséo do plasmideo pMUTINGFPmreB

Uma estratégia que pode contribuir para o esclarecimento da ac¢do do gene mreB,
bem como mreC e MreD, uma vez que constituem um operao com mreB € a utilizacédo
de uma fusao de transcricdo com uma proteina fluorescente verde e o gene mreB com
um promotor induzido por IPTG, o pMUTINGFPmreB. Esta estratégia foi aplicada nas
duas estirpes EGD e C897 utilizando o plasmideo pMUTIN-GFP" (Kaltwasser et al.
2002).

A amplificagéo do gene mreB completo (1013 pb) foi realizada com os primers FXma e
RKpn, utilizando como molde o DNA da estirpe L. monocytogenes EGD. O resultado é

apresentado na Figura 35.
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Figura 35: Amplificacdo do gene
mreB M- marcador 1 Kb plus
(Invitrogen), 1 - controlo negativo
da reaccao (sem adicdo de DNA),
2 e 3 — fragmento amplificado do
gene mreB (1013 pb) com os

primers FXmalll / RKpnl.

Apo6s a amplificacdo procedeu-se a digestdo do fragmento amplificado, bem como o

vector pMUTIN-GFP+ com as enzimas Xmalll e Kpnl e posteriormente foi realizada a

purificacdo do fragmento para em seguida ser utilizado na reac¢cédo de ligacdo. Pode

ser observada a forma linear, covaletemente ligada e super enrolada do plasmideo e

apenas a forma linear quando o fragmento foi inserido (Figura 36). O plasmideo obtido

foi utilizado para transformar a estirpe de E. coli DH10B, na presenga de 100 pyg/ml de

AMP. A confirmacdo da transformacgéo das células de E. coli DH10p foi realizada por

PCR. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 37.
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Figura 36: Confirmacéo da ligagédo
do fragmento do gene mreB com o
vector pMUTIN-GFP+, apés a
reaccao de ligacdo. M- marcador 1
Kb plus (Invitrogen), 1 — miniprep
do vector pMUTIN-GFP+, 2 -
confirmacgéo da ligacdo do vector
com o mreB.
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M123 4567 8 910 Figura 37- PCR colony para

confirmacédo da ligacdo do vector
PMUTIN-GFP+ com o fragmento
do gene mreB, apés a
transformagdo em E.coli DH10R,
com os primers FXmalll / RKpnl.
1000 pb — ' M-  marcador 1 Kb plus
(Invitrogen), 1 - controlo negativo
da reaccado (sem DNA), 2- controlo
positivo da reac¢cdo (com DNA da
estirpe EGD, 3 a 10- coldnias
seleccionadas para confirmagéao.

= - -
- - - e
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De seguida efectuou-se o isolamento do DNA plasmidico das col6nias transformadas e

procedeu-se a transformacao das estirpes EGD e C897.

36.1 - Observagdo das fusbes EGD::pMUTINGFPmreB e
C897::pMUTINGFPmreB

Com o objectivo de se verificar as altera¢cfes induzidas na parede celular das duas
estirpes de L. monocytogenes EGD e C897 pela expressdo do gene mreB as estirpes
transformantes, EGD::pMUTINGFPmreB e C897::pMUTINGFPmreB foram observadas
por microscopia por fluorescéncia apds crescimento na presenca de IPTG e por
coloracao de Gram com observacdo ao microscopio optico sem a presenca de IPTG.
As imagens sdo apresentadas nas Figuras 37 e 38. E de salientar que o transformante
C897::pMUTINGFPmreB na auséncia de IPTG tem o crescimento afectado e s6 seja
recuperado tardiamente. Estes dados vém apoiar o insucesso na obtencdo de
mutantes no gene mreB nesta estirpe. E possivel que a isoforma de MreB, a Mbl

esteja ligada a recuperacao tardia do transformante.

E possivel observar que a disposicdo de MreB (e igualmente MreC e MreD, uma vez
que constituem um operdo) € semelhante nas duas estirpes com disposicao em
espiral, (Figura 38A e E) e nos pélos (Figura 38C, D e F). Na estirpe EGD é possivel
verificar a participacdo de MreB no local de divisdo (Figura 38B), mas nao foi possivel

observar este fendbmeno na estirpe C897.
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Figura 38- Observacdo ao microscépio por fluorescencia das células de
EGD::pMUTINGFPmreB, A, B, C, D e C897::pMUTINGFPmreB E e F.

Os dados obtidos pela observagdo das células de EGD:pMUTINGFPmreB e
C897::pMUTINGFPmreB vém confirmar o papel de MreB na determinagdo da forma
de bacilo. As culturas EGD::pMUTINGFPmreB e C897::pMUTINGFPmreB obtidas sem
adicédo de IPTG ( a expressédo de mreB é inibida) foram observadas por coloracdo de
Gram. As imagens sdo apresentadas na Figura 39. E possivel observar que na

auséncia de expressado do gene mreB as células adquirem a forma circular.

(A) (B)

Figura 39- Observagdo ao microscopio oOptico das coloragbes de Gram das células de
EGD::pMUTINGFPmreB, (A) e C897::pMUTINGFPmreB (B).
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3.6.2 - Inducéo da lise pela penicilina

Dado que nao nos foi possivel obter um mutante de mreB da estirpe C897 a estratégia
da fusdo com uma proteina fluorescente contribuiria para o esclarecimento dos efeitos
da expressao deste gene em ambas as estirpes. A susceptibilidade a inducao de lise
pela penicilina foi testada nos transformantes EGD:pMUTINGFPmreB e
C897::pMUTINGFPmreB com e sem adicdo de IPTG (de modo a induzir ou inibir a
expressdo do gene mreB e os genes mreC e mreD que constituem o operdo). Os

resultados sao apresentados na Figura 39.

Em relacdo a inducdo de lise pela penicilina com e sem adicdo de IPTG no
transformante EGD::pMUTINGFPmreB ndo produziu qualquer diferenga na
susceptibilidade a lise, 0 que coloca a questdo sobre a maior resisténcia a lise pela
penicilina do mutante EGDmreB estar ligada a algum efeito polar da mutacdo. A
susceptibilidade a lise nao foi significativamente diferente (P>0,05) no transformante
C897::pMUTINGFPmreB com a adicdo de IPTG comparativamente a ndo adigdo de
IPTG, ou seja a ndo expressao do operdaoMreB nao afectou a susceptibilidade a lise

(Figura 40).
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Figura 40: Efeito da peniciina G no crescimento das estirpes com a fusédo
EGD::pMUTINGFPmreB e C897::pMUTINGFPmreB em meio BHI com 100U/ml de Penicilina
G. O sinal de (+) indica a adigdo de IPTG a cultura e o sinal de (-) indica sem adicao de IPTG.
O crescimento decorreu a 37°C. Os dados representam a média de 3 réplicas e as barras de
erro representam o desvio padréo.
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3.7 - Avaliacéo da capacidade de invaséao celular

Com o objectivo de se esclarecer se 0s genes mreB e spl poderdo estar associados a
capacidade invasiva das estirpes em estudo, utilizaram-se células NIH3T3, para
determinar a capacidade de invasdo celular. Recorreu-se a técnica de Miles e Misra
para determinar o nimero de bactérias que conseguiram invadir as célulasNIH3T3. Os

valores obtidos sdo apresentados na tabela XIV.

Tabela XIV: Percentagem de invasao das estirpes selvagens EGD e C897, e respectivos
mutantes e transformantes, nas células NIH3T3. Os dados representam a média de 3 réplicas
e o desvio padrao (dp).

Estirpe % de invasao
EGD 46,7+ 1,2
c897 49,5+ 0,8
EGDmreB 449 + 0,7
EGD::pMUTINGFPmreB+ 46,7+ 2,3
EGD::pMUTINGFPmreB- 48,7+ 0,9
C897::pMUTINGFPmMreB+ 50+ 0,4
C897::pMUTINGFPmMreB- 514+11

Através da andlise da Tabela XIV, verifica-se que as estirpes EGDmreB,
EGD::pMUTINGFPmreB- e C897::pMUTINGFPmreB-, que ndo tém a expressdo do
mreB, ndo perderam o potencial invasivo, em comparacdo com as estirpes selvagens
e com os transformantes cuja expressao do gene mreB se encontra dependente do
IPTG (C897::pMUTINGFPmreB+ e EGD:pMUTINGFPmreB+). Desta forma foi
possivel confirmar que a interrupcdo do gene mreB ndo afectou a viabilidade e

capacidade de invasdo da bactéria.
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No entanto, é notdria uma maior percentagem de invasdo da estirpe C897 (49,5% -
51,4%), em relacdo a EGD (46,7% - 48,7%). Este fendmeno podera dever-se ao facto
da C897 possuir maiores quantidades da proteina P60 (invasion associated protein) e
P45 (proteina da mesma familia da P60) (Pinto et al, submetido para publicacdo),

permitindo assim uma maior aderéncia celular.
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4- Discussao

A biossintese de PG tem sido alvo de diversos estudos devido a sua importancia na
sobrevivéncia da célula e ao seu papel na manutencdo da parede celular. Bactérias
em forma de bacilo, como Bacillus subtilis, mantém a sua morfologia direccionando a
sintese “de novo” PG ao longo da parede celular durante a fase de elongacéo (Daniel
e Errington, 2003). Para se determinar o papel dos genes que estardo envolvidos na
formacdo e manutencédo da forma da parede celular, técnicas de mutagénese tém sido
consideradas um método simples e conveniente para a obtencdo de respostas
(Schéaferkordt e Chakraborty, 1995). Muitos plasmideos originarios de B. subtilis ou de
E. coli, tém sido utilizados em Listeria (Freitag, 2000), estando muitas vezes
associados a resisténcia de antibidticos (Charpentier e Courvalin, 1999). O vector
pAUL-A tem sido amplamente utilizado em estudos genéticos de L. monocytogenes,
na construcdo de mutantes por recombinacdo homologa, ao ligar-se a uma uUnica
porcdo interna do gene alvo. Este tipo de mutacdo é Util para o estudo de genes
transcritos monocistronicos ou para clonar regides que flaqueiam genes de interesse
(Schéferkordt e Chakraborty, 1995). No entanto, quando a recombinacdo envolve um
gene de um operdo, como é o caso do gene mreB do presente trabalho, a insercdo
pode afectar os genes a jusante, pela disrup¢édo do transcripto de RNA policistrénico
(Chakraborty, 1995).

Desta forma, recorreu-se a técnica de mutagénese para fazer-se a interrupcdo dos
genes mreB e spl, nas duas estirpes de L. monocytogenes EGD e C897, de modo a
interromper a expressao dos mesmos. Verificaram-se algumas dificuldades na
consecucdo da técnica, nomeadamente na optimizagdo do tamanho dos fragmentos
dos genes a utilizar e no processo de transformacéo da estirpe C897 no gene mreB.
Contudo, conseguiu-se obter mutantes do gene mreB, para a estirpe EGD (EGDmreB)

e mutantes do gene spl, para ambas as estirpes (EGDspl e C897spl).

A interrupcéo do gene mreB na EGD afectou a taxa de crescimento das células, mas
ndo provocou a lise, como foi descrito em E. coli (Kruse et al, 2005). O mutante
EGDmreB evidenciou um crescimento muito lento em relagdo a estirpe selvagem,
revelando que a auséncia da proteina MreB interferiu na taxa de utilizacdo dos
nutrientes, muito provavelmente na incorporacdo dos componentes de sintese do
peptidoglicano (PG). Nos estudos feitos em B. subtilis e Caulobacter crescentus a
interrupcao da proteina MreB mostrou ser letal (Daniel e Errington, 2003; Figge et al,
2004) evidenciando a essencialidade destes genes para estas bactérias. No entanto a
viabilidade do mutante de Bacillus subtilis péde ser recuperada pela adicdo de

estabilizadores osméticos como o magnésio e sucrose (Formstone e Errington, 2005).
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Os mutantes obtidos foram expostos a condi¢cdes de autdlise induzidas pela penicilina
e pelo Triton-X, tendo sido evidenciado em todos os mutantes, uma forte inibicdo da
lise em relagdo as estirpes selvagens. A comparagdo da susceptibilidade entre as
duas estirpes selvagens, C897 e EGD confirma-se a maior susceptibilidade a lise pela
estirpe C897. A interrupcdo do gene spl provocou no mutante EGDspl uma maior
resisténcia a lise, em comparagdo com o mutante C897spl. Este resultado pode estar
ligado a maior susceptibilidade a lise pela estirpe C897 que nas condi¢cdes em estudo
exprime outra autolisina, para além da Spl, a autolisina lap (Pinto et al. submetido para
publicacéo).

A resisténcia do mutante EGDmreB, em relagdo a estirpe selvagem, poderd indicar
gue a proteina MreB estara envolvida na orientacdo da localizacdo de PBP’s que
interagem com inibidores da autélise, nomeadamente proteases. Foi descrito em C.
crescentus que a localizagdo da PBP2 nas estruturas em forma de espiral é
dependente de MreB (Figge et al., 2004). A maior resisténcia a lise pela accdo da
penicilina indica que ligagéo desta a(s) PBPs foi inferior, ou seja é possivel que ocorra
uma acumulagdo de PBPs no mutante e assim estejam disponiveis para realizar a
transpeptidacdo assegurando a integridade da célula. A acumulagdo de PBPs em

mutantes MreB foi ja descrita em E. coli (Wachi e Matsuhashi, 1989).

Para se visualizar o padrdo espacial da sintese de PG de L. monocytogenes, utilizou-
se 0 método descrito por Daniel e Errington (2003), onde se utilizou vancomicina
ligada a fluorescéncia (Van-FL), para examinar a topologia da sintese da parede
celular. Através da aplicacdo desta técnica nas estirpes de L. monocitogenes EGD e
C897 um padrao de fluorescéncia em bandas tipo espiral e também uma intensa
banda na formac&o do novo septo foi registada Estes resultados suportam a ideia de
gue o PG é sintetizado de acordo com um padrdo em hélice ao longo da parede,
durante a elongacado celular, e quando a célula atinge o seu comprimento critico, a
sintese de novo PG volta-se para dentro, formando os novos locais de divisdo. Este
tipo de padréo de insercao de PG vai de encontro ao que foi descrito noutras bactérias
em forma de bacilo (Daniel e Errington, 2003). Nas células EGDmreB, a auséncia da
expressao do gene mreB, desencadeou a formacdo de células esféricas, onde se
observou uma banda transversal de Van-FL, correspondendo provavelmente ao septo
de divisdo. Ao contrario da estirpe selvagem ndo se observaram quaisquer outras
bandas sugestivas de um padrdo em hélice, evidenciando apenas uma fluorescéncia
muito ténue na parede celular. Estes resultados sugerem que a sintese da parede
celular apenas ocorre nos locais de divisdo e que a incorporacdo em hélice para a

extensdo da parede foi anulada ou muito afectada no mutante. A banda transversal
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que representa o septo, significa que este contém material proveniente da parede
celular e que a perda da proteina MreB, ndo preveniu a sintese de novo PG no local
da divisdo. Desta forma a sintese do anel de diviséo celular pode ser responséavel pelo
crescimento continuo das células mutantes. Leaver e Errington (2005) observaram o
mesmo tipo de células em mutac¢des induzidas nos genes mreC e mreD, que também
estdo envolvidos na coordenacgdo da sintese de PG e sugeriram que 0 crescimento
das células mutantes pode ser dependente da proteina de divisdo celular FtsZ. Tal
como em B. subilis ou E. coli, a proteina MreB é necessaria para a presenca das
estruturas em hélice na sintese da parede celular de L. monocytogenes, levando a
célula a elongacao.

Alteragcbes na morfologia da célula observadas no mutante EGDmreB, sé&o
semelhantes as encontradas noutras bactérias, reforcando a ideia de Kruse e
colaboradores (2005), de que a proteina MreB exerce funcdes conservadas em

diversos organismos.

A andlise de expressdo do gene mreB no mutante L. monocytogenes EGDmreB, por

PCR em tempo real confirmou a sua interrupgao.

A confirmacdo da presenca do gene iap nos mutantes EGDmreB e C897spl, também

permitiu concluir que os mutantes pertencem a L. monocytogenes.

Os resultados obtidos com Van-FL demonstraram que MreB é requerida para a
organizacdo espacial da sintese da parede celular, na zona cilindrica da célula. Para
clarificar a natureza essencial de MreB na estirpe C897, pois a técnica de
recombinacdo homologa apontou para o facto do gene mreB poder ser essencial para
a viabilidade da bactéria e para confirmar os efeitos da ndo expressao do operdo MreB
na mudanga morfologica, quer em C897 quer na estirpe EGD procedeu-se a uma
fusé@o de transcricdo com uma proteina fluorescente verde (GFP) e o gene mreB, com
um promotor induzido por IPTG. Em primeiro lugar é necessario referir que a néo
expressao do operdo MreB ndo foi letal para a estirpe C897 o0 que é aponta para a

elaboracdo de novas estratégias para a obtencdo de um mutante C897mreB.

A presenca do IPTG permitiu observar a disposicdo de MreB na parede celular, nas
duas estirpes em estudo, embora com menos detalhe na C897. Esta observacéo pode
dever-se ao facto da fusdo em C897 ser mais fraca e necessitar de um promotor mais
forte. Na fusdo C897::pMUTINGFPmreB é possivel a observagédo de filamentos em
hélice, quer uma acumulagéo nos pélos. A acumulagéo ao nivel dos pélos das células
poderd ocorrer logo apés a divisdo celular. No entanto foi notéria uma menor

expressao de MreB em relacdo a estirpe EGD, uma vez que a sua localizag&o ficou
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pouco definida. Estes dados foram verificados pela expressdo do gene mreB por PCR
em tempo real (Pinto et al. submetido para publicacdo). Na fuséo
EGD::pMUTINGFPmreB foi possivel observar com clareza que a disposicao de MreB
é do tipo hélice, resultados estes semelhantes aos obtidos em C. crescentus (Gitai et
al., 2004), B. subtilis (Daniel e Errigton, 2003) e E. coli (Kruse et al, 2005). A sua
presenca também se distingue nos pélos e nos local da divisdo, indicando que MreB
poderé interagir com proteinas de divisdo, para formar o septo. E importante relembrar
que a disposicdo observada desta proteina consiste na expressdo dos genes que
constituem o operdo, os genes mreC e mreD. Para se observar qual o efeito nas
células da ndo expressédo do gene mreB, estas foram expostas a um meio sem IPTG.
Na auséncia de IPTG, a C897::pMUTINGFPmreB’ tem o crescimento afectado e s6 é
recuperado tardiamente. Estes dados vém apoiar o insucesso na obtencdo de
mutantes no gene mreB nesta estirpe. A sua recuperacado tardia poderéa dever-se a
existéncia de um homélogo MreB em L. monocytogenes, a isoforma Mbl. Foi descrito
em B. subtilis que a inser¢céo em hélice parece ser dependente da proteina Mbl (Daniel
e Errington, 2003). Jones e colaboradores (2001) indicaram que as proteinas MreB e
Mbl de B. subtilis formam estruturas em hélice e filamentosas que possuem um papel
do tipo citoesqueleto na determinacdo da forma bacteriana. Eles propuseram um
modelo em que a proteina MreB tem como funcgédo controlar o tamanho da célula, mas
no entanto a proteina Mbl possui um papel mais importante na manutencdo da

linearidade do eixo longitudinal na célula.

As culturas de EGD:pMUTINGFPmreB" e C897::pMUTINGFPmreB" obtidas sem
adicdo de IPTG (a expressdo de mreB é inibida) foram observadas por coloragdo de
Gram. A auséncia de expressdo do gene mreB, desencadeou a formacao de células
arrendondadas em foice, ou seja, a sua interrupcdo comprometeu a integridade do

peptidoglicano ao longo do comprimento da célula.

As estirpes EGD::pMUTINGFPmreB e C897::pMUTINGFPmreB, também foram
expostas a condi¢cdes de lise induzidas pela penicilina e, observaram-se diferentes
respostas entre a EGD e a C897. Na EGD:pMUTINGFPmreB ndo se observou
diferencas na susceptibilidade a lise quando a expressao do operdo MreB foi permitida
ou inibida. Apesar de ocorrerem alteracdes ao nivel morfolégico sem a expresséo do
gene mreB, a exposicdo a penicilina ndo desencadeou a lise da estirpe. E pois
possivel que tal como se verificou com o mutante EGDmreB também na fus&o ocorra
uma acumulagdo de PBPs, mas aparentemente inferior ao que ocorreu no mutante,

uma vez que este adquiriu uma resisténcia a lise provocada pela penicilina.
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Em relacdo a C897::pMUTINGFPmreB™ a ndo expressao do gene mreB, ndo alterou o
comportamento litico da estirpe pelo que se pode colocar a hipétese de que a
associacao da MreB da estirpe C897 com a(s) PBPs é inferior ou inexistente em
relacdo ao que se observa em EGD, pelo que ndo ocorre a sua acumulacdo quando
MreB ndo é expresso.

A caracterizacdo do crescimento e fenotipo dos mutantes foi seguida de estudos de
interaccdo entre a bactéria e células hospedeiras. Varios ensaios com células
epiteliais, fibroblastos e macrofagos tém sido realizados para investigar a viruléncia
das estirpes mutantes (Gaillard et al., 1987; Gaillard et al., 1986; Berche et al.,
1986). Realizou-se o estudo da capacidade invasiva das estirpes selvagens EGD e
C897 e dos respectivos mutantes, em células fibroblastos NIH3T3. Constatou-se que a
interrupcdo da expressdo do gene mreB, ndo influenciou a capacidade de adeséo e
invasao das bactérias as células, mantendo o seu potencial invasivo. A estirpe C897
mostrou maior capacidade invasiva em relagdo a EGD, provavelmente devido a
existéncia de maiores quantidades da autolisina P60 no secretoma da C897 (Pinto et
al, submetido para publicagédo). Foi j& demonstrado por Kuhn e colaboradores (1989)
que a proteina p60 esta directamente envolvida na invasdo de células mamiferas,
NIH3T6, por L. monocytogenes, ao verificarem que mutantes no gene iap nao
apresentavam capacidade de invasdo celular. Apesar dos elevados niveis de P60,
potenciarem a invasdo nas células pela C897, também tornam a bactéria mais
sensivel a autdlise, quando exposta a fendmenos de stress induzidos pelas células
hospedeiras. Verificou-se anteriormente que a estirpe C897 € menos virulenta, o que
pode estar ligado ao seu caracter autolitico (Faleiro, 2000). Pode-se, entao colocar a
hiptese de que apesar das estirpes autoliticas poderem exprimir autolisinas que
permitem uma maior aderéncia as células hospedeiras, 0 mesmo fendmeno torna-as
mais susceptiveis as variacdes no meio intracelular com a consequente perda de

viabilidade, ou seja, as estirpes mais autoliticas sdo menos virulentas.

5- Conclusodes
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Os dados obtidos neste trabalho, permitiram a verificacdo do papel da proteina MreB
na manuten¢do do processo de elongacédo da bactéria L. monocytogenes. Constatou-
se que existe uma estreita interaccdo entre a forma da célula e a sintese da parede
celular, em que a sintese da parte cilindrica da célula parece ser orientada por MreB.
Pode-se sugerir que o complexo proteico MreB (com os restantes componentes, mreC
e mreD) direcciona a maquinaria da sintese de peptidoglicano no eixo longitudinal. O
mutante EGDmreB  adquiriu a forma cocoide e o transformantes
EGD::pMUTINGFPmreB e C897::pMUTINGFPmreB em condicbes de auséncia de
indugdo confirmou a aquisicdo da forma esférica dos transformantes podendo-se
concluir a essencialidade do operdo MreB na manutencao da forma bacilar.

A mutacdo do gene mreB na estirpe EGD provocou uma maior resisténcia a lise
provocada pela acgéo da penicilina, mas o mesmo néo se verificou quando foi utilizado
o transformante EGD::pMUTINGFPmreB, o que podera estar ligado a algum efeito

polar no mutante EGDmreB.

N&o foi possivel a obtencdo de um mutante mreB na estirpe C897 apesar das
diferentes estratégias aplicadas. No entanto com a utilizagcdo do transformante
C897::pMUTINGFPmreB foi possivel verificar que a sua susceptibilidade a lise
provocada pela ac¢édo da penicilina ndo foi alterada quando comparada com a estirpe
selvagem. Este resultado pode estar ligado a uma menor associacdo de MreB com
a(s) PBPs comparativamente a estirpe EGD, pelo que ndo ocorre a sua acumulacao

quando MreB néo é expresso.

A mutacdo do gene spl, uma autolisina da familia da P60 provocou em ambas as
estirpes, C897 e EGD uma alteracdo morfolégica, ou seja, os mutantes EGDspl e
C897spl adquiriram uma forma esférica o que indica um papel da Spl semelhante ao

da MreB, € mesmo possivel que exista uma interaccao entre a MreB e a Spl.

O comportamento autolitico da estirpe C897 podera estar ligado a ac¢do da autolisina
Spl, pois outro aspecto da mutacdo do gene spl que foi verificado nos dois mutantes,
EGDspl e C897spl foi uma maior resisténcia a lise provocada pela ac¢éo da penicilina
e pelo Triton-X, o que indica a interaccao destes agentes liticos com esta autolisina, ou

0s seus reguladores.

6- Perspectivas Futuras
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Os resultados obtidos com o mutante da estirpe EGD e das fusbes realizadas nas
duas estirpes mostram a importancia da proteina MreB e do restante complexo
proteico, no processo de elongacdo celular. Torna-se, pois fundamental verificar a
accao da isoforma Mbl, bem como das proteinas MreC e MreD, através de mutacdes
dos respectivos genes, bem como utilizando as fusdes de transcricdo com proteinas

fluorescentes, como a descrita neste estudo.

Sera ainda interessante utilizar técnicas de interac¢@o proteina-proteina para verificar
as possiveis interac¢des entre a proteina MreB e as proteinas MreC e MreD, bem
como as PBPs e autolisinas.

Outros ensaios para completar os efeitos da mutacdo no gene spl sdo necessarios,
nomeadamente na mobilidade, aderéncia a superficies abidticas, resisténcia a
antibacterianos, dada a maior resisténcia a accdo da penicilina sera particularmente

interessante testar os antibiéticos com acc¢ao na parede celular, como os B-lactamicos.

A utilizagcdo de células Caco-2 ou macréfagos fornecerd resultados mais

esclarecedores sobre a capacidade invasiva dos mutantes obtidos.
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8- Anexos

Anexo | - Mapas de restricao dos vectores e marcador utilizado
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Figura 40- Mapa do vector pPGEMT-Easy (Promega)
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Figura 41: Mapa do vector pAUL-A (Chakraborty et al, 1992)
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Figura 42: Mapa do vector pMUTIN-GFP+ (Bacillus Genetic Stock Center, 2002)
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Figura 43 — Marcador utilizado neste trabalho: 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen)



Anexo Il — Condi¢des e composicao das misturas das reacc¢oes de PCR

Tabela XV — Mistura reaccional para a realizacdo das reac¢bes de PCR para a
amplificacdo dos fragmentos dos genes mreB e spl com os pares de primers
mreEcoRI/mreHind e splEcoRlI/splHind, para a estirpe EGD e mreHind/mreBR897 e
splHind/splR897, respectivamente, para a estirpe C897.

Componentes dareaccéao Volume
Tampao (10x) 5l
Mgcl, (25 mM) 5l
dNTP’s (10 mM) 1l
Primer FW (10 pmol/pul) 1
Primer RV (10 pmol/pl) 1
Taq I?PNS np}}glgigg)erase 0,25
H,O estéril 35,95 ul
DNA 0,8

A mistura reaccional utilizada na realizacdo das reac¢bes de PCR para amplificar os
fragmentos dos genes mreB e spl com os primers anteriores foram as mesmas usadas
para verificar os transformantes com os primers do vector (UR) e do fragmento e

também para amplificar o gene iap.
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Tabela XVI — Condi¢cbes utilizadas na realizacdo das reaccbes de PCR para

amplificacdo dos fragmentos dos genes mreB e spl com os pares de primers

mreEcoRI/mreHind e splEcoRI/splHind, respectivamente, para a estirpe EGD e

mreHind/mreBR897 e splHind/splR897, respectivamente, para a estirpe C897.

Temperatura Tempo N.° de ciclos
94°C 2 min 1
94°C 1 min 34
58°C 1 min 34
72°C 40 seg 34

Tabela XVII - Condigfes utilizadas na realizacdo das reac¢des de PCR para amplificar

os fragmentos dos genes nos transformantes com os primers do vector (UR) e do

fragmento.
Temperatura Tempo N.° de ciclos
94°C 2 min 1
94°C 1 min 34
60°C 1 min 34
72°C 1,5 min 34
Tabela XVIII - Condi¢gBes utilizadas na realizacdo das reac¢gbes de PCR
amplificacdo do fragmento do gene iap.
Temperatura Tempo N.° de ciclos
94°C 3 min 1
94°C 1 min 30
60°C 1 min 30
72°C 1 min 30

para a
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Na amplificacdo do gene mreB inteiro com os primers RKpnl/ FXmalll, para a

execucdo da fusdo com vector pMUTIN-GFP+ utilizou-se a mistura reaccional bem

como as condicdes expressas nas tabelas XIX e XX.

Tabela XIX — Mistura reaccional para a realizacdo das reaccdes de PCR’ para a

amplificacdo do gene mreB inteiro com o par de primers Rkpnl/FXmalll.

Componentes dareaccao Volume
Master mix (Qiagen) 10
Primer FW (10 pmol/pul) 1l
Primer RV (10 pmol/ul) 1l
H,O estéril 6 ul
DNA 2 ul

Tabela XX — Condigdes utilizadas na realizagcdo das reaccdes de PCR para amplificar

0 gene mreB inteiro.

Temperatura Tempo N.° de ciclos
95¢C 5 min 1
94°C 2 min 1
94°C 1 min 35
62°C 1 min 35
72°C 1,5 min 35
72°C 5 min 1
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Para a verificacdo da expressdo do gene mreB por PCR em tempo real utilizaram-se

as condi¢cOes descritas na tabela VII abaixo.

Tabela XXI- Condi¢bes utilizadas para verificacdo da expressdo do gene mreB no

mutante EGDmreB, através da técnica PCR em tempo real.

Temperatura tempo N.° de ciclos Ciclo
94°C 3 min. 1 1
94°C 45s 45
59°C 30s 45 2
72°C 15s 45
65°C 10s 125 3
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Anexo llI- Meios de cultura

- Meio LB:

Dissolveram-se 4,65 g de meio LB (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) em 300 ml de
agua destilada (cf = 15,5 g/l) e autoclavou-se a 121°C, durante 20 min. Para preparar o
mesmo meio em placa (sélido), procedeu-se de igual forma, tendo-se adicionado
também 4,5 g de agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy, Roseto degli Abruzzi,
Italy) (cf =15 g/l).

Para preparar placas de LB com AMP (Sigma, New York, USA) (cf = 100 ug/ml) ou
ERY (cf = 300 ug/ml), deixou-se arrefecer o meio até ~45°C e, adicionou-se por fim os

antibiéticos ao meio.

- Meio BHI:

Dissolveram-se 11,1 g de meio LB (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) em 300 ml de
agua destilada (cf = 37 g/l) e autoclavou-se a 121°C, durante 20 min. Para preparar o
mesmo meio em placa (sélido), procedeu-se de igual forma, tendo-se adicionado

também 4,5 g de agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy) (cf = 15 g/l).
— Meio SOC
a) — Meio SOB (100 ml):

Dissolveram-se em 100 ml de 4gua destilada 2 g de bacto-triptona (Difco, USA), 0,5 g
de extracto de levedura (Difco, USA), 0,0584 g de cloreto de sédio (Sigma, New York,
USA) e 0,0186 g de cloreto de potassio (Merck, Darmstadt, Germany).

Ajustou-se o pH a 7 com hidréxido de sédio diluido e autoclavou-se durante 15 min. a
121°C.

b) — Solucéo de sais de magnésio 2 M (100 ml)

Em 100 ml de agua destilada dissolveram-se 20,33 g de cloreto de magnésio (Sigma,
New York, USA) e 24,65 g de sulfato de magnésio heptahidratado (Merck, Darmstadt,

Germany). Autoclavou-se durante 15 min. a 121°C.

¢) — Solucao de glucose 2 M (100 ml)

88



Dissolveram-se 36,04 g de glucose (Fisher Scientific) em 100 ml de 4gua destilada e

filtrou-se com um filtro de 0,2 uym.
d) — Meio SOC (100 ml)

Juntaram-se 1 ml da solugéo de sais de magnésio a 2 M (cf = 20 mM), 1 ml da solucéo
de glucose a 2M (cf = 20 mM) e 98 ml de meio SOB. Homogeneizou-se bem e

congelaram-se aliquotas de 1ml.

- Meio Trivett and Mevyer (Trivett e Mever, 1971) (1L):

a) Solucéo de sais minerais:
- Solugao A (440 ml):

Dissolveram-se 8,5 g de K,HPO,, 1,69 g de NaH,P0O,4.2H,0 e 0,5 g de NH,Cl em 440
ml de 4gua destilada.

- Solucéo B (200 ml):

Dissolveram-se 0,24 g de NaOH e 0,48 g de &cido nitricotriacético em 200 ml de 4gua

destilada.

- Solugéo C (200 ml):

Dissolveram-se 0,048 g de FeCl;.6H,O em 200 ml de agua destilada.
- Solucéo D (100 ml):

Dissolveram-se 0,41 g de MgS0,.7H,O em 100 ml de agua destilada.

De modo a evitar a precipitacdo, juntou-se a solucdo C a solucdo B, a mistura
resultante adicionou-se a solucdo A e por fim a solugcdo D. Esterilizou-se a solucao

final por autoclavagem a 115°C durante 15 minutos.

b) Solugédo de Aminoacidos (100 ml):

Dissolveram-se 200 mg de L-cisteina-HCI, 200 mg de L- leucina, 400 mg de DL-
Isoleucina, 400 mg de DL-Valina, 400 mg de DL-metionina, 400 mg de L-Arginina-HCI
e 400 mg de L-Histina-HCI a 100 ml de &gua destilada pré-aquecida a 50°C.

Esterilizou-se a solucao por filtragdo com um filtro de 0,2 pm.
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A solucéo de aminoacidos adicionaram-se 4 g de Glucose (0,2 % (p/v)).

c) Solugéo de Vitaminas (100 ml):

Dissolveram-se 10 mg de Riboflavina e 10 mg de Tiamina em 99 ml de 4gua destilada
previamente aquecida. Fez-se uma segunda solucdo com 10 mg de Biotina e 1 mg de
acido DL-tioactivo em 10 ml de agua destilada (adicionou-se NaOH 1M, quando
necessério, para dissolver). Adicionou-se 1 ml da segunda solugdo a primeira e
esterilizou-se por filtragcdo. Protegeu-se o frasco da luz e armazenou-se no frigorifico a
4°C.

Ap6s a preparacdo de todas as solugcdes do meio TM, adicionaram-se 50 ml da
solucdo de aminodcidos (a solugdo preparada tem 2x a concentragdo necessaria) e
10 ml da solucao de vitaminas a solugéo de sais minerais.
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Anexo IV - Contexto genémico do gene mreB

HC_0032101
[ 1550253 [ 15846355 P

el b B fp— el

mpel -1

Figura 44: Contexto gendmico do gene mreB e genes vizinhos na estirpe EGD de L.

monocytogenes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/986954)
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Anexo V — Sequéncias dos genes em estudo

e Gene mreB (Imol1548) — Contém 1014 pb:

ttagttcatttttttacgtttatacatatccatattttctaaagctttccctgttccaattgcaacacaatcaagtggttcatctgcaat
aataacaggcatttttgtttcttcagaaataactgtatctaaattacgtaaaagcgctcccccacctgtgagtacaataccttt
atccataatatcagctgacaattctggtggcgtattttcaagtgttccttttacagcatcaataatagctgctactgtatcagea
agtgcttcgctaatttcttctggagtaatttcaatagttttaggaagtccggttactaaatcgcgtcctcgaatgctaaatggag
ataagtccaaaccttttggactagctgagccaatttccattttaattgcttcggcagtacgatcaccaattaatagattatattttt
tacgaatgtaattaatgataacttcatctaaatcatcaccggcagtcctcacagagcgactagttacaataccacctagag
aaataacagcaacttctgtagttcctccaccaatatctacaaccatactacctgtaggcetcgccaactggaagtccageac
caatagccgcagcaaacggttcttcaattgtaaatgcgtctttagcacctgcttgacgagtcgcatcaataacagegcgtttt
tctacacctgtaattccagaaggtacacatatcattacgcgtggtttacttgcattaacacttttaccagctttttgtatgtagtac
ttcatcattgctgctgttgtatcataatcagcaataacgccatctttcattggacgaattgcaacaatatttcctggtgttctacca
atcatatttttagcatcgctaccaactgcaactatttcttgtgtgtcttttttcattgccacaacggaaggttcacgaaggacaat

accttttcccttcatatagacaagtgtgttcgctgtccctaaatcaattccaatatctttattaccaaatccaaacat

e Gene spl (Imo2505) — Contém 1280 pb:

catataaaaaagcacctttgtttaaaacgacaaaggtgctttttaacttttcaataataattagaagttagctacgcggccat
atcctacaagatatttagcccagtagccgctagtgatgttgtcatatttaacgccattgttttgagcattgatcatttgaccgec
acccacataaattcctacgtgagcaattccgctgccatagttaaagaatactaagtcacctggttttgcttggctagegcetga
ttttagatgctgctgcatattgtccaccagatgttcttggaagagaaacacccgctgcacggaatgcataagaagtaaatc
cagaacagtcaaatgcgcttggtccagttgctccaaggctataaggttttcctagttgtgcgttagctgcagaaatcattgct
gagtatccgccactagatggtgttgctgegetiggtgctgaattgtigtcatttgacgcaacattttitgttgtattagattttttgctt
ggtgtagaggtatccgaactacttgattcttgtccaacgtttgaagatgttgcttcacgtaatgctgtcgcacgtgcetgtagctt
ctttagctgctttatcacgttcacttacaagaccagcttttgcattttcagcacttgcttgatcagaagctagttgagcaacgatt
gcttctttitcagctttttgtgcttcgattttattttgttgtgcttcatattcatgaattgctgttgcttgatcttcttgttititcttaacagcag
tttgttttgtttttaaagcttittcatcattttgttgatcttctaaaatagatttatcagaatcaactaattggttaactgcagaaacac
gtccaactaagtcagaaagattttctgcatctaagataacttcaagataagcattagaattagaagttttttgcatcgcacga
gcacgttcttttaaaacagtttcgcgttctttaatacgttcattgatacttttaatatcttcattaagtttttttagttctttgcctgttttatc
aaattctccttgtagagatttagctttttcttgagctttctcaaggtctgctactaaaccagaaagatctgattgtaaatctgttttttt
agacttgatgtcgttaatttttttatcttggttttgaatgtctgtattcacgtccgcgaaaacattagtcgtaaaagctggcgtcaa

actgataactgctgcgagtgagatcgcaataaacgtattctttitcaaaaagtttacctect
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