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" Aquele que conhece os outros é sabio.
Aquele que conhece a si mesmo € iluminado.

Aquele que vence os outros é forte.
Aquele que vence a si mesmo é poderoso.
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Aquele que conserva o seu caminho tem
vontade.

Seja humilde, e permaneceras integro.
Curva-te, e permaneceras ereto.
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Gasta-te, e permaneceras novo.

O sébio ndo se exibe, e por isso brilha.
O sabio néo se faz notar, e por isso € notado.

O sabio néo se elogia, e por isso tem mérito.
E, porque ndo estad competindo,
ninguém no mundo pode competir com ele.”

Lao-Tsé
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Ana Paula Corréa Argondizzo

Streptococcus pneumoniae um patdégeno colonizador da nasofaringe de husnano
sendo responsavel pela maioria das pneumoniasratdguna comunidade, além de causar
diversas doencas ndo-invasivas e invasivas. As)asaisponiveis atualmente sdo sorotipo
especificas, além disso as conjugadas apresentatado espectro de acao e alto custo de
producdo, ao passo que as polissacaridicas amesd@ixa imunogenicidade em criancas
menores de dois anos de idade e adultos maio@s aeos, grupos 0s quais se encontram em
alto risco de adquirirem doencas pneumocécicas.imiss utilizacdo de proteinas
recombinantes, associadas a viruléncia, € umanattea para a composicao de vacinas. Neste
trabalho, empregando a vacinologia reversa, salagios 20 genes que codificam proteinas
com predicdo para localizacdo na superficie celidentre os candidatos selecionados
amplificamos, clonamos e expressamos 19 genesfie@mos 10 proteinas recombinantes na
forma soluvel. A expressao e localizacdo das prasena superficie dos pneumococos foram
confirmadas por meio de citometria de fluxo e inflrayescéncia indireta. Além disso,
observamos que 4 das 10 proteinas de pneumocaens ¢apazes de interagir com proteinas
de matriz extracelular, embora os anticorpos pmi@ils gerados contra as proteinas
recombinantes ndo tenham sido capazes de inildleséa da bactéria as células eucarioticas
A549. A antigenicidade das proteinas recombinadéeepneumococo foi avaliada frente a
soros de pacientes com meningite pneumococica ena@mos que duas proteinas foram
reconhecidas por mais de 50% dos soros avaliadgsegenca e o grau de identidade dos
genes selecionados em amostras de pneumococogel® afinica foram avaliados por PCR
e sequenciamento. Verificamos que a maioria doegesta presente nas 51 amostras
utilizadas neste estudo e demonstraram um alto dgatonservacao nucleotidico e proteico
entre as amostras de pneumococos, bem com®. ggeeudopneumonia®. mitise S. oralis
espécies que sdo altamente relacionadas genetiganeem 0s pneumococos. Assim,
propomos que as proteinas 02232 (CbpE), 00080 efpeotligadora de ATP/ABC
transportadora), 00333 (componente permeasicoipeotdBC transportadora) e 01065
(histidina quinase) podem ser consideradas impdaavos vacinais por serem expressas e
expostas a superficie bacteriana e terem demoasireeracdo com proteinas de matriz
extracelular, podendo indicar algum papel destatefitas no processo de adesdo da bactéria
as células do hospedeiro. Por outro lado ndo destas a possivel importancia das proteinas
02072 (PiuA) e 02009 (proteina hipotética) no pssoede infeccdo de pneumococo, em
virtude de essas proteinas terem sido reconhegoadanais de 41% dos soros de pacientes.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Ana Paula Corréa Argondizzo

Streptococcus pneumoni@ea colonizer of the human nasopharynx, whicloaots
for most of the community-acquired pneumonia cased can cause non-invasive and
invasive diseases. urently available vaccines are serotype—specimnjugate vaccines
show a limited spectrum of action and high productcosts, while the polysaccharide
vaccine have low immunogenicity in children undeotyears of age and adults over 65,
groups which are at high risk of acquiring pneunooed diseaseTo overcome these
problems, the use of recombinant proteins, assatiatith virulence, is an alternative to
compose vaccines. In this work, 20 proteins withsifpee prediction for extracellular
localization were selected by reverse vaccinoldgtotal of 19 genes were amplified, cloned
and expressed. Ten proteins were purified in abdeltorm. The expression of the selected
proteins on the pneumococci cell surface was aoeftt by flow cytometry and
immunofluorescenceData showed that 4 proteins were able to intevatit extracellular
matrix proteins. However, polyclonal antibodies iagathe recombinant proteins were not
able to inhibit the pneumococci adhesion to A54Raeyotic cells. The protein antigenicity
was evaluated by immunoblotting using antisera fratients with pneumococci meningitis
and two proteins were recognized in more than 50%he serum samples. In order to
evaluate the identity degree of the selected gdP€R assays were carried out. Most of the
genes were present in all clinical isolates andveltba high degree of nucleotide and amino
acid conservation between pneumococci sampleseh®asvinS. pseudopneumonig®. mitis
andS. oralisspecies. Thus, we propose that proteins 02232E 9080 (ABC transporter,
ATP-binding protein), 00333 (ABC-type antimicrobipéptide transport system, permease
component) and 01065 (sensor histidine kinasetipajacan be considered important vaccine
targets since they were expressed and exposedetddtterial surface and demonstrate
interaction with extracellular matrix proteins, whimay indicate a role of these proteins in
the process of adhesion of the bacteria to hos.ddbwever, proteins 02072 (PiuA) and
02009 (hypothetical protein) should also be considi¢or they were recognized by over 41%
of sera from patients and could be important inpheumococcal infection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas da bactériétreptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniaesferido como pneumococo, € uma bactéria da ordem
Lactobacillales e familia Streptococcaceae, aptasdn-se na forma de cocos de 0,5 a 1,25
um de diametro, gram-positivos, anaerébios fagutiat catalase negativos, sollveis em bile
e sensiveis a optoquina, encapsulados, e queE@edisaos pares ou em curtas cadeias. Em
meio de agar sangue as colbnias sao alfa hemsliiapresentam halo de hemdlise de cor
esverdeada, o0 que caracteriza a destruicdo pdasaritrocitos no meio de cultura (Teixeira,
Merquior e Trabulsi, 2008) Na superficie da bactéria podem ser identificadssestruturas
principais: a membrana plasmatica, a parede cedudacapsula polissacaridica (CPS) que é a
camada mais externa e espessa (Figura 1.1.1). draateristica importante para destacar
sobre a parede celular € sua composicédo, send@adarmor camadas de peptideoglicanos
onde estdo ancorados os polissacarideos da paaletsr,cos polissacarideos capsulares (PS)
e outras proteinas. Embora os polissacarideos maea&elular sejam comuns a todos o0s
sorotipos de pneumococos, a estrutura quimica olessacarideos capsulares é especifica do
sorotipo (AlonsoDeVelascet al, 1995)*.

Capsula
Pclissacaridica

Figura 1.1.1: Imagem de microscopia eletrbnica de varredure&SdpneumoniaeO
microrganismo esta formando um diplococo. O comtado microrganismo, de tom mais
escuro, é a capsula polissacaridica, camada mass.deonte: Pletet al, 20083,

1.2 Patogénese

S. pneumoniaé uma bactéria comensal que coloniza assintomatiti@ a nasofaringe
de humanos, principalmente de criancas jovens (30)}&jue sado os principais reservatorios
desta espécie, comparados com criangcas mais dl2¥%s, adolescentes (6-10%) e adultos
(3-4%) (Garcia-Suarezt al, 2006; Mehr & Wood, 2012; Varon, 2012y © A transmisséo
do microrganismo se da por meio de goticulas rapias, e ha estudo indicando que a

transmiss&o em adultos jovens pode ocorrer por deegaliva (Levinet al, 2012)".
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O pneumococo pode causar diferentes formas dinieadoenca - ndo invasivas como
otite média, especialmente em criancas, sinusdsjuntivite, bronquite e pneumonia, e
invasivas como bacteremia, pneumonia bacterémicaningite, sepse, peritonite e
artrite/osteomielite. A bactéria pode se espalhparéir da nasofaringe ou orafaringe para a
corrente sanguinea, causando bacteremia, e infectios sitios, como as meninges,
causando meningite. As doencas causadas pela indasBactéria na corrente sanguinea e
infecc@o posterior de outros sitios sdo coletivameeaferidas como doenca pneumocécica
invasiva (IPD). Os pneumococos podem também sémadsg a partir da naso ou orafaringe
para o pulméo, resultando em pneumonia, ou podessp@har para outros sitios adjacentes
como o ouvido médio, causando otite média, ou paraeios nasais, causando sinusite. As
formas mais comuns e graves da doenca pneumoEEmca pneumonia e a meningite, sendo
que esta quando nédo fatal pode deixar sequelagisiges nos pacientes sobreviventes. As
infeccbes menos graves, como otite média, sinestieonquite sdo mais comuns do que a
pneumonia ou meningite, mas geralmente ndo sés (840, 2013¥.

A colonizag&o pneumocécica € um processo dinamaaguisicdo do mesmo sorotipo
é relativamente comum (Mehr & Wood, 2012) O sistema imune inato e adaptativo
geralmente impede a colonizacdo de progredir padbemca, no entanto alteracdes da
homeostase patdgeno-hospedeiro estdo associadasscorde vida e IPD (Garcia-Suasetz
al., 2006)".

1.3 Epidemiologia e resisténcia aos antimicrobianos

Das cerca de 8,8 milhGes de mortes anuais glob#&is eriangcas <5 anos de idade, em
2008, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) estiqueucerca de 476.000 foram causadas
por pneumococo, sendo as taxas de mortalidadeatt@ssnos paises em desenvolvimento do
gue nos paises industrializad&stima-se que a incidéncia de pneumonia em criangas
anos de idade seja de 0,29 casos/ano nos paisdsesemvolvimento e 0,05 casos/ano em
paises desenvolvidos. Isso se traduz em aproxineatam56 milh6es de novos casos cada
ano no mundo inteiro, onde 151 milhdes acontecesnpafses em desenvolvimento (OMS,
2010) °. A maioria das mortes ocorrem na Africa e na Asends que as criancas
imunossuprimidas pelo virus da imunodeficiéncia aoanapresentam risco aumentado de
apresentarem doenca grave causada por pneumoc&ie(Cet al, 2009)'°.

Como descrito no item 1.2 os pneumococos podemacalgencas nao invasivas e
invasivas, resultando em taxas significantes ddaidade e morbidade no mundo (Bogaert
et al, 2004; Castanheiet al, 2004; Bricks & Berezin, 2006; O'Briegt al, 2009)'% 1112 13
No Brasil a maior taxa de incidéncia de meningieypnococica tém sido registrada em
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recém-nascidos e criancas <1 ano de idade (BricBe®@zin, 2006}* ** *°> Dados de 2012
do projeto SIREVA (Sistemas de Redes de Vigiland@s agentes responsaveis por
Pneumonias e Meningites Bacterianas) indicam quee ees 197 amostras de isolados
invasivos de pneumococos isolados no Brasil ermgas <5 anos de idade, 46,2% foram
responsaveis por causar meningite, 27,9% sepse/éatta e 25,3% pneumonia (Informe
Regional SIREVA I, 20125°.

Essa bactéria é responsavel pela maioria dos @esgsneumonias adquiridas nas
comunidades e, entre as sindromes clinicas asasciasl infeccdes pneumocdcicas, a
pneumonia é a de maior importancia em relacao aideae e a mortalidade total (O Brien
al., 2009; Mehr & Wood, 2012; Varon, 2012§ *°

Assim, as infecgBes pneumococicas continuam sdtatoente prevalentes em todas as
regides do mundo, tornando-se uma prioridatke salude publica tanto nos paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimemici@Suareet al, 2006; OMS, 2010)

4; 9.

Em relacdo as mortes por infecces pneumocécid@ad® (OMS, 20105 estima que,
das 10 milhdes de mortes anuais no mundo, em asakb anos de idade, mais de 1,9
milhdes sejam devido as infeccbes por essa bactdas que qualquer outra doenca. Isso
representa 19% de todas as mortes de <5 anosdke gkm incluir os 6bitos por pneumonia
durante as primeiras quatro semanas de vida. huesses Obitos, a pneumonia seria
responsavel por até trés milhdes (29%) das monggsem <5 anos de idade.

Embora as taxas de mortalidade causada por infecgbeumocdcicas ainda seja
elevada, essas taxas sofreram grande declinio apgasoducdo das sulfonamidas e da
penicilina, entre os anos 30 e 40 do século pasfadwell apud Nascimento-Carvalho,
2003)". As primeiras cepas de pneumococo resistentesl@mamidas foram relatadas ja
em 1943 (Tillett apud Nascimento-Carvalho, 2083)Em 1965 foi descrita, pela primeira
vez, a ocorréncia de cepa @& pneumoniagesistente a penicilina (Appelbaum apud
Nascimento-Carvalho, 2003). Desde ent&o, particularmente nos Gltimos dez, daossido
cada vez mais frequente, em diversas partes doononelato de casos de infeccdo causada
por pneumococo com suscetibilidade diminuida, o& rmaesmo totalmente resistente a
penicilina e/ou a outros antimicrobianos, incluindtraciclina, trimetoprim+sulfametoxazol
(TMX/SMP), cloranfenicol, eritromicina e cefalospas (Alvareset al, 2001; Yoshiokaet
al., 2001; Nascimento-Carvaltes al, 2003; Castanheirt al, 2004)'% 171819

A resisténcia dessas bactérias aos antibidticosgiigntemente devido a modificagéo
de genes alvos: mosaico das proteinas ligadorgsedieilina (PBPs) associado a menor
afinidade aos betalactamicos, metilacdo do ADNd@@aesoxirribonucleico) que codifica
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para o ARN (acido ribonucleico) ribossomal 23S, e dava a resisténcia cruzada aos
macrolideos, lincosamidas (clindamicina) e estigatminas B, efluxo do antibidtico
associado com a expressao do geéE (resisténcia somente aos macrolideos) e mutacdes
em topoisomerases ParC/E ou GyrA para fluoroquirasdqCastanheirat al, 2004; Varon,
2012)% 12

O surgimento e disseminacdo mundial de resistéacigenicilina entre cepas de
pneumococos representa um problema importante atantento de infeccbes do trato
respiratorio, principalmente pneumonias. Infecc@asisadas por cepas nao sensiveis a
penicilina (PNPS) séo associadas com idade e pudaale antibioticos e podem ser tratadas
por via intravenosa com cefalosporinas de tercgemacdo (no caso de meningite
pneumocacica); no entanto, existem muito pouca$expdisponiveis para o tratamento de
infeccdes, especialmente meningite causada pos cepistentes as cefalosporinas de terceira
geracédo (Castanheiea al, 2004)'2

Doencas causadas por PNPS tém repercussfes sitivafic em paises em
desenvolvimento, onde os fatores associados coab@za contribuem para a elevagéo das
taxas de risco de vida associadas as doencas po@cioas como a meningite. Brandileone
et al (2006)?° demonstraram que, no periodo de 1993 a 2004, méocia de cepas de
pneumococos resistentes a penicilina aumentou asilBindo de 10,2% para 27,9%.

Em relacdo a epidemiologia e distribuicdo das cdpgsneumococos, embora todos 0s
sorotipos possam causar qualquer manifestaca@altddas doencas pneumocécicas, alguns
sorotipos sdao mais frequentemente associados cdas @presentacdes da doenca. Diversos
estudos tém sido publicados demonstrando a digtébwdos sorotipos de pneumococos em
IPD e na colonizagao (presentes na nasofaringgyciasido a distribuicdo com a idade, sexo
e area geografica (Scat al, 1996; Kyawet al, 2000; Robinsomt al, 2001; Hausdorfét
al., 2005; Varon, 2012 2% 2% 2 24 por exemplo, os membros dos sorotipos 6, 10 §483
consistentemente isolados com mais frequénciata darliquido cefalorraquidiano do que
de sangue em crianc¢as e adultos, ao passo quersorg verdadeiro para os sorotipos 1, 4 e
14. Infelizmente, as variaveis tais como a idadecipa, as taxas de hospitalizacdo e
resisténcia a antibidticos sédo frequentemente eskxscum com o outro, bem como com o
sorotipo, tornando dificil separar a contribuicata de cada um (Hausdoef al, 2005)*“.

Os sorotipos mais prevalentes associados a naggdarjpor exemplo, 19 e 23) sao

relativamente mais comuns na Europa e na AméricaNdide, enquanto que sorotipos

invasivos como 1 e 5 sdo mais comuns ha AméricaulloO risco relativo de doenca com o

sorotipo 1 diminui regularmente ao longo da vidaguanto que com o0s sorotipos 3 e 8

aumenta ao longo da meia-idade. Os sorotipos 7 sa@d3frequentemente encontrados na
4



terceira década de vida (Scettal, 1996)".

No periodo de 2000 a 2008, no Brasil, os sorotipas frequentes associados as IPD
foram: 14 (27,9%), 6B (9,7%), 19F (5,4%), 23F (5)498C (5,1%), 3 (4,5%), 6A (4,3%), 1
(3,8%), 5 (3,5%), 19A (3,3%), 9V (3,2%), 4 (2,89%F (2,1%) e outros (19,1%). Pode-se
perceber que os sorotipos mais importantes (14,16B,e 23F) foram 0s responsaveis por
quase 50% de todas as infec¢des (Ministério daes&@m 0; Informe Regional SIREVA I,
2012) %> % similar ao observado no estudo de Geayal. (1979)%". A experiéncia clinica
mundial mostra que sado poucos 0s sorotipos comrnmapacto clinicodoze sorotipos (1, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 14, 18, 19 e 23) sdo os respeisgwr mais de 80% das infeccdes
pneumocdcicas invasivas (Hausdetfal, 2005)*“.

Estudos realizados no Brasil por kbal (2000), Bereziret al (2002), Manteset al
(2003) e Alvare®t al (2011)*® 28 2% jdentificaram que os sorotipos 1, 5, 6A, 6B, 18C1
19A e 23F foram os principais isolados em pacientegs meningite pneumocdcica, sendo
gue os sorotipos 1 e 5 foram relatados como selidmente prevalentes em isolados de
fluidos corporeos de pacientes com IPD em paisedem@nvolvimento, principalmente nos
paises da América do Sul (Sessegilal, 1994; Castafiedst al, 1997; Hortakt al, 1997;
Rossiet al, 1997)% 323334

Estudos de colonizagdo por pneumococos (Lucarees@i, 2003; Lavakt al, 2006)

338 yerificaram que os sorotipos 6A, 6B, 10A, 14, 18aF e 23F foram os mais comumente
isolados, sendo os sorotipos 14 e 23F 0s que majsentemente apresentam resisténcia a
mais de um antibiotico (cepas multirresistentegstBs estudos os sorotipos 1 e 5 foram
raramente isolados da nasofaringe. A hipbtese ptagbde que por causa da sua viruléncia,
0s sorotipos 1 e 5 tém passagem transiente e rdgidasofaringe antes de alcancar o sangue
(Brueggemanet al, 2003 e 2004y" %

Na literatura temos diversos trabalhos relatanaopartancia do sorotipo 5 causando
doenca pneumococica em paises menos desenvolemos, os da América do Sul. Assim,
com base nestas informacgdes e em dados de pesepidamioldgicas realizadas no Brasil, e
tendo em vista que quando iniciou-se este trabalh@cina PCV7 (vacina conjugada 7
valente) ndo contemplava a presenca deste soraiponosso estudo propomos entao
selecionar possiveis candidatos proteicos a matanalise do genomas do sorotipo 5, cepa
617/00, a qual foi isolada no Instituto Adolfo LUiAL)/Brasil/S&o Paulo de um paciente
com meningite.

Dados do projeto SIREVA dos anos de 2009 a 2012dstraram que o sorotipo 5 de
pneumococo foi isolado em 1,4%, 1,1%, 0,9% e O0,888pectivamente, das amostras
analisadas (Informe Regional SIREVA II, 2009, 202011 e 2012§% 4% 4126 A seguir
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citamos alguns trabalhos epidemioldgicos realizados Brasil e que demonstram a
importancia do sorotipo 5 nas doencas pneumocdciSassegoloet al. (1994) 3
demonstraram em seu estudo que o sorotipo 5 faada@sorotipo mais isolado no Brasil no
periodo de 1988 a 1992. Os sitios de isolamenfmdamococos incluiram: sangue, secrecao
do trato respiratorio, fluido cefalorraquiadian@ciecdes oculares ou outras secrecdes e
fluidos corpdreos.

Brandileoneet al. (1995)“% verificaram que no periodo de 1977 a 1992, nadga
Sao Paulo/Brasil, o sorotipo 5 foi 0 sétimo maigente causador de doencas pneumocadcicas
invasivas (meningite), sendo identificado em 5% dsados (74 amostras das 1477
analisadas).

Nascimento-Carvalhet al (2003)*’ demonstraram que o sorotipo 5 de pneumococo
foi 0 segundo maior agente causador de doencasivaga no periodo 1997 a 2002 em
Salvador/Bahia, perdendo apenas para o sorotipNdste estudo o sorotipo 5 foi isolado em
10% dos casos (7 amostras das 70 analisadas).

Manteseet al (2009)*3, demonstraram que no periodo de 1999 a 2003 ¢iEw® foi
isolado em 10,3% dos casos de doenca invasivagdQ@ll isolados) e no periodo de 2004 a
2008 foi isolado em 11,1% dos casos (5 dos 41dssla em criancas <5 anos de idade

atendidas no Hospital Universitario em Uberlandiadg Gerais.

1.4 Fatores de viruléncia

Os principais fatores de viruléncia de pneumococtuem a CPS, a parede celular e
proteinas diversas localizadas na superficie dalac&éu no citoplasma. Essas estruturas
celulares sado conhecidas como fatores de virulgpoia elas sdo essenciais para 0S processos
de aderéncia, colonizacdo e invasao por parte daorganismo. Além disso, estes fatores de
viruléncia tém a capacidade de produzir respostiamatoria no hospedeiro (Teixeira,
Merquior e Trabulsi, 2008). Algumas dessas estruturas e proteinas estaceepadas na
Figura 1.4.1.



PspA
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Neuraminidase

----- Antigeno F

IgA, protease

S Polissacarideo capsular
Pneumolisina

Autolisina Polissacarideo C

Membrana celular Parede celular

Figura 1.4.1: Esquema de fatores de viruléncias®&npneumoniad-onte: Teixeira,
Merquior e Trabulsin Trabulsi e Althertun, 2008, p. 262

1.4.1 Capsula

A camada mais externa dos pneumococos é formadaQith que é um polimero de
alto peso molecular composto de subunidades olgasislicas repetitivas e possui em torno
de 200 a 400 nm de espessura (Teixeira, Merqulaaleulsi, 2008; Kadioglet al, 2008)*

44 A CPS é considerada o principal fator de virti@mm microrganismo tendo uma grande
importancia na invasdo (Bogaet al, 2004; Garcia-Suarezt al, 2006; Kadiogluet al,
2008)* ™ * Durante a colonizacdo das vias aéreas superif@BS evita o aprisionamento
no muco nasal, permitindo o acesso do microrgani@meuperficies epiteliais além de ser
fortemente antifagocitaria (Kadioget al, 2008)*. Além disso, ela é capaz de proporcionar
resisténcia a autolise espontanea ou induzida ptpiG@icos, contribuindo assim para a
tolerancia das cepas aos antibidticos.

A capacidade infecciosa dos pneumococos diferee ens diferentes sorotipos
capsulares, os quais possuem diferentes compodigdesS, sendo que a estrutura quimica
destes PS e a espessura da CPS determinam asgifetgie 0os sorotipos tém de sobreviver
na corrente sanguinea e causar doencas invasireaavBlmente isso acontece por diferencas
nos processos de ativacdo da via alternativa densis complemento e de deposicdo e
degradacdo dos componentes do complemento na aa@dahsoDeVelascet al, 1995;
Kadioglu et al, 2008)% ** Além de ser um fator de viruléncia primario a G#&lvo nas

reacOes soroldgicas para a identificacdo e difeae@c dos sorotipos (Teixeira, Merquior e
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Trabulsiin Trabulsi e Althertun, 2008) Mais recentemente tem se discutido que o tamanho
da cadeia bacteriana formada pelos pneumococos gaaferir uma vantagem seletiva
durante a infecgéo sistémica ou colonizacdo. Gicnesnto na forma de diplococos parece ser
vantajoso durante a infeccédo invasiva devido a mdeposicdo do sistema complemento,
enquanto que a formacéo de longas cadeias podeefavaa aderéncia bacteriana as células
epiteliais durante a colonizacdo (Dalia e Weisa@t,1; Rodrigueet al, 2012)* *®

Acredita-se que a diversidade de CPS em pneumoctesmisa surgido como
consequéncia da selecéo antigénica imposta peédmmsismunoldgico humano. Comparacdes
entre os genes que codificam os PS indicam umadade de mecanismos geneéticos
envolvidos e demostram que 0s genes centrais redpeB pela sintese e polimerizacdo da
unidade de repeticdo sdo altamente varidveis eamuwiezes ndo homologos entre os
sorotipos. Assim, novos sorotipos podem ser gerpdtasintroducdo de novos genes ou por
transferéncia lateral de genes a partir de ouspéoies (Bentlegt al, 2006)*’.

O fenbmeno da mudanca capsular € visto em soroptedos de doencas invasivas
bem como em sorotipos carreados na nasofaringe rfauniizste potencial de substituicdo
capsular nos sorotipos é de grande importanciealiespecialmente quando ocorre entre as
linhagens resistentes aos antibidticos e tem implies para a eficacia de longo prazo das

vacinas pneumocdcicas conjugadas (Garcia-Seé@dz 2006; Markst al, 2012)* ¢

1.4.2 Parede celular

As estruturas basicas da parede celular dos pnewo®sao: peptidioglicano, acidos
teicdicos e lipoteicdicos. O acido teicoico (palisarideo C) esta ligado aos residuos de acido
muramico do peptideoglicano e o acido lipoteic@os lipideos da membrana citoplasmatica.
Ambos séo ricos em fosforil-colina, molécula chageprocesso de invasao, além de atuarem
no processo de adesdo como adesinas e sendoesiigacfio das proteinas que se ligam a
colina (CBP). A parede celular dos pneumococosrt fodutora de inflamacgéo, assim a
estrutura como um todo pode ser considerada umriene fator de viruléncia (Teixeira,
Merquior e Trabulsi, 2008)

1.4.3 Proteinas consideradas potenciais candidateacinais
Proteinas ou enzimas, que sao de alguma forma tespasa superficie do
microrganismo, podem contribuir para a patogendsda estar envolvidas no processo de
infeccdo da doenca (Jedrzegtsal, 2001; Bogaeret al, 2004)'" *° Muitas vezes, estas
proteinas estdo envolvidas diretamente nas intesacdm o tecido do hospedeiro ou nos
mecanismos para encobrir a superficie bacterianassistema de defesa do hospedeiro
8



(Jedrzejaet al, 2001)*°. No caso de pneumococo, estima-se que este posssale 100
proteinas de superficie, sendo que muitas destaalggim tipo de funcdo que contribui para
a patogenicidade do microrganismo (Baroathil, 2007)°.

A pneumolisina (Ply) pertencente ao grupo conheadmo citolisinas colesterol-
dependentes € uma enzima citoplasmatica impomanpatogénese da doenca (Bogeatdl.,
2004) !, Ela é altamente conservada, presente em todespas de pneumococos e é um
antigeno capaz de induzir prote¢&arcia-Suareet al, 2006)*. Também tem sido reportada
a utilizacdo de pneumolisinas detoxificadas (pndisdides), via mutacao sitio-especifica ou
detoxificacdo quimica, demonstrando que estas ipggesdo capazes de promoverem
protecdo em camundongos contra desafio intranatsalBalhaet al, 2012)°".

A neuramidase Nan (sialidase), amplamente presegecepas de pneumococos, se
apresenta pelo menos em duas formas, NanA (neeegsda a colonizacdo da mucosa) e
NanB (contribui para a sobrevivéncia do pneumoamzssangue) (Mancet al, 2006)°2
Estas proteinas atuam deixando as superficies ldda cdo hospedeiro mais expostas
(Jedrzejaset al, 2001; Kinget al, 2006)*%" > assim como diminuem a viscosidade das
superficies mucosas, facilitando a ades&o (Bogaett, 2004)'*. A proteina NanA foi capaz
de induzir protecdo em modelo experimental de ¢oégdo e otite em chinchilgsong et
al., 2004; Tonget al, 2005)°* *°

A PspA (proteina A de superficie de pneumococmetpmococcal surface protein A”)
pertence ao grupo das CBP (Jedrzejasl, 2001; Bogaeret al, 2004)*" *° e situa-se
ancorada na parede celular do pneumococo. A PspAplamente presente nas cepasde
pneumoniae(Jedrzejaset al, 2001)*°, no entanto, apresenta um elevado polimorfismo
(Garcia-Suarezt al, 2006)“. Esta proteina tem a capacidade de reduzir ossnde
fagocitose do microrganismo pelas células aprederdaa de antigenos inibindo a ativacéo da
via classica do sistema complemento (Jedrzefjasl, 2001; Mukerijiet al, 2012)* ¢ A
imunizacdo com PspA induz a formacdo de anticotpasreconhecem a superficie intacta
dos pneumococos e promove a opsonizacdo pela dapate C3 (Reat al, 2012)°’. Assim
sendo, PspA é uma das proteinas mais estudadas atigeno para composicdo de uma
vacina, demonstrando bons resultados em modeloabiiiedrzeja®t al, 2001; Bogaeret
al., 2004; Garcia-Suaret al, 2006; Ferreirat al, 2010)* 1% 49:°8

As autolisinas sao capazes de degradar peptidangbada parede celular. Um exemplo
destas autolisinas € a LytA amidase (N-acetiimuramalanina amidase- “N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase”), que tambémemegnte ao grupo das CBP, estando
envolvida na patogenicidade do microrganismo eejidd demonstrado bons resultados
quando utilizada como antigeno em modelo animabatet al, 2011)°°. A LytC é uma
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hidrolase constitutivamente expressa e contribua ga mecanismo de lise bacteriana e
juntamente com LytA e CbpD (proteina D que se Bgaolina e cuja funcdo € ser uma
mureina hidrolase - “choline binding protein D"§osas principais proteinas mediadoras da
lise de células ndo competentes (Eldhetral, 2009)%°.

Outra proteina de superficie também pertencentglgm das CBP € a CbpA (“choline
binding protein A”) também conhecida por PspC, Sfimhteina ligadora de IgA secretora de
S. pneumoniae- “secretory IgA binding protein”), Hic (fator Hhibidor do complemento-
“factor-H bindig inhibitor of complement”) e prote de ligacdo a C3 (“C3-binding protein”),
€ uma proteina multifuncional, polimdrfica, exposta superficie bacteriana, capaz de
interagir com o sistema complemento através dgdigale C3 e fator H, e além disso atua
como molécula de adesdo através da interacdo cg#n (§hunoglobulina A secretora)
(Darrieuxet al, 2013; Miyajiet al, 2013)°% ®2 Trabalhos demonstram que esta proteina é
capaz de proteger camundongos contra desafiosasties e intraperitoniais (Ogunnati al.,
2001; Balachandraet al, 2002)%% %4

A PsaA (“pneumococcal surface adhesin A”), umagipteina ligante de metal, é outra
proteina relacionada a viruléncia d& pneumoniaepresente em todas as cepas de
pneumococos (Morrisoet al, 2000; Bogaeret al, 2004; Barocchét al, 2007)*% °% ®° Essa
proteina faz parte de um sistema de transporte alfeganés e zinco para o citoplasma da
bactéria e esta ancorada na membrana celular (Rdjaim 2008)°®, assim como apresenta
funcdo importante na resisténcia ao estresse owidéfsenget al, 2002)®’. Diversos
trabalhos demonstram e destacam as caracteristitrasurais e bioquimicas da PsaA, assim
como suas funcdes e seu potencial como candidatoaydSeoet al, 2002; Pimentat al,
2006; Rajanet al, 2008)°° 8¢9

As proteinas PiuA (proteina pneumocdcica captaderderro - “pneumococcal iron
uptake”) e PiaA (proteina pneumocotcica aquisitoe fdérro - “pneumococcal iron
acquisition”) séo lipoproteinas componentes de dgitemas de transporte do tipo ABC de
pneumococos e sdo0 essenciais para a aquisicAardedée meio (Brownet al, 2001) ™.
Ambas as proteinas sdo conservadas entre as asnbsipaeumococos e estudos de protecao
demonstram que a vacinagdo de mucosa e intramussEmlacamundongos protege contra
desafio intranasal e intraperitonial (Browh al, 2001; Joma&t al, 2006; Whalaret al,
2006)70; 71,72

A ClIpP € uma serino-protease pertencente ao gropbecido como proteinas de
choque térmico (Kwoet al, 2004)"3. Esta proteina desempenha alguns papéis na \Gialén
de S. pneumonigesendo um deles a modulacédo da expressao de denasiléncia. Cepas
mutantes nesta proteina, quando comparadas a cgEbamgens, mostraram-se menos
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virulentas, o que reforca a ideia de que a ClpR sen bom candidato para a composi¢cao de
uma vacina (Kworet al, 2004)"%. Ja foi demonstrado que essa proteina é capaanderic
protecdo em modelo murino contra infecgfes pneuaicas (Kwonet al, 2004; Cacet al,
2007)"3 ™

As proteinas StkP (serina/treonina proteina quindserine/threonine protein kinase”)
e PcsB (proteina necessaria para a separacaor aguareptococcusio grupo B - “protein
required for cell wall separation of group Rreptococcu$ sdo altamente conservadas em
pneumococos e demonstraram atividade protetora,menelos animais, para sepse e
pneumonia (Giefingt al, 2008)".

As proteinas PavA e B (fator A e B de aderénciairaléncia pneumococica -
“pneumococcal adherence and virulence factor A  é&tdo envolvidas no processo de
adesdo da bactéria. A proteina PavA esta envohadaodulacdo do processo de aderéncia,
invasdo e inflamacgéo das meninges (Prathal, 2005)’®. Em relacdo a proteina PavB
estudos demonstram que esta proteina é expostaedisie bacteriana, capaz de interagir
com fibronectina e plasminogénio e contribui patalaniza¢do do pneumococo. Em modelo
animal, camundongos infectados intranasalmente pasumococos mutantes em PavB
mostraram que estas bactérias sdo capazes deigebqger mais tempo que as bactérias
selvagens no trato respiratério; assim como demayash um atraso na transmigracdo para os
pulmdes (Jenscét al, 2010)"".

Além das proteinas descritas acima, muitas ouéi@ssido identificadas e propostas
como candidatos vacinais, demonstrando protecameaelo murino para sepse, colonizagao
e pneumonia, podemos citar as proteinas de piiARRrgB e RrgC) (Baroccheét al, 2006;
Harfoucheet al, 2012) ® " a PcpA (proteina A pneumocécica ligadora deneoli
“pneumococcal choline-binding protein A”) (Glovet al, 2008)%% a PppA (proteina A
pneumocécica protetora - “pneumococcal protectinatefn A”) (Greenet al, 2005)%% a
StrA (sortase A) (Petersoet al, 2006)%% a PpmA (proteina A maturacdo proteinase -
“putative proteinase maturation protein A”) (Creh al, 2009)%% a PotD (proteina D de
transporte de poliaminas - “polyamine transporttggroD”) (Shahet al, 2006; Shatlet al,
2009) 3% 8 3 pgdA (peptideoglicano N-acetilglucosamina délase - “peptidoglycan N-
acetylglucosamine deacetylase”) (Volingtral, 2000 e 20023% 8" a PfbA (proteina ligadora
de plasmina e fibronectina - “plasmin- and fibrdmebinding protein”) (Yamaguchet al,
2008)%8,

1.5. Vacinas
Aliada a melhoria do saneamento e a descoberiizagéio de antibidticos, a vacinacao
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€ a intervencdo que apresenta maior impacto sobegide humana; além disso, as vacinas
representam o melhor modo custo-efetivo de saldasyDelanyet al., 2013).

As tentativas, no inicio do século XX, para indu@imunidade protetora contra
pneumococos em seres humanos por meio de vacintlgZando bactérias mortas nao foram
muito bem sucedidas, sendo esta abordagem abardaeddo aos efeitos colaterais
adversos causados pela grande quantidade de isadilipados. Na década de 1930, quando
a sorotipagem pneumocdcica estava sendo deserwolvidmunogenicidade dos PS
purificados foi demonstrada. Estudos foram efetsadom os PS produzindo resultados
satisfatorios, o que culminou com o licenciamergaitha vacina pneumocoécica hexavalente
baseada em PS (Bruyapud AlonsoDeVelasceet al, 1995)% No entanto, por causa do
entusiasmo no mundo da medicina sobre a efica@paéatica dos antibibticos, essa vacina
era raramente utilizada e foi retirada do merc#&gmesar do uso de antibidticos, a taxa de
mortalidade causada por doencas pneumocoécicasmiiae permaneceu elevada e
comecaram a surgir 0S pneumococos resistentes diododbs (Appelbaum apud
AlonsoDeVelascet al, 1995)2. Assim, novos esforcos foram realizados na dédadE970
para desenvolver melhores vacinas pneumocécicaadias em PS. Em 1978, a vacina 14-
valente foi licenciada nos Estados Unidos e, en831883-valente (Pneumovax 23 - Merck)
tornou-se disponivel (Bruyn e Lepud AlonsoDeVelascet al, 1995)% Esta vacina inclui
0s sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 108A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F e 33F que sédo responsaveis por causar#re #B% das doencas IPD no Reino
Unido e Estados Unidos da América, respectivaméAtensoDeVelascoet al, 1995;
Hausdorffet al, 2005)% % No Brasil a vacina 23-valente foi licenciada e®®2 (Ministério
da Saude, 20165,

As vacinas polissacaridicas provocam uma resp@seada em anticorpos e induzem
protecdo em adultos saudaveis. No entanto a vaciinacamente imunogénica em grupos
populacionais que estdo em alto risco de cont@@ngda pneumocaocica, como criangas <5
anos de idade, idosos >65 anos de idade, paciaspéEnicos, com infecgdes frequentes do
trato respiratério, pessoas infectadas pelo viausndinodeficiéncia humana ou que estao sob
tratamento com imunossupressores, pacientes comcaeronicas (nefropatias, doencas
cardiorespiratorias, diabetes, alcolismo, cirr@sdre outras). Além disso essas vacinas tém
seu periodo de protecéo limitado (Bogasral, 2004; Brickset al, 2006; Garcia-Suarest
al., 2006; Pletzt al, 2008)% 4 1113

A vacina polissacaridica 23 valente apresenta ceoartagem o alto numero de
sorotipos contemplados (AlonsoDeVelastaal, 1995; Bogaeret al, 2004; Braidcet al,
2008; Pletzet al, 2008; Schacherat al, 2009)% 3 199 91 15 entanto esta vacina ndo é
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eficiente em <2 anos de idade, devido a auséncimfdeitos B maduros que induzem uma
melhor resposta contra carboidratos. Além dissspastas substanciais contra 0s sorotipos
pediatricos mais comuns (6A, 14, 19F e 23F) sderghdas apenas ap0s a idade de 4 a 5
anos. Esse tipo de vacina também nao confereidad® dependente das células T, ndo
induz uma boa memoaria imunolégica e tem pouco aohun@ impacto nos portadores
nasofaringeos do agente infeccioso. Assim, o dedgmento de novas geragdes de vacinas
pneumococicas se fez necessério para protegegegse de pessoas suscetiveis as infec¢des
pneumocécicas (Braidet al, 2008)%.

Diante do exposto, 0 uso de uma vacina pneumocgoit@agada, e imunogénica para
criancas a partir dos dois meses de vida, temcsidsiderada uma estratégia potencial e um
avanco na profilaxia para o controle das infecg@esadas por pneumococos.

As vacinas conjugadas séao fisica e imunologicaméiféeentes de suas concorrentes
nao conjugadas, sendo altamente imunogénicas eamcas, indutoras da imunidade
dependente de células T e geradoras de altos ndeeignticorpos, conferindo assim
imunidade protetora contra infec¢cdes pneumocodivaasivas. Também sdo eficazes para
reducdo do numero de portadores nasofaringeosalospes presentes na formulacdo da
vacina (Pletzt al, 2008)°.

Atualmente ha em torno de 94 sorotipos de pneunegdoentificados e, como descrito
no item 1.2, varios sdo os sorotipos que causamc¢doeom diferencas na distribuicdo e
prevaléncia destes entre as regides geografica8m Adlisso a imunidade induzida
aparentemente é sorotipo-especifica (Nascimentealbaret al, 2003; Pletzt al, 2008)*

7 Miyaiji et al (2013)°* descreve em seu trabalho diversos estudos ostguaigemonstrado
que as vacinas conjugadas protegem contra a caf@tze doencas invasivas, porém
conferem pouca protecdo contra otite média e pneiam®ortanto, para o amplo uso da
vacina pneumococica conjugada, é necessario o adegqonhecimento da distribuicdo dos
sorotipos mais prevalentes em cada regido a firsedavaliar a eficacia das novas vacinas
conjugadas e rastrear o surgimento dos sorotiposinduidos nas vacinas (Nascimento-
Carvalhoet al, 2003; Selvat al, 2012)*" %2

Atualmente no Brasil ha trés vacinas conjugadantiadas: a 7-valente (PCV7), a 10-
valente (PCV10) e a 13-valente (PCV13), sendo guduas Ultimas vacinas substituiram a
PCV7 que saiu do mercado. A primeira vacina comadaenciada no mundo foi a Prevnar
ou Prevenar 7 (Wyeth/Pfizer) (PCV7), nos Estadosi®&nda América em 2000, e lentamente
tornou-se disponivel a nivel mundial, sendo licedaino Brasil em 2001. Ela é uma vacina
composta por polissacarideos capsulares de setipssrdiferentes, 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F
e 23F conjugados a uma variante atéxica (GfMla toxina diftérica obtida de culturas da
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cepa C7 (b197) d€orynebacterium diphtheriae permite a prevencdo de IPD e pneumonia
em criangas <5 anos de idade. Nessa faixa etanmaiar cobertura da PCV7 tem sido
reportada nos Estados Unidos da América, Canadéstalia (80-90%), seguido por Europa
e Africa (70-75%), América Latina (cerca 65%) eagierca de 50%) (Robinsenal, 2001;
Pletzet al, 2008)* ?* Estudos realizados no Brasil demonstraram gue\essna apresentou
uma cobertura de 64-69% para os isolados clinfoassivos (Brandileonet al, 2006; Laval
et al, 2006; Berezirt al, 2007)%% 3% 93

A PCV7 demonstrou uma boa eficacia tanto em crewgano em pessoas idosas. Nos
trabalhos publicados por Briclet al (2006) e Rodgerst al (2011)*% ** s&o relatados
diversos estudos os quais demonstraram que a ug&odda vacina PCV7 causou uma
dramatica reducdo da incidéncia de IPD em criamedsiziu 0 uso de antibidticos e o numero
de consultas médicas devido a otite média e pneamassim como a incidéncia de IPD,
causada por cepas resistentes a antibioticos, giuniem criancas imunizadas, adultos e
idosos. Também hé relatos de estudos demonstrandpaxto da PCV7 na reducdo da
colonizagdo do trato respiratorio, assim como defta imunidade de rebanho (diminuicao
de doencas em pessoas ndo vacinadas em funcamidaigéio da circulacdo bacteriana na
comunidade) (Davist al, 2013)*°. No entanto, essa eficacia é especifica contspmgipos
que estdo presentes na composi¢do da vacina eamepnesrepresentam aqueles causadores
de sérias doengas pneumococicas em muitos doss pameos desenvolvidos. Assim, ela
possui cobertura limitada de sorotipos podendo nghra de 65-80% dos sorotipos
relacionados a IPD em criangas nos paises indiiddas ocidentais, nos quais 0s sorotipos
presentes nesta vacina sdo os mais prevalente&gBrial, 2006; Rodgerst al, 2011)** %4

Até recentemente a vacinagdo com a PCV7, no Bestiva disponivel somente em
clinicas privadas de imunizacdo e nos Centros der&eia em Imunobioldgicos Especiais
(para criancas <5 anos de idade com alto riscood&airem IPD). No entanto, a partir de
2010, o Ministério da Saude (MS) através de umdacde transferéncia de tecnologia entre a
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)/Bio-Manguinhos e empresa multinacional
“GlaxoSmithKline Biologicals” (GSK), incluiu a PC\1(Synflorix) no Calendario Basico de
Vacinacdo do Programa Nacional de Imunizacéo (lph2810)%. Na sua composicdo a
PCV10 apresenta além dos PS dos sorotipos presemnte€V7, os PS dos sorotipos 1, 5 e
7F. Oito destes PS (1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 23§tfe conjugados a proteina D do
Haemophilus influezae e os outros dois estdo conjugados a prot&ivadz (19F) e a toxina
tetanica (18C) (Ministério da Saude, 2010) Estima-se que a cobertura desta vacina para os
sorotipos causadores de pneumonia e meningiterasil B2 em torno de 78,9% (Castafietla
al., 2009) ",
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A PCV13 (Prevenar 13 - Pfizer) por sua vez apresemt sua composi¢cao além dos PS
dos sorotipos presentes na PCV10, os PS dos sms@j©BA e 19A, todos eles conjugados a
proteina carreadora CRM, no entanto até 0 momento esta vacina esta disg@apenas nas
clinicas privadas. Estima-se que a cobertura desiaa para os sorotipos causadores de IPD,
no Brasil, € em torno de 79-94% (Brandile@bal, 2006; Lavakt al, 2006; Bereziret al,
2007; Catafiedat al, 2009)?% 3¢ 93 97 A importancia da abrangéncia do sorotipo 19A & qu
estudos tém relatado o fato deste sorotipo apmasessisténcia diminuida a ampicilina e
resisténcia aos macrolideos (Yoshiekal, 2011; Varon, 2012 *°. Cooperet al. (2011)°®
descreveram que a PCV13 é capaz de gerar anticogsosizantes contra o sorotipo 6C e
7A, demonstrando o potencial desta vacina em induma resposta protetora cruzada para
alguns sorotipos ndo contemplados na vacina.

A vacina conjugada 15 valente (PCV15) (Merck) fpravada na fase preé-clinica
utilizando como modelo experimental macacos Rh@dasaca mulattade 2 a 3 meses de
idade. Este modelo animal foi utilizado devido mikiridade da resposta imunolégica em
relagdo a criangas <2 anos de idade. Esta vacieseaqa além dos PS dos 13 sorotipos
presentes na PCV13, os PS dos sorotipos 22F ec8fFincidéncia em criangcas americanas
esta em elevacéo, todos conjugados a @RM PCV15 foi capaz de induzir uma resposta
imunoldgica robusta (medida pela soro-conversdo oen cproducdo de anticorpos
opsonizantes) contra todos os polissacarideogadiis (Skinneet al, 2011).

Assim, fica clara a grande importancia das vacec@mgugadas para a reducdo das
doencas pneumococicas. No entanto diversos estédosiemonstrado que a populacéo de
sorotipos de pneumococos tém mudado apos a infiodias PCV. Os sorotipos ndo vacinais
tém aumentado entre carreadores assintomaticosrepracesso chamado de "substituicao
de sorotipos" (Spratt & Greenwood, 2008}, bem como nos casos de doencas invasivas
(Varon, 2012; Miyajiet al, 2013; Parr@t al, 2013)% ®* 1 Essas mudancas a médio e longo
prazos apresentam o potencial de diminuir o benejiobal destas vacinas na saude publica
(Weinbergeet al,, 2011)'%

Além do exposto anteriormente, as PCV englobandayrtande numero de sorotipos
também apresentam como principal problema o clstado do processo de producéo, o que
inviabiliza a sua utilizacdo em muitos programas vicinacdo em paises menos
desenvolvidos (Miyajet al, 2013)*". Uma alternativa para a baixa protecéo em detewtam
faixas etarias e para os custos elevados das RO¥egenvolvimento de vacinas baseadas em
antigenos pneumococicos protéicos altamente cates\e diretamente relacionados com a
viruléncia de pneumococos, a utilizagdo de vadimagadas em bactérias inteiras ou 0 uso de
bactérias recombinantes expressando antigenos eempoocos (Miyajiet al, 2013;
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Barrieuxet al, 2013)%* ©2

1.6. Vacinologia reversa

A vacinacao € a pratica pelo qual os individuogutteldos com formas inativadas ou
atenuadas de um agente infeccioso se tornam indguimésccao causada por este agente. Esta
pratica tem permanecido praticamente inalteradagpase dois séculos. A primeira grande
revolucao foi o desenvolvimento de vacinas de sulagles, quando foi percebido que os
componentes do microrganismo podem ser suficiemttEamantigénicos e imunogénicos,
diminuindo os indesejaveis efeitos colaterais pcados pelas vacinas classicas. Desde entéo,
a maioria dos esforcos em pesquisa de vacina @ondgidicada a identificar o componente
ou uma mistura de componentes capaz de protegdracan doenca. As principais
caracteristicas destas moléculas séo a sua pres@ogeservacao no agente infeccioso, o seu
reconhecimento pelo sistema imune e a sua capacidadinduzir uma resposta imune
protetora. Um dos métodos utilizados para a ideatifio de alvos vacinais € a analise de
soros de individuos infectados que sdo protegidogra a reinfecgcdo. Esse procedimento
normalmente é capaz de identificar um conjuntaitesie possiveis candidatos vacinais que
dominam a resposta imunolégica do hospedeiro, mias de identificar os componentes que
nao sejam altamente imunogénicos durante a infeecgoe ainda assim sdo capazes de
conferir imunidade protetora (Donati e Rappuolil 20,

Desde o final da década de 1990, o desenvolvindagdecnologias de sequenciamento
mudaram o campo da vacinologia. Quando o genomarithoeiro organismo vivo foi
sequenciado em 1995 (Fleischmaah al, 1995) !* percebeu-se que as tecnologias
gendmicas, através da determinagéo de todo o pait@natedmico do organismo infeccioso,
poderiam aumentar as chances de identificacdo deeipas a serem utilizadas para
desenvolver uma vacina eficaz. Essa nova metodologgebeu 0 nome de vacinologia
reversa e ofereceu duas vantagens principais:ifpemidentificacdo de um espectro mais
amplo de candidatos e a identificacdo de potenailwisgs em microrganismos dificeis de
serem cultivados em laboratério (Donati e Rappdli,1)**2

A vacinologia reversa foi primeiramente aplicadaapa desenvolvimento de vacinas
contra Neisseriameningitidisdo sorogrupo B (Pizzat al, 2000)'®. Atualmente, com a
disponibilidade das sequéncias genémicas de dwvgragenos, é possivel realizar analises
gendmicas e protebmicas comparativas a fim de isabac potenciais alvos vacinais que
sejam compartilhados e conservados entre os de/emgworganismos, permitindo a chamada
vacinologia reversa pan-gendmica (Gambegtral, 2005; Johret al, 2012; Oprea e Antohe,
2013; Simionattet al, 2013; Xiang e He, 2013; Talukdatral, 2014)'0% 107: 108: 109; 110: 111
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A vacinologia reversa baseada no genoma e proteesu#tou na descoberta de varios
antigenos de pneumococos candidatos vacinais gae lesje em fase de desenvolvimento
pré-clinico e clinico (Miyajet al, 2013)°".

112 astdo descritos diversos trabalhos nos

Na revisdo realizada por Moffiet al (2011)
quais foi utilizada a vacinologia reversa para fifiear antigenos de pneumococos que
poderiam ser candidatos vacinais. Dentre as técuieavacinologia reversa descritas temos a
identificacdo de genes que codificam para protedieasuperficie celular, incluindo proteinas
que apresentam sinal para secrecdo ou sequértdadidrofobicas, as quais sado provaveis
de se ligarem a parede celular bacteriana, e ndifidacédo de antigenos de pneumococos que
sdo reconhecidos por células TH17, importantes pamdegerem 0S animais contra
colonizacdo (Adamost al, 2001; Wizemanet al, 2001)**% 14

Outra técnica envolve o uso da protedmica, ondétebas de proteinas sdo avaliadas
para alvos imunogénicos. Essa metodologia tem itiegada para identificar antigenos a
partir de soro de pacientes convalescentes con{@riing et al, 2008)"°.

Choi et al (2012) ' identificaram antigenos de pneumococos utilizaadionuno-
protedbmica. Nesse estudo as proteinas secretadaret(@na) foram identificadas por
protedmica utilizando espectrometria de massa e&kba cromatografia liquida. Morsczeck
et al (2008)™® utilizaram a protedmica para identificar antigeassociados a parede celular
bacteriana. Diversas das proteinas descritas mo 1t&.3 foram descobertas na era das
“Omicas” e com 0 emprego da vacinologia reversa.

Mais recentemente tem sido discutida a vacinolegteutural a qual permite construir
antigenos vacinais mais estaveis, homogéneos eneis (Dormitzeret al, 2008) ",
Dormitzer et al (2012)**® descreveram diversos antigenos os quais tém séleorados
baseados na vacinologia estrutural, utilizando i¢ésn de cristalografia de raios-x e
ressonancia magnética nuclear. Dentre estes aatigstéo o fHbp (proteina ligadora de fator
H) de Neisseria meningitidisdo sorogrupo B, pili deStreptococcusdo grupo B §.
agalactiag, a glicoproteina F (fusdo) do virus sincicialiegtério entre outros.

1.7. Escherichia colicomo sistema de expresséo de proteinas recombinest

O advento da engenharia genética permitiu que ipagerecombinantes importantes
para a producdo de vacinas, biofarmacos e reagemtes diagndstico pudessem ser
produzidas e purificadas em larga escala com diwebjee suprir a demanda da industria
farmacéutica (Demain e Grandi, 2019

Proteinas recombinantes podem ser expressas erarigsctleveduras, células de
mamiferos, plantas ou insetos. A escolha do sistEmexpressdo deve levar em consideracao
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a velocidade de producao e rendimento almejadm diestrutura e funcionalidade proteica
(Terpe, 2006; Domain e Grandi, 2012} *° Sistemas de expressdo bacterianos para
producdo de proteinas heter6logas sdo 0s maigadtis por serem bem caracterizados
geneticamente, apresentarem rapido crescimento eimsnde cultura com baixo custo e
existéncia de uma grande variedade de cepas naitafigponiveis. Entretanto, se
modificacdes pos traducionais sdo essenciaisigstprocariotos ndo séo indicados, uma vez
que séo incapazes de realizar tais modificac0esseneaso hospedeiros alternativos como
leveduras e células de insetos e mamiferos podeutilizados (Terpe, 20067°.

Entre os sistemas procariotos para expressao deirmas,E. coli € uma bactéria
amplamente utilizada na producdo de proteinas dletgrs devido ao rapido e fécil
crescimento em meios de cultura de baixo custoieete expressdao e bom rendimento de
proteinas recombinantes. Sdo microrganismos beatteazados geneticamente e ha um
grande numero de cepas mutantes disponiveis. Aléso,deste microrganismo possui a
capacidade de acumular mais de 80% do seu peso esecproteina recombinante e

sobreviver em diversas condi¢des ambientais (Dem¥iaishnav, 2009)"°.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as questfes expostas no tépicalintroo, torna-se clara a importancia
do S. pneumoniaeomo causador de diversas formas clinicas da dqamgumocdcica, a qual
apresenta alta mortalidade e morbidade. Os doas tge vacinas — polissacaridicas ou
conjugadas - disponiveis atualmente no mercadesaptam algumas limitacdes. A vacina
polissacaridica ndo confere protecdo em crian¢caane? de idade (grupo de alto risco) e ha
necessidade de doses de reforco para idosos. Amsamnjugadas apresentam um limitado
espectro de sorotipos e conferem protecdo soreSpecifica, fato que pode levar a uma
pressao seletiva e a substituicdo dos sorotipos prmavalentes em doenca invasiva, além de
apresentarem alto custo de produgéao, limitand@aislizacédo em larga escala em programas
de imunizacao nos paises em desenvolvimento.

Assim, a identificacdo de antigenos proteicos stqsona superficie celular bacteriana
que sejam amplamente distribuidos e conservadose evd diferentes sorotipos de
pneumococos sao altamente interessantes para agdiliz como componentes no

desenvolvimento de vacinas pneumocdcicas de sulaami
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Identificar “in silico” proteinas de superficie mmvadas entre os diversos sorotipos de
pneumococos para clonagem e expressai.ecolia fim de serem avaliadas e caracterizadas
qguantoao seu papel biologico preditivo, visando propdfgamos que possam ser utilizados

no desenvolvimento de uma vacina de sub-unidadsmbasem proteina recombinante

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar e selecionar “in silico” proteinasnservadas e expostas na superficie
celular bacteriana por meio de analises gendmicasinplogia reversa baseada na pan-
genbmica);

2. Clonar e expressar os genes selecionadds. ewli;

3. Avaliar a solubilidade e purificar as proteimasombinantes por cromatografia de
afinidade utilizando ion metélico imobilizado (IMAE€ cromatografia liquida rapida (FPLC —
“Fast Performance Liquid Chromatography”

4. Produzir anticorpos policlonais em camundongmdra as proteinas recombinantes e
avaliar, por “immunoblotting”, a antigenicidade das proteinas;

5. Avaliar, por “immunoblotting”, a antigenicidad@s proteinas recombinantes frente a
soros de pacientes com meningite pneumocécicaadapsa diferentes sorotipos;

6. Realizar ensaios de localizacdo celular, pefasid¢as de citometria de fluxo e
imunofluorescéncia indireta, das proteinas selecias em pneumococos para confirmar os
dados preditivos obtidos “in silico”;

7. Avaliar o papel das proteinas selecionadasetag&o a inibicdo da adesao bacteriana
as células eucaridticas A549, utilizando os anpiesrpoliclonais gerados nos camundongos
contra esses antigenos;

8. Avaliar a interacdo das proteinas recombinadeepneumococos com proteinas de
matriz extracelular;

9. Avaliar a presenca e o grau de identidade dassaelecionados entre amostras de

origem clinica isolados no Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sequenciamento e anota¢do do genoma $iieeptococcus pneumoniagorotipo
5 cepa 617/00

A bactériaS. pneumoniasorotipo 5 cepa 617/00 (SPN 5 617/00), isoladéiciedo
cefalorraquidiano e sensivel a penicilina foi gemgnte cedida pela Dra. Maria Cristina
Brandileone do IAL/Sdo Paulo/Brasil. O ADN da baietdoi sequenciado pela metodologia
de pirosequenciamento utilizando a plataforma 4&4tgma GS-FLX) no Instituto de
Bioinformatica da Virginia (VBI). Para a montagera denoma foi utilizado o Newbler
assembler v1.1.03.24 e para a anotacéo foi utdizagrograma GLIMMER (“Gene Locator
and Interpolated Markov Model”) (Salzbers al, 1998) *?. Os A&cidos ribonucleicos
transportadores foram identificados utilizando-serograma tRNAscan-SE 1.21 (Lowe,

1997)*?2 Este genoma né&o foi publicado até o momento.

4.2. Montagem dos bancos de dados

Inicialmente foram gerados dois bancos de daddsun(i contendo proteinas de 26
genomas de pneumococos, englobando 13 diferemaipss (2, 3, 4, 5, 6A, 9F, 9V, 11, 14,
18C, 19A, 19F e 23F), designado por ‘banco de prase pneumocdcicas’ e outro (ii)
contendo proteinas d8treptococcussp., designado ‘banco de proteinas estreptocdcicas
contendo as proteinas dos 26 genomas de pneumaeaotais as proteinas de 34 genomas de
Streptococcusp., englobando 10 diferentes espéctesefluisubspéciequi S. pyogenesS.
infantarius subspécieinfantariug S. gordonij S. suis S. sanguinis S. agalactiag S.
thermophilus S. uberis S. mutans Os genomas selecionados englobavam, na data de
montagem dos bancos, 38 genomas completos, sendie Bl pneumoniae e 27 de
Streptococcussp., e 21 projetos WGS (“Whole Genome Shotgunfdee 14 deS.
pneumoniaee 7 deStreptococcusp., totalizando 59 genomas obtidos da base desdiel

sequéncias genéticas (“GenBank”) eiitip://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomas/Bacteria

ftp://ftp.ncbhi.nlm.nih.gov/genomas/Bacteria Draft

O critério de selecdo para a escolha das espéci€a)fos genomas estarem disponiveis
no “GenBank” na data de criacdo dos bancos de dapmsfoi em Abril de 2009 e (b)
presenca de pelo menos 1.500 proteinas anotadagepoma. Neste estudo também foram
incluidas as 2.028 proteinas do genoma de SPN M®@I1dbnsiderado um projeto WGS. No
Anexo 1 encontram-se descritos 0s genomas utilzpdm a montagem dos bancos de dados,
assim como o numero de proteinas anotadas por genmrastatus dos sequenciamentos
quando da montagem dos bancos, as caracteristisasegas, publicacdes e centros que
realizaram os sequenciamentos das amostras.
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4.3. Selecao das proteinas presentes em pneumococos

As proteinas presentes em pneumococos foram sedelee utilizando “scripts” em
linguagem de programacdo PERL. As proteinas om8ldgram identificadas utilizando
“blastp” (“basic local aligment search tool for peim”) considerando-se 60% de identidade e
70% de sobreposicdo (“overlap”) para o primeirogthiscore segment pair” (HSP).
Inicialmente as sequéncias aminoacidicas das pastaie SPN 5 617/00 foram utilizadas
como sequéncias de entrada (“query”) e analisadagacum banco de dados contendo as
sequéncias aminoacidicas das proteinas pneumaogdeciim de obtermos as proteinas
ortélogas compartilhadas pelos 26 genomas de prmgos. A seguir, as sequéncias
aminoacidicas das proteinas ortdlogas identificddesm utilizadas como sequéncias de
entrada e avaliadas, em uma segunda busca, mtiizdlastp”, contra o banco de dados das
sequéncias aminoacidicas das proteinas estreptaspaissim as proteinas “housekeeping” e
aguelas presentes nas outras espécies do gBtmeptococcuysou seja, as proteinas que nao

eram especificas de pneumococos, foram excluidas.

4.4. Analises'in silico”

As proteinas identificadas em pneumococos forartisadas “in silico’para a predi¢cao
de presenca de peptideo sinal, regido transmembmastavo “lipobox” e localizagdo sub-
celular extracelular, utilizando os seguintes paatas de bioinformatica:

a) “Phobius” para predicéo da presenca de regidesrtrambrana e presenca de peptideo
sinal (Kallet al, 2004)'%,
b) “SignalP 3.0 Server” para predicdo da presencaeggiqeo sinal e da presenca e
localizac&o do sitio de clivagem do peptideo giN&lsenet al, 1997)*%*
c) “SOSUI” e “SOSUISignal” para predicdo da estrutgecundaria de proteinas de
membrana e predicdo da presenca de peptideo Hinstgwaet al, 1998)'%,
d) “TMHMM Server v. 2.0” para predicdo da presencahg@éices transmembrana nas
proteinas (Sonnhammet al, 1998)*%
e) “Psortb v2.0.4. e v3.0.2” para predicao da locgBzasub-celular das proteinas (Gardy
et al, 2005; Yuet al, 2010)*%" 128
f) “Pred-Lipo” para predi¢do de lipoproteinas em haaségram positivas (Baget al,

2008)*%°.

4.5. Cultivos bacterianos
Os meios de cultivos e as solucdes utilizadas resdteglo encontram-se descritas nos
Anexos 2 e 3.
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As bactériagscherichia coliTOP10 e BL21 Star (DE3) (Life Technologi€srisbad,
CA, EUA) (ver caracteristicas das cepas no Anexo 4) faudtivadas em caldo Luria Bertani
(LB), em meio agar LB ou em caldo “Terrific BrotifTB) (Sambrooket al, 1989) %
Quando necessério foi adicionado aos meios deveultDO pg/mL de ampicilina (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA) para a selecao e cultivs @tones recombinantes BecoliTOP10 e
deE. coliBL21 Star (DE3).

As amostras d8. pneumoniaram cultivadas em meio agar soja triptona [“tigygoy
agar” (TSA); Becton & Dickinson, CA, EUA] suplemadb com 5% de sangue desfibrinado
de carneiro ou em caldo “Todd Hewitt broth” (THHeton & Dickinson) suplementado
com 1% de extrato de levedura (THE).

As culturas liquidas dE. coli TOP10 e BL21 Star (DE3) foram crescidas sob afjitac
de 200 rpm a 37°C ou de modo estatico, em estl#&G (placas de cultura). As culturas de
pneumococos foram crescidas em cultivo estatict’@ 8a presenca de 5% de £LO

No Anexo 5 sdo descritas as caracteristicas e /fefégencia das amostras de

pneumococos utilizadas neste trabalho.

4.6. Amplificacdo dos genes de pneumococos por réagem cadeia da polimerase
(PCR)

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nestabalho para as etapas de
amplificacdo e sequenciamento génicos foram dedeshatilizando os programas “Vector
NTI v8.0” (Life Technologies), “IDT” (“Integrated RNA Technologies”)
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Olignalyzer/) e “Primer Select”
(DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA) e foram sintetdas pela empresa IDT. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para aldiogcdo dos genes encontram-se descritos
na Tabela 4.6.1.

Para verificarmos a presenca dos ged@38Q 00333 00397 e 00787 nas amostras

clinicas de pneumococos foram utilizados oligomtétkeos iniciadores degenerados em
funcdo de o0s genes apresentarem polimorfismos mpaorede anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores.

A reacdo de PCR foi utilizada para amplificar osggede pneumococos a partir dos
ADN totais extraidos dos pneumococos. Um volumé&Q@xuL de culturas congeladas &
pneumoniadoram semeadas em meio TSA suplementado com Sardgie desfibrinado de
carneiro e as placas foram incubadas a 37°C enenpasie 5% de COpor 16-18 h. A
seguir, a massa bacteriana foi removida com THEneaterial foi centrifugado a 16,000xg
por 5 min. O sedimento bacteriano foi lavado dwezes com tampéo salina fosfato (PBS) pH
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7,4 e o ADN total extraido com o “Wizard SV GenonidNA Purification System”

(Promega, Fitchburg, Dane, WI, EUA) de acordo cemeaomendacodes do fabricante.

Tabela 4.6.1: Oligonucleotideos

iniciadores utilizados para apl#imacdo e

sequenciamento génicos de pneumococos

NUmero do
gene
em SPN 5
617/00

Sequéncias nucleotidicas dos
oligonucleotideos iniciadores senso (5' - 3)

Sequéncias nucleotidicas dos oligonucleotideos

iniciadores anti-senso (5’- 3)

Etapas utilizadas

00080
00080
00265
00271
00333
00333
00397
00397
01065
01909
02232

02232

00962
00962
02009
01929
02072
02072
00062
00589
00589
01195
01195
01967
00787
oo7s?

02118

02277
02265

CACCCACTATGAACATTCTAGAAAGGG
CACCCACTATSRACATTCTAGAAAGGG
CACCTACCAAGATGCTAGCGCAAAGAAA
CACCCCAACAATCAATAGAGTAGGT
CACCTTCAATTCCGCAGAATCCTTT
CACCTTCAATTCCKCAGAAWSCTTT
CACCAAAAAAACATTTTTAACTTTA
CACCAAAAAAAYATTTTTAACTTTR
CACCATTCGCCTTGTCGAGGATTTGAAAG
CACCATCAAGGGAGCTACTGCCAAGGCT

CACCGAAAGTTCAGGAAATAAAATC

AAAGTCAATGGCAAGAAAA e
CAAGATAAAGAGCAGTGG

CACCAAGTCCGTGACTAGTGAACAC
ATTCTGGGCTTCTTGGTGTT
CACCCAGAAAAAAGAAACTGGACCAGC
CACCGCTACACCCAAAGAGTCCAG
CACCAACTCAAGCACTAGTCAGACAG
AATATCGAATCCTTAGCA
CACCCGTCCTATGACTGAAAATAC
CACCTACTCCAGACGCAAAAAAGGTAGT
AGCCAATCAACCTACTGTG
CACCTCATCTCAAATGGACGGAATTGC’
CAACTGATAATGTCTTCTCCTTC
CACCTATTCCAGAGGAAATGGATC
CACCAAAAACATTAAAGGATTAACAGTA
CACCAAAAACATTAAARRRYTAACRGTA

CACCATTAAATTTGATAATATTCAAATT

CACCACAGGTGGCCGATTTGTTG
CACCAGCGTGCAGTCTGGTTCCACG

TTATAAATCTTCTAAATTAACTAGCTTCAA
TTATAMATCTTCTAAATTAACTARCTTCAA
TTATCTCAAGCCCATTGAGCGAGCTT
TTATAATTTAAAGGTTGCTACACCAAG
TTAGCCAAAGAGGACACTETTTGAGC
TTAGCCAAAGAGRCACTCATYTAGSC
TTATAATTTCTCGTTAACAAAGCG
NA ®
TTAGTTTCTCTCCTTATAAGGTAGTCGAA
TTAGGCCATCTTGTAKTACCAGAGAT

CTACTGTTCTATTCCGATTGTTT

TTTTCTTGCCATTGACTTT e
TACCACTGCTCTTTATCTT

CTAGGCTAATTCCTTCAAGTTTGCA
TTTCTTGCCCTTGTAATC
CTATTGTTCTGTCGCGCATTTGC
TTATTGTAACTGAGATTGATTGGGAGG
TTATTTCAAAGCTTTTTGATGTCTTC
CACTTGCTAAGGATTCGATATT
TTAATTTTCGTTTTTAAGAATTCTTC
TTATTCAATGTGGGTGTTTGATTAGC
TTGAGTTTTCCCCATGACC
TTAGGAAAGTGTAATASTTCCTTTCCC
AACTGCAATCGGAAGAGAG
CTATACTCGTTCTCCATCATGTTTAC
CTATCGAACACTTTCGATTTTCCAACT

NA

TTAAAATTGCAGAACGTCTGATGGTGT
(parl) e
TTAAAATTGCAGAACGTCTGATG (par 2)

TTACCGAACCCATTCGCCARTAGTT
CTAGTCTTTCTTCGTTTATTACAAAG

PCR e sequenciamento
PCR

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento
PCR

PCR e sequenciamento
PCR

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento
Sequenciamento

PCR e sequenciamento
Sequeamentd
PCR e sequenciamento
PCR e sequenciamento
PCR e sequenciamento
Segenciamentd
PCR e sequenciamento
PCR e sequenciamento
Secuiamentd
PCR e sequenciamento
&juenciamentd
PCR e sequenciamento
PCR e sequenciamento
PCR

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento

PCR e sequenciamento

Os oligonucleotideos iniciadores senso apresentasua extremidade a sequencia CACC para perniitiagéio do produto amplificado ao
vetor de expressdo pET100/D-TOPO (Life Technoldgigae apresenta a extremidade GTGG coesifaligonucleotideos iniciadores
degenerados utilizados para verificarmos a preseloga genesD008Q 00333 00397 e 00787 nas amostras de origem clinica de
pneumococos, sendo que para os génd97e 007870 oligonucleotideo anti-senso ndo necessitou egerteraddNA - néo se aplica”
oligonucleotideos iniciadores utilizados para saqiznento génico com os sitios de anelamento lxids internamente nos genes.

Para a técnica de PCR foi utilizado o termociclatariti 96well Thermal Cycler”

(Applied Biosystens, Life Tecnhologies). Inicialnienpara a amplificacdo dos genes a serem

clonados no vetor de expressédo pET100/D-TOPO (llgfehnologies) foram realizados testes
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utilizando-se diferentes concentracdes finais d@atsude magnésio (MgSQ e diferentes
temperaturas de anelamento dos oligonucleotidéomdores, a fim de estabelecermos a
melhor condicdo de amplificagcdo génica pela PCRrdgrama utilizado no termociclador
compreendeu as etapas de desnaturacéo iniciatg8°@4por 5 min, seguida por 30 ciclos de
a) 95°C por 30 seg, b) anelamento nas temperata@s47-56°C (temperatura variavel
dependendo do oligonucleotideo iniciador utilizago) 30 seg, c) extensao a 68°C, quando
utilizada a enzima “Platinum Tag DNA Polymerase IHIgdelity” (Life Technologies) ou
72°C, quando utilizadas as enzimas “Biotools DNA Payase” (Biotools, Madri, Espanha)
ou “Go Taqg DNA Polymerase” (Promega), por tempoavel, dependendo do tamanho do
gene amplificado, sendo empregado 1 min por kielfa900 pares de bases).

As reacdes de PCR foram preparadas para um volaaledé 25uL sendo utilizadas
as concentragbes de 0,2 nmol de desoxirribonudksmgi fosfatados (dNTP), Ojnol de
cada oligonucleotideo iniciador, Mg$@as concentractdmais de 1 a 3 mM, tampédo de
reacao para concentracéo final 1X, ~ 1 ng de AD&Al ®1 U das enzimas ADN polimerases.

A Tabela 4.6.2 apresenta as temperaturas de amaatnaavaliadas na PCR para a

amplificacdo dos genes.

Tabela 4.6.2:Temperaturas de anelamento testadas nas reacB&Rde

NUmero do gene em Temperaturas de NuUmero do gene em Temperaturas de

SPN 5617/00 anelamento testadas SPN 5 617/00 anelamento testadas
00080 53°C e 54°C 00397 47°C e 48°C
00265 53°C e 54°C 02072 51°C a 56°C
00271 53°C e 54°C 00962 51°C a 56°C
00333 53°C e 54°C 00062 51°C a 56°C
00589 53°C e 54°C 01929 51°C a 56°C
00787 53°C e 54°C 02009 51°C a 56°C
02265 53°C e 54°C 02277 53°C a 56°C
01065 53°C e 54°C 01967 51°C a 56°C
01195 53°C e 54°C 02232 47°C a 50°C
01909 53°C e 54°C 02118 45°C a 52C

Para verificarmos a positividade da PCR um volunee 1@ yL das amostras,
acrescidas de tampao de amostra para ADN (concéaotriinal de 1X), comparadas ao
marcador de tamanho molecular “1 kB DNA ladderféLTechnologies), foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8-1,2% utilizamalmpdo tris base/acido acético
glacial/acido etilenodiamino tetra-acético (EDTAAE). Ao final da eletroforese o gel foi
tratado com “GelRed” (Biotium, Hayward, CA, EUA)s dragmentos de ADN foram
visualizados sob luz ultravioleta (UV) e documentadtilizando-se o aparelho “L-PIX-HE”

£0



(Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil). Apos adipnizacdo da PCR realizamos novas
amplificagdes para um volume final de gb a fim de obtermos quantidades suficientes de

produtos amplificados para a etapa de clonagem.

4.7. Clonagem dos genes de pneumococos

Apoés amplificados, os genes de pneumococos foraificados utilizando o “Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) de acowdoas normas recomendadas pelo
fabricante. Os produtos da amplificacdo purificafbvsam quantificados utilizando o “Qubit
dsDNA HS Assay kit (Life Technologies) de acordo com as recomendag@dabricante. A
seguir os genes (insertos) foram ligados ao vetoexpressao pET100/D-TOPO (Figura
4.7.1) de 5.764 pares de bases. O vetor se bas@mprego da enzima topoisomerase para
realizar a ligacdo com o produto de PCR em umaaleiapa. Este sistema de expressao
utiliza o promotor do bacteriéfago T7 modificadagaonter a sequéncia do operatimy,
com o0 objetivo de controlar a expressao de genesdhegos enk. coli (INVITROGEN,
Life Technologies, 2010,

121 AT A C GGIGATGCCG GCCACGATGC GICCGGCGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

fideo iniciador antisenso g

411 GAGCTCAACG ATCCGGCIGC TGCTGCCACC GCTGAGCAAT AACTAGCATA

q S § S P D
7 J o o [iwa = S W,
Xbal (256) Hindlll (710)
Gene de resisténcia &
Gene codificante do ampicilina  (955-1815)
repressorlacl precedido pelo promotor
(4.507-5.595) glsaa)(ﬁ-lactamase) (856-
pET100/D-TOPO®
5.764 pb
%,
008,
oo
"Q:e?é- S
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< %%, 0, o a%
0, oo
G 2%, ©
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Figura 4.7.1: Vetor de expressédo pET100/D-TOPO. Fonte: Modificdd Invitrogen,
Life Technologies (20105

A ligacao foi realizada utilizando a propor¢céo decentracdo de massa de 2 inserto:1
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vetor, de acordo com as normas do fabricante. fde#oi preparada para um volume final
de 6L e foi incubada por 20 min a 24-28°C. A seguir volume de 10QuL de E. coli
TOP10 eletrocompetente foi transformada por eletagiio (Downeet al, 1988)*** com 3

uL da reacdo de ligacéo (direta ou diluida a 1:Rigando cubetas de eletroporacao de 0,2
cm, transmitindo-se o pulso elétrico através daapa “MicroPulser” (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). Apés o pulso, foram adicionados imediagabe 90QuL de caldo LB as células e
estas foram crescidas sob agitacao de 200 rpmG@B#°1 h. A seguir foram semeados 100
puL destas células transformadas em meio LB &gareswpitado com ampicilina na
concentracdo de 100g/mL e os clones transformantes foram selecionagds 18 h de

incubacéo das placas a 37°C.

4.8. Selecao e confirmacao dos clones recombinanéesEscherichia coliTOP10

Provaveis clones recombinantes foram selecionadosplcas contendo LB &gar
adicionado do antibidtico de selecdo, e inoculdddsidualmente em 1 mL de meio LB
caldo, acrescido de antibidtico, distribuidas emcas de cultura de 24 pocd3eton &
Dickinson) A incubacéo foi realizada a 37°C, de modo estagior um periodo de 16-18 h e
a seguir foi realizada a extragcdo do ADN plasmiadigbartir de 50QuL de cada cultivo
utilizando o protocolo de lise alcalina adaptad@debroolet al. (1989)*.

Apos a extracao, foram adicionados|illOde agua livre de nucleases il5do ADN
extraido foi analisado por eletroforese em gel girase 0,8-1,2%. Os fragmentos de ADN
foram visualizados e fotografados como descritdara 4.6.

Para confirmarmos os clones recombinantes, a #wsr pré-cultivos em placas de
cultura de 24 pocos, foi realizado repique e cmnesnio para um maior volume de cultura
bacteriana para extracdo do ADN, a fim de obtermaterial para realizarmos as etapas de
digestdo com enzimas de restricdo e a PCR.

A partir das placas de cultura de 24 pocos, cowoteasdculturas bacterianas com 0s
possiveis clones recombinantes, foi realizadagditude 1:1.000 em um volume de 10 mL de
caldo LB, acrescido de antibi6tico, e o materialificubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm
por 16-18 h. A seguir o ADN plasmidial foi extraidtilizando os “Wizard Plus SV Miniprep
DNA Purification System” (Promega) ou o “High Pu#Hasmid Isolation Kit (Roche,
Basileia, Suica) seguindo as recomendacfes dasdates.

Os ADN plasmidiais foram submetidos a digestdo esnenzimas de restricidal e
Hindlll (Life Technologies). Para as reacoes de dagesiram utilizados 5 U das enzimas de

restricdo, UL do tampé&o de reacdo 10X, cerca de 214 4lo ADN plasmidial (~100-200
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ng) e agua livre de nucleases para completar ansfiinal de 1QuL de reacédo, a qual foi
incubada a 37°C por um periodo de 2 h ou de 16-¥pbs, ao volume total da reacéo foi
aplicado tampao de amostra para ADN (para conag&dréinal de 1X) e o material foi
analisado em gel de agarose 1,2%. Os fragmentd®bteforam visualizados e fotografados
como descrito no item 4.6.

Para as reacdes de PCR os ADN plasmidiais extréadas diluidos 1:10 e utilizado 1
uL (~1-10 ng) de ADN na reacdo. A enzima empregatda p amplificacéo foi a “Biotools
DNA Polymerase” (Biotools) e o protocolo utilizadsta descrito no item 4.6.

As culturas que apresentaram clones recombinantasnfarmazenadas em glicerol
25% a -70°C.

4.9. Sequenciamento nucleotidico

Os plasmideos recombinantes purificados e quaadifis pela metodologia de “Qubit
dsDNA HS Assay kit” (Life Technologies) foram segumdos a fim de verificarmos a
integridade dos genes clonados. Para as reacdesegigenciamento foi utilizada a
metodologia “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequendkit” (Life Technologies) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Ambas as fotasn sequenciadas para resolver
compressdes e ambiglidades. Os genes foram seag@mcicom oligonucleotideos
iniciadores T7 (senso e anti-senso) e os oligootideos iniciadores (senso e anti-senso)
especificos.

O sequenciamento e a leitura automatica das seg8éfai realizado utilizando o
sequenciador “ABI PRISfI XL3500 Genetic Analyser” (Applied Biosystems, Life
Technologies).

Para a analise das seqiéncias obtidas, em compa@paas sequiéncias dos genes de
pneumococagsfoi utilizado o programa “SeqManll versdo 5.05” NBStar, Inc.) para
alinhamento entre as seqUéncias. Ambas as fitammfoseqienciadas para resolver
compressdes e ambiglidades, bem como as analisedupinatas produzidas de duas
amplificacbes separadas forneceu seguranca comngacela fidelidade do produto do
seguenciamento.

Os oligonulceotideos iniciadores utilizados pararees;des de sequenciamento estdo

descritos na Tabela 4.6.1.

4.10. Expressédo e avaliacdo da solubilidade das petnas recombinantes em
Escherichia coliBL21 Star (DE3)

Os plasmideos recombinantes, para cada um dos g@reslos de pneumococos,
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foram inseridos, separadamente, por eletroporag@ogeélulas eletrocompetentes Eecoli
BL21 Star (DE3) de acordo com o protocolo desardgaotem 4.7, sendo utilizado ~30-100 ng
(1 puL) de ADN plasmidial para transformar 100 de células competentes. Os clones foram
selecionados em meio LB agar contendo o antibi@tecselecdo ampicilina. Um total de duas
colonias, para cada clone recombinante, foram isel@das e cultivadas em caldo TB
contendo o antibidtico de selecéo por 6-7 h, £36b agitacdo de 200 rpm. A seguir 0s
clones recombinantes foram armazenados em glizé%ola -70°C.

Para verificarmos a expressao e a solubilidadepdateinas recombinantes, aliquotas
dos clones deée. coli BL21 Star (DE3), congeladas em glicerol, foramcdegelados e
inoculados 1:1.000 em 5 mL de caldo TB, contenddbiatico, e cultivados por 16-18 h, a
37°C sob agitacdo de 200 rpm (pré-inéculo). A sefguirealizado in6culo de 1:50, a partir
do pré-in6culo, em 10 mL de caldo TB contendo adtiitp e as culturas foram crescidas por
1-2 h sob as condi¢des de temperatura e agitag@a aescritas. A absorbancia (Aksfoi
medida no espectrofotometro “Bionnate 3” (Thermaeefdfic, Waltham, MA, EUA e as
culturas foram induzidas com 1 mM de isoprgpiD-1-tiogalactopiranosidio (IPTG) quando
atingiram Absgoo 0,6-0,8. Apds a indugdo as culturas foram mantuas4 h, sob agitagéao,
nas temperaturas de 28°C ou 37°C (temperaturasddeéio). Aliquotas de 5QGL foram
retiradas das culturas antes e apos a inducaaiifegatias por 5 min a 20.000xg e o0s
sedimentos bacterianos utilizados para a avalidgdexpresséo e solubilidade das proteinas
recombinantes.

Para a avaliagdo da expressao das proteinas rewntds, os sedimentos bacterianos
foram ressuspensos em tampdo de amostra paranproieiproporcdo de 38 de tampéo
para cada Akgo 0,1 para cada mL de cultivo. O material foi feovigbr 5 min e um volume
de 10puL juntamente com tampdo de amostra para proteinaufimetido a SDS-PAGE
(Laemmli, 1970)**® e corado por coloracdo empregando coomassie bI28OR Para essa
coloracado, os géis foram mantidos em 50 mL de &olug por 30 min, sob leve agitacéo,
sendo a solugéo levemente aquecida, a seguir gasolai trocada e o processo repetido por
uma a duas vezes. Apés a solucéo foi retirada amfa@dicicionados 50 mL da solucéo B
contendo 1 mL da solucédo de azul de comassie, seadlucdo levemente aquecida e os géis
mantidos sob leve agitacdo até a visualizacdo aadas. A seguir, os géis foram descorados
empregando a solugéao descorante e documentadeand o aparelho “L-PIX-HE".

Para a avaliacdo da solubilidade das proteinasnt@nantes expressas, 0s sedimentos
bacterianos obtidos apo6s a inducgdo, sob difereiieperaturas, foram ressuspensos em
tampéao de lise (Tris base 20 mM, EDTA 1 mM) conteod n&o 0,1% do detergente triton

X-100. Os sedimentos bacterianos foram ressusperesse tampao na mesma proporcao
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acima descrita (em funcdo da Akda cultura), sonicados no “Microson Ultrassonicl Cel
disruptor” (Misonix, Farmingdale, NY, EUA ) em 3ctos de 10 seg cada com amplitude de
30% e com intervalo de 30 seg entre cada ciclgai@. Um volume de 150L do material
lisado foi centrifugado por 5 min a 20.000xg e brsoadante (proteinas sollveis) separados
do sedimento (proteinas insollveis). Ao sobrenadfortam adicionados 150L de tampao

de amostra para proteina 2X (ficando no final acentracdo de 1X) e ao sedimento foram
adicionados 15QL de tampao de amostra para proteina 1X. As ansofstram fervidas por 5
min e volumes de 1QIL das proteinas insollveis e 2L das proteinas sollUveis foram

avaliadas por eletroforese em gel de SDS-PAGE.

4.11. Purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes expressas de formaedadifusionadas a uma cauda de
histidina na porgcdo N-terminal foram purificadasaperomatografia de afinidade utilizando
IMAC com as colunas HisTrap™HP (GE Healthcare Steences, Piscataway, NJ, EUA) de
1 ou 5 mL, utilizando o sistema AKTA Purifier 10 d00 (FPLC) (GE Healthcare Life
Sciences).

Primeiramente, a purificagao foi realizada com d@masspreparadas de duas maneiras
distintas, a partir dos sedimentos celulares priemes de uma expressao de 4 h de cultivo a
28°C ou 37°C (dependendo da solubilidade de cadteipa expressa). Em um dos
sedimentos bacterianos foi utilizada: a) solucébsgena presenca ou nao do detergente triton
X-100 (dependendo da solubilidade da proteina pudicada) e b) solugéo de lise contendo
20 mM de imidazol na presenca ou ndo do detergemtecada um dos testes também foi
adicionado o inibidor de protease “phenylmethylsuyl fluoride” (PMSF) na concentracao
final de 1 mM. As solucdes de lise foram utilizagasa realizar a lise celular bem como para
equilibrar a coluna (resina) utilizada na purifiéag

As amostras contendo o tampao de lise foram lispdassonicacdo no “Microson
Ultrassonic Cell disruptor” (Misonix) utilizando &clos com amplitude de 30% com um
tempo de 30 seg de sonicagdo para cada mL de amostgelo. Apds a lise as amostras
foram centrifugadas a 20.000xg e o sobrenadantéermdo a proteina recombinante solavel,
aplicado na coluna (~20-40 mg de proteina tote pacoluna HisTrap™HP 1 mL e ~ 150-
200 mg para a coluna HisTrap™HP 5 mL). O materéd figado a matriz (eluato), foi
recolhido para posterior andlise. O material ligadatriz foi lavado pela aplicagédo, na
coluna, da mesma solucéo utilizada para o equliairesina e ligagdo da proteina. A seguir
a proteina foi eluida com solucdo tampao PBS pHenrdregando um gradiente de 30

volumes de coluna (VC) de 0 ou 20 mM a 1 M de imidaApds verificarmos em qual
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concentracdo de imidazol as proteinas foram eledgsregando gradiente de purificacéo,
testamos diferentes etapas (“steps”) de purificagfioeto para as proteinas 02009 e 01929
para as quais obtivemos uma boa purificacdo peotgendimento e pureza) empregando
apenas o gradiente. Na Tabela 4.11.1 descrevematagologia empregada na purificacao

de cada uma das proteinas soluveis.

Tabela 4.11.1:Metodologia empregada na purificacdo das proteiokiseis

Proteina Metodologia de purificacéo*

00333 5VC 20 mM; 2 VC 60 mM; 3VC 300 mM; 6 VC 1 M

01909 5VC 20 mM; 4 VC 60 mM; 4 VC 300 mM; 6 VC 1 M

00265 5VC 20 mM; 10 VC 40 mM; 3 VC 60 mM; 3 VC 36MM; 5 VC 1M

01065 5VC 20 mM; 5 VC 40 mM; 3 VC 80 mM; 10 VCBMM; 10 VC 1 M
2VC 20 mM; 2 VC 40 mM; 1 VC 80 mM; 3 VC 300 mMMC 1 M

00080 5VC 20 mM; 10 VC 40 mM; 3 VC 60 mM; 10 VCBMM; 10 VC 1 M

00962 5VC 20 mM; 5 VC 60 mM; 5 VC 80 mM; 6 VC 360M; 5 VC 1M

02009 e 01929 gradientede0e20mMalM
02072 5VC 20 mM; 5 VC 60 mM; 5 VC 80 mM; 6 VC 360M; 5 VC 1M
02232 5VC 20 mM; 5VC 40 mM; 5VC 80 mM; 10VC 1 M

Ovolumes de coluna (VC) e concentracdo de imidaiizados no gradiente e nas etapas de purificagfgproteinas foram
eluidas com imidazol na concentragéo de 300 mM,earaecéo da proteina 02232 que foi eluida com 80 mM

As amostras purificadas foram preparadas e subasetictletroforese em gel de SDS-
PAGE para avaliagcdo de concentracdo, pureza ericdeg (para pureza ver Anexo 6). A
seguir os géis foram corados e documentados dela@mm o descrito no item 4.10. A
concentracdo das proteinas também foi medida eemmiega metodologia de &cido
bicinchoninico (BCA) (Thermo Fisher Scientific oig®a-Aldrich) de acordo com as normas

do fabricante.

4.12. Preparo dos antigenos para a producgdo dos aurpos policlonais em animais

Apos a purificacdo, as proteinas recombinantesifatialisadas contra tampao PBS pH
7,4, na presenca ou nao de 0,005% de triton X-tlePendendo da solubilidade de cada
proteina), para permitir a retirada do imidazotaRaprocesso foram utilizados os cassetes de
didlise (“slide-A-lyzer dialysis cassetes”) (Therfigher Scientific) sendo que os volumes de
tampéo de didlise e intervalos para as trocas foeatizados de acordo com a recomendacoes
do fabricante.

Apés dialisadas, as proteinas foram aliquotadamgetadas a -70°C. No momento do
uso as proteinas foram descongeladas, centrifugadaguantificados empregando a

metodologia de BCA.
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Os antigenos foram formulados na proporcao de @,2encada proteina para 2 mg de
hidréxido de aluminio (Alhydrogel) (Brenntag, Frassund, Dinamarca) por um periodo de
16-18 h, a 4°C sob leve agitacdo. Apos a formulaggéionesmos foram diluidos em PBS pH
7,4 e aos camundongos Balb/c-AN foi administradaedOpug de proteina/0,1 mg de
adjuvante. Foram realizadas trés inoculacfes intsaaiares, com intervalo de sete dias entre
as doses (doses nos dias 0, 7 e 14). Sete diasaapgrseira dose (dia 21) os animais
receberam um “booster” (reforco) com as proteieasmbinantes pela via intraperitoneal na
concentracdo de 10g. Trés dias (dia 24) apés o “booster” os animaiarh sangrados via
puncao cardiaca.

Para a obtencéo dos soros (contendo os anticoghig®pais), os sangues dos animais
foram mantidos a 37°C por 30-45 min e a sequirgafados a 4-8°C por pelo menos 30 min.
Apos a fase de coagulacdo, as amostras foramfagattas por 5 min a 1.000xg a 10°C. Os
soros obtidos foram aliquotados e estocados a -20°C

Os testes em animais foram aprovados pela Comites&tica de Animais (CEUA) sob
0 protocolo P-7/10-4, intitulado "Desenvolvimente dima vacina brasileira conti@.

pneumoniag cuja licenca € LW-2/11 (ver Anexo 7)

4.13.“Immunoblotting”

Reacdes de “immunoblotting” (“western blot” e “dbtot”) foram utilizadas para
verificarmos a antigenicidade das proteinas recoampes frente aos anticorpos policlonais
gerados em camundongos, bem como para verificaamastigenicidade dessas proteinas
frente a soros humanos (pacientes diagnosticasosr@ningite pneumocadcica).

Para a técnica de “dot blot” foram utilizadas ascemtractes de 500, 250, 125 e 62,5
ng de proteinas recombinantes e diluicdes dosamptis policlonais variando de 1:100 a
1:51.200. Para a técnica de “western blot” forailizatlas as concentracdes de 500 e/ou 250
ng de proteinas recombinantes e diluicbes dosaaptis policlonais variando de 1:100 a
1:51.200.

Para a técnica de “dot blot” as proteinas recommb@sa purificadas, dialisadas e
quantificadas foram diluidas em tampao PBS pH 7u4mevolume de HuL pingado em
membrana de nitrocelulose (Duralose —'UWlembranes; Stratagene, La Jolla, CA, EUA) e
estas secas a 37°C por cerca de 15-30 min. Péacaiaa de “western blot” um volume de 10
uL das proteinas contendo concentracdes de 500 e@B@ proteinas foram aplicadas em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e submetidas &raflrese. ApOs as proteinas foram
transferidas dos géis para membranas de nitroselultilizando protocolo descrito em

Sambrooket al (1989)**°. Outra metodologia aplicada foi correr as protefe@smbinantes
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em gel de poliacrilamida preparativo sendo, aptraresferéncia, as membranas cortadas em
tiras de 0,5 cm de modo a conter, em cada tiraaair 500 ng de proteina.

As membranas foram bloqueadas com 4% de leite @ekndiluido em PBS pH 7,4
contendo tween 20 0,05% (PBST) por um periodo d&81b a 4°C. A seguir, as membranas
foram lavadas com PBS pH 7,4, para retirada dosskcele leite e incubadas com os
anticorpos primarios (anticorpos policlonais pradag em camundongos) diluidos em PBST
contendo 0,25% de albumina bovina fracdo V (BSABSIPB). As membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios a temperaiuizente (24-28°C) por um periodo de
2 h sob leve agitacdo e a seguir foram lavadasRBSIT (quatro lavagens de 10 min cada).
Os anticorpos secundarios, anti-lgG de coelho ¢ikl@g@® de camundongo (ambos moléculas
inteiras) produzidos em cabra e conjugados comatasé alcalina (A3687 e A3688,
respectivamente) (Sigma-Aldrich) foram diluidosQl®0 em PBST e as membranas foram
incubadas a temperatura ambiente por 1 h, sobc¢agiteeve. A seguir, foram realizadas
novamente as lavagens, sendo trés com PBST e umaP&5 pH 7,4, como descrito
anteriormente. ApGs as lavagens, as membranas foraetladas com solugcdo reveladora
“Western Blue Stabilized Substrate for Alkaline Bploatase” (Promega).

Para verificarmos a antigenicidade das proteim@®mbinantes frente aos soros
humanos utilizamos a metodologia de “multi-antigent immunoassay” (MAPIA), sendo as
proteinas recombinantes impressas em membranatrdeehilose HiFlow 180 (Millipore,
Mildo, Italia) utilizando o equipamento “Automatic TLC Sampler @AMAG, Muttenz,
Suica) do Laboratoério de Tecnologia Diagnéstica ER) (Bio-Manguinhos/Fiocruz). Cada
tira da membrana foi impregnada com 200 ng de oawkadas proteinas recombinantes. Os
tampdes e a metodologia empregadas para bloguetuleacdo com os anticorpos, lavagens
das membranas e revelacdo foram as mesmas desariagormente. O soro humano foi
diluido 1:200 e o anticorpo anti-IgG humano (edpEripara cadeig) produzido em cabra e
conjugado com fosfatase alcalina (A3187) (Sigmaréh) diluido 1:30.000. Os soros
humanos foram pré-adsorvidos com 2,5% v/v de lisk®. coli por um periodo de 30 min

antes de serem incubados com as membranas comgRaatigenos.

4.14. Citometria de fluxo para avaliacdo da expreé®e das proteinas na superficie
dos pneumococos

Volumes de 5QUL de suspensfes bacterianas de pneumococos ddpe®rd (cepa
525/00), 4 (cepa 729), 5 (cepa 617/00), 6B (ce&98),7/F (cepa 800), 9V (cepa 724), 14
(cepa 722), 18C (cepa 845), 19F (cepa 720) e 23ba(c56) foram semeadas em meio TSA

enriguecido com 5% de sangue desfibrinado de garper um periodo de 16-18h a 37°C em
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presenca de 5% de GQA seguir a massa bacteriana das placas foi retacmom 2 mL de
PBS pH 7,4 contendo 3% de BSA (PBSB) e as céldasifugadas por 5 min a 16.000xg. O
sedimento bacteriano foi lavado com 1 mL de PBSBwamente centrifugado. As bactérias
foram ressuspensas em 1 mL de PBSB e g.Afis ajustada para 0,3 (~10FC/mL). Cada
marcacao foi realizada em tubo contendo 1 mL divoubacteriano.

Inicialmente realizamos trés etapas de padronizpe&® esta técnica: a) determinacdo
da melhor concentracdo de anticorpos primario eurgkgio a serem utilizados, b)
determinacdo da melhor temperatura de incubacacamastras para a marcacdo com 0s
anticorpos e c) determinacdo do melhor momentmakivacdo das amostras, ao inicio ou ao
término da marcacao.

Para determinarmos a melhor concentracdo dos gydgEaoutilizamos o anticorpo
policlonal monoespecifico anti-PsaA produzido erm@adongo (anticorpo primario) nas
diluicdes de 1:50 e 1:100 e o anticorpo anti-lgM@Ade camundongo conjugado ao FITC
(isocianato de fluoresceina) (anticorpo secund@FaP10) (Sigma-Aldrich) nas diluicbes de
1:250, 1:500 e 1:1.000. Verificamos que a interdadde fluorescéncia utilizando o anticorpo
secundario conjugado nas diluicbes de 1:500 e @016 menor do que aquela observada
quando utilizamos a diluicdo de 1:250. Para a g¢hlmidos anticorpos policlonais ndo houve
diferenca em relacdo a intensidade de sinal olgtidmdo utilizamos o anticorpo diluido 1:50
ou 1:100, neste caso optamos por utilizar a dituigé 1:100 visando eliminar possiveis
reacdes cruzadas advindas da utilizacdo de umaa@itzentracdo de anticorpo, além de a
quantidade de soro disponivel ser considerado tonlfenitante. Assim, estabelecemos como
sendo a melhor condicdo de reacdo aquela utilizandanticorpo primério (anticorpo
policlonal) na diluicdo de 1:100 e o anticorpo s®ario conjugado na diluicdo de 1:250.

Em virtude das variagcdes metodologicas descritdganatura (Wizemanet al, 2001;
Gor et al, 2005 e Shalkt al, 2006)*% 3% 1%em relacdo & temperatura de incubacdo das
amostras com 0s anticorpos, em nosso estudo testmizas as temperaturas descritas nestes
trabalhos (4C e 37C). Observamos que na temperatura déC34a intensidade de
fluorescéncia detectada (marcacdo FITC+) foi mador que a 24C ndo havendo
comprometimento em relacdo as marcacdes controdgmtimas utilizando as células
incubadas apenas com o0 anticorpo secundario calgugam anticorpo primario) ou com o
soro pré-imune (soro de animal ndo imunizado).m”Asgndo, escolhnemos marcar as amostras
na temperatura de 3C.

Para determinarmos o0 melhor momento para a indivdgs amostras com formaldeido
1% realizamos esta inativacdo antes ou apos aagd@x Verificamos que a inativacdo das

bactérias ap0s realizadas as marcagfes foi metharvez que nestas condi¢bes as células
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apresentaram perfil menos granuloso do que na ooi@dicao testada.

Os tubos contendo as suspensdes bacterianas siki@BSB foram mantidos em
gelo por 15 min, a seguir o material foi centrifdggpor 5 min a 16.000xg e o sobrenadante
retirado. Os sedimentos bacterianos foram resssgpeem 10QuL de PBSB contendo o
anticorpo primario (anticorpos policlonais produwsdcem camundongos) diluido 1:100, sendo
o material incubado por 1 h a 37°C. A seguir, oemat foi centrifugado, o sobrenadante
retirado e o sedimento bacteriano lavado uma vea 800 uL de PBS pH 7,4. Apés a
lavagem, o sedimento bacteriano foi ressuspens@0€mlL de PBSB contendo o anticorpo
secundario conjugado anti-lgG+M+A marcado com F@idido 1:250, sendo o material
incubado por 1 h a 37°C. A seguir, 0 material femtafugado e lavado de acordo com o
descrito acima. ApGs a lavagem, as bactérias fimativadas com 1 mL de formaldeido 1%,
diluido em PBS pH 7,4 e incubadas por pelo meno®i8la temperatura ambiente antes de
serem realizadas as aquisicoes.

A andlise citofluorimétrica foi realizada utilizamde o citbmetro de fluxo “BD
FACSCalibur” (Becton & Dickinson), equipado com leser de argbnio (488 nm) e um laser
diodo vermelho (635 nm), do LATED. A intensidadefll®rescéncia do FITC foi avaliada
no canal FL1, filtro 530/30. As avaliacdes foramsdmas nos graficos de tamanho e
granulosidade e nos gréaficos de intensidade dee#géncia para FL1. O protocolo de
aquisicdo foi realizado utilizando o programa “Qelést”, no FACSCalibur e as andlises
foram realizadas através do “FlowJo” (Tree Star Aghland, OR, EUA). Para cada amostra
foram adquiridos no minimo 15.000 eventos na re(igate”) das células, excluindo, desta
maneira, possiveis contaminantes. Os resultadesnf@xpressos em percentual de células
positivas expressando as proteinas pneumococicaigpeaficie bacteriana obtida através dos
histogramas de marcacéo para FL1.

Para verificarmos o percentual de células espasificarcadas positivamete, para cada
uma das proteinas avaliadas, descontamos o peaxteleticélulas totais marcadas (FITC+),
para cada proteina analisada, do percentual ddagéinarcadas no controle negativo
utilizando o soro pré-imune (possivel marcacaopeeiica).

4.15. Imunofluorescéncia indireta para avaliacdo da expresdo das proteinas na
superficie dos pneumococos

Para esta metodologia foi utilizado o sistema darlas de 8 pocos da “Nunc™ Lab-
Tek™ 1l Chamber Slide™ System” (Thermo Scientifi@)s laminas foram previamente
tratadas com polilisina a fim de melhorar a fixaG@oteriana na superficie da lamina. Um

volume de 30QuL de polilisina a 0,01% foi adicionado em cada pdadamina e a mesma
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mantida a temperatura ambiente por 24 h, apospesiedo o excesso de polilisina foi
retirado e as laminas utilizadas para o prepaimdaofluorescéncia indireta.

A amostra bacteriana SPN 5 617/00 foi cultivadanegio TSA enriquecido com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro por um period®eB1h a 37°C na presenca de 5% de.CO
A seguir a massa bacteriana da placa foi remowda 2 mL de meio de cultivo THE e as
células centrifugadas por 5 min a 16.000xg. O sedimbacteriano foi lavado com 1 mL de
meio THE e novamente centrifugado. As células Iiactas foram ressuspensas em 1 mL de
meio THE e a Ahgofoi ajustada para 0,3 (~10FC/mL). Um volume de 200L (~ 2 x 1d-

2 x 1¢ UFC) de cultivo bacteriano foi adicionado a cadagpe as laminas foram incubadas
por 1 h e 20 min a 37°C na presenca de 5% de £Geguir o sobrenadante foi retirado e o
material fixado com formaldeido 4% diluido em PB$ 4 (volume de 40QL adicionado
por poc¢o). O material foi incubado por 40 min aG3&°0 sobrenadante foi removido. Para o
bloqueio foi adicionado, em cada poco, um volume2@eé uL de PBSB. O material foi
incubado a 37°C por 1 h e 30 min, o sobrenadamteefioado e os anticorpos policlonais
especificos para cada proteina foram diluidos 1:460um volume de 200L de PBSB, e
adicionados a cada pog¢o. O material foi incubaddlgoa 37°C, o sobrenadante foi retirado e
o material foi lavado cinco vezes com 200 de PBS pH 7,4. A seguir, o material foi
incubado com o anticorpo secundario conjugadolg@iM+A marcado com FITC diluido
1:250 em PBSB por 1 h a 37°C. Apos este periodggboenadante foi retirado e lavado
conforme descrito anteriormente. Ao término dasgdawns, o material foi deixado secar por
cerca de 15 min e a seguir a lamina foi montad&anido laminula e antifade (“ProLong
Gold antifade™) (Life Technologies). A lamina modéafoi mantida por 24 h a temperatura
ambiente e a seguir foi vedada (laminula presaamanh) utilizando esmalte incolor. As
laminas foram mantidas a -20°C e visualizadas ewgrosuopio Axiolmager ml (Zeiss)
(Thornwood, NI, EUA) do Laboratério de Ultra-Esticd Celular (LUC)/Instituto Oswaldo

Cruz/Fiocruz — Plataforma de Microscopia.

4.16. Ensaio de adesdao e inibicdo da adesao celular

Para o ensaio de adeséao celular foi empregadaciohegia de analise por citometria
de fluxo utilizando as células eucaridticas A54@e gsdocélulas epiteliais basais de
adenocarcinoma alveolar humano e a amostra bawe8&N 5 617/00. As células A549
foram cultivadas em meio “minimum essential mediugMEM; Life Technologies)
suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°@resenca de 5% de GO

Para a realizacdo do ensaio, as células foramnidpsgas utilizandoripsina-EDTA na

concentracdo de 0,25% (Sigma-Aldrich)seguir lavadas com meio MEM e quantificadas,
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utilizando-se0,4% de azul de tripan, ecdmara dé&Neubauer (Brand, Wertheim, Alemanha).
A visualizagdo das células foi realizada utilizamgicroscopio CKX31 (OlympusShinjuku,
Téquio, Japdo)Uma concentracdo de ®16élulas foram utilizados para o teste. As baciéria
previamente quantificadas, foram descongeladasbatas com FITC (1 pg/ml) por 60 min a
37°C em agitacdo levpara permitir a marcacdo. A seguir, as bactériascawlas foram
incubadas com as células A549 com multiplicidadeteecdo (MO) de 100(1C° bactérias)
por 2 h, a 37°C em presenca de 5% de.@Omaterial foi centrifugado a 1.500xg por 5 min,
as células foram lavadas duas vezes com PBS pbelgdo e o material foi fixado com 2%
de formaldeido diluido em PBS pH 7,4. Para se astonumero de bactérias que se ligaram
as células A549, pneumococos marcados com FITGnfadquiridos no citbmetro e foi
determinada uma regido (“gate”) designada comd@oedé interesse rgrafico de “dot plot”

de tamanho x granulosidade, esta regido foi seladem de modo a excluir agregados
bacterianos. A fluorescéncia bacteriana nesta oefgiideterminada e o indice médio de
fluorescéncia (IMF) dos pneumococos associadoglatas A549 foi dividido pelo IMF das
bactérias na regido de interesse a fim de determosao nUmero estimado de bactérias
associadas por célula (Hara-Kaonga & Pistole, 2667)

Para o teste de inibicdo de adesé&o, as célulasriamets marcadas com FITC foram
diluidas em meio MEM e pré-tratadas com os ant@®pmliclonais monoespecificos gerados
em camundongos na diluicdo de 1:10. O materialtébas+soros) foi incubado por 1 h a
37°C sob leve agitacdo. A seguir, as bactériadratgdas com os anticorpos policlonais
foram incubadas com as células A549 por um perded@ h a 37°C, sob leve agitacdo. Ao
final, as células foram fixadas com formaldeidofeone descrito acimaAs aquisicdes e

analises citofluorimétricas foram realizadas de@dmacom o descrito no item 4.15.

4.17. ELISA para estudo da interacdo das proteinas recombantes de
pneumococos com proteinas de matriz extracelular

Para os testes de ELISA (“enzyme-linked immunosdrhaesay”) placas de 96 pocos de
fundo chato (Nunc; Thermo Scientifiloram sensibilizadas com 100 ng de cada uma das
proteinas de matriz extracelular: colageno IV, fand, fibronectina e fibrinogénio (Sigma-
Aldrich), diluidas em tampé&o de sensibilizagdoyarperiodo de 16-18 h a 4°C. Em seguida,
as placas foram blogueadas com PBSB por 2 h a &7Bldqueio foi retirado e a seguir as
placas foram incubadas com 100 ng de cada uma daeiras recombinantes de
pneumococos, diluidas em tampéao de bloqueio, joa B7°C. Apds o material foi retirado e
as placas foram lavadas trés vezes com tampaovdgelm PBST e incubadas com o
anticorpo primério (anticorpo monoclonal anti-HigflgG produzido em camundongo —
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H1029) (Sigma-Aldrich) diluido 1:3.000 em PBSB, doh 37°C. As placas foram lavadas
conforme descrito anteriormente e incubadas commt@aapo secundario marcado com
peroxidase (anti-lgG de camundongo, molécula mteproduzido em coelho — A9044)
(Sigma-Aldrich) diluido 1:30.000 em PBSB. Ap0Os aubacdo com o anticorpo secundario,
as placas foram novamente lavadas e a reacaovidada com a solucdo “SureBlue TMB
Microwell peroxidase substrate” (KPL, Kirkegaard Rerry Laboratories, Inc., Maryland,
EUA) por 10 min e interrompida pela adicdo de 2eéNadido sulfarico (BBQy). As placas
foram lidas em espectrofotbmetro Versa Max Tunallieroplate Reader (Molecular
Devices, CA, EUA) em Ahso

Foram realizados testes preliminares para venfioar ligagdo inespecifica entre o
anticorpo conjugado anti-lgG de camundongo, ligageroxidase, com as proteinas testes de
pneumococos. Nao foram detectadas reacdes ingspecdEndo estas leituras consideradas
como sendo o branco. Um total de trés experimantispendemtes foram realizados sendo
gue para o calculo do “cut off” subtraimos a leitmnédia de Ahsgo do controle negativo da
leitura média obtida do branco, a seguir a estars@mamos duas vezes o desvio padrao.

4.18. Avaliacdo do grau de identidade nucleotidica aminoacidica dos alvos entre
amostras de pneumococos isolados no Brasil e anéldilogenéticas

No Anexo 5 estdo descritas as amostras de pneup®qumara as quais 0S genes
amplificados neste estudo foram sequenciados. Atidie nucleotidica entre as sequéncias
génicas dos alvos avaliados, a partir dos dadpeuirgeis no “GenBank” e daqueles gerados
pelo sequenciamento das amostras de clones demoritjaica do Brasil, foi avaliada
utilizando-se “blastn” (“basic local aligment sdatool for nucleotide”), sendo as sequéncias
génicas de SPN 5 617/00 utilizadas como sequédeiastrada. As sequéncias génicas foram
traduzidas em sequéncias aminoacidicas utilizandoprograma “BioEdit v7.2.0”
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/), sendo estegpama também utilizado para gerar as
matrizes de identidades nucleotidica e aminoacidi&s sequencias nucleotidicas e
aminoacidicas foram alinhadas utilizando o programdSCLE (“MUIltiple Sequence
Comparison by Log-Expectation”) (Edgar, 206%)

Para as analises filogenéticas utilizamos o prograMMEGA 5.2”
(www.megasoftware.negmpregando a andlise filogenética de maxima venibsinca. As
arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias otididas e aminoacidicas foram
construidas utilizando os modelos Tamura-Nei e sldglor-Thornton, respectivamente.

Para avaliarmos a confiabilidade dos ramos foraradge 100 replicatas de “bootstrap”.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O advento do sequienciamento dos genomas de diveasdgenos tem revolucionado
0s métodos pelos quais os organismos estdo sertddadss, e tem aumentado as
expectativas em relacdo a capacidade de prevenqgiaite alvos para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, biofarmacos e veciBan paralelo com os avancos da
biologia molecular e das modernas tecnologias deeseiamento, as analises dos dados
gerados utilizando ferramentas de bioinformatica fgermitido a selecdo “in silico” de
potenciais alvos vacinais para patdogenos, incluindes, bactérias, protozoarios entre outros
(Nowak, 1995; Baltzt al, 1998; Hoffmaret al, 1998; Wizemaneet al, 2001; Gamberinet
al., 2005; Barocchet al, 2007; Rinaudcet al, 2009; Seibet al, 2009; Sette e Rappuoli,
2010; Johret al, 2012; Delanyet al, 2013; Oprea e Antohe, 2013; Simionadtaal, 2013;
Xiang, 2013)50; 89; 106; 107; 108; 109; 111; 113; 138; 139;;1¥41; 142; 14?) Essa nova abordagem para o
desenvolvimento de vacinas é conhecida como vagimteversa (Rappuoli, 2008} e foi
primeiramente aplicada no desenvolvimento de vacioatra Neisseria meningitidisdo
sorogrupo B (Pizzat al, 2000)*°".

Proteinas de superficie em bactérias gram positegsempenham uma importante
funcdo na aderéncia do patdégeno a célula hospeslfieguentemente sdo necessarias para a
viruléncia (Boekhorset al, 2005)**. Diversos estudos tém sido realizados com o patge
S. pneumoniagea busca de proteinas candidatas vacinais (Dareiealy 2013; Miyajiet al,
2013)%% %2 As técnicas de busca baseiam-se na utilizaca@alaologia reversa, como por
exemplo, a identificacdo de proteinas associagesetle celular e que apresentam o motivo
LPXTG (Leu-Pro-qualquer aminoacido-Thr-Gly) presemta porcdo carboxi terminal das
proteinas de bactérias gram+, essa sequéncia ghemida por enzimas sortases, as quais
estdo envolvidas no mecanismo de ancoramento adsimas de superficie (Navarre &
Schneewind, 1999)*®. Devido a isso aproteinas contendo esse motivo estéo entre aquelas
rotineiramente seleccionadas em projectos de Viagji@oreversa em bactérias gram+ (Donati
e Rapuolli, 2013}, Além da identificacdo das proteinas contedo mst#vo, a vacinologia
reversa também se baseia na identificacdo de pastejue apresentepeptideo sinal, sitios
ligadores de colina entre outros (Wizemanal, 2001; Boekhorstt al, 2005)'*3 143

Além destas abordagens, outras também tém sidoadpl, como por exemplo a
identificacdo de proteinas capazes de serem reculals por células B do sistema imune
através da metodologia de biblioteca de display” (Beghettoet al, 2006) **’ e a
identificacdo de proteinas a padiv secretoma bacteriano (Clepial, 2012)**°.

Assim, no presente estudo empregamos a abordagewaditaologia reversa pan-
gendmica, termo definido no trabalho de (Talukelaal, 2014)'*° na busca por proteinas
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conservadas entre os diferentes sorotipos de preawm® e que apresentassem predicdo para
localizacdo na superficie bacteriana. Os genesise@os foram clonados, expressos e as
proteinas recombinantes purificadas e a seguircteaizadas “in vitro”. Além disso
verificamos a presenca e o grau de conservaca@ldos selecionados entre amostras de

isolados clinicos de pneumococos do Brasil.

5.1 Sequenciamento e anota¢gdo do genomaS$keeptococcus pneumoniagorotipo 5
cepa 617/00

O genoma de SPN 5 617/00 foi sequenciado e mort@muforme descrito no item 4.1.
Foram produzidos 197 sequéncias contiguas resestatd sobreposicdo de sequéncias de
ADN obtidas no sequenciamento, totalizando 2.048.p5, com um N50 de 34.408,
considerando as sequéncias contiguas maioresedb0fupb. Um total de 2.028 sequéncias
aminoacidicas foram identificadas na anotacaaath o programa GLIMMER, assim como
42 genes codificando ARN transportadores englobandos os 20 aminoacidos foram
identificados utilizando o programa tRNAscan-SE 11.ZTendo em vista que esse
sequenciamento ndo é capaz de realizar o fecharderitmdo 0 genoma, ou seja, pequenas
regides representadas por Ns (sequéncias incompfetam descobertas, faz-se necessaria a
realizacdo de metodologias complementares de seignento. Os genomas sequenciados
pelas novas metodologias e que ndo apresentam gesema completamente sequenciado
sao denominados projetos WGS.

Na Tabela 5.1.1. a seguir sdo demonstradas algdasasaracteristicas do genoma de
SPN 5 617/00 em relacdo ao tamanho do genoma, aldeegenes e de proteinas anotadas,
assim como conteuddo de GC em comparagdo com alguties genomas completo
depositados no “GenBank” em Abril de 2009. Verffiwes que os dados descritos para SPN 5

617/00 sdo bastante similares aqueles descritasagatemais cepas.

Tabela 5.1.1:Descri¢do das caracteristicas: tamanho do genuimagro de genes e de
proteinas anotadas e conteutdo de GC em amostraStreptococcus pneumoniagm

comparacao com o sorotipo 5 cepa 617/00.

Tamanho Numero NUmerode Conteldo

TaxID* Organismo do genoma de genes proteinas de GC Acesso no
GenBank
empl’ anotados anotadas (%)
189423 Streptococcus pneumonié@&0-6B 2.240,045 2.430 2.352 40 CP002176
488221 Streptococcus pneumoni@é585 2.184,682 2.323 2.202 39,7 CP000918
574093 Streptococcus pneumonia®200 2.130,580 2.284 2.216 RD CP002121
561276 Streptococcus pneumoniad CC 700669 2.221,315 2.224 1.990 39,5 FM211187
516950 Streptococcus pneumoni@&SP14 2.209,198 2.276 2.206 39,5 CP001033
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373153 Streptococcus pneumonia9 2.046,115 2.069 1.914 39,7 CP000410
512566 Streptococcus pneumoni@bsa 2.078,953 2.186 2.114 39,7 CP001015
487214 Streptococcus pneumonibkingaryl9A-6  2.245,615 2.402 2.155 39,6 CP000936
869269 Streptococcus pneumonitéV104 2.100 ND ND ND FQ312030
869216 Streptococcus pneumoniééVv200 2.100 ND ND ND FQ312029
488222 Streptococcus pneumonidéA 2.120,234 2.235 2.123 39,7 CP000919
869215 Streptococcus pneumoni@XC141 2.000 ND ND ND FQ312027
488223 Streptococcus pneumoni®d031 2.111,882 2.254 2.073 39,7 CP000920
171101 Streptococcus pneumoni&sé 2.038,615 2.115 2.042 39,7 AEQ007317
869311 Streptococcus pneumoni&®N032672 2.100 ND ND ND FQ312039
869312 Streptococcus pneumoni&&®N033038 2.100 ND ND ND FQ312042
869303 Streptococcus pneumoni&®N034156 2.000 ND ND ND FQ312045
869304 Streptococcus pneumoni&®N034183 2.000 ND ND ND FQ312043
869306 Streptococcus pneumoni&®N994038 2.000 ND ND ND FQ312041
869307 Streptococcus pneumoni&®N994039 2.000 ND ND ND FQ312044
525381 Streptococcus pneumoni@d€H8431/19A  2.088,772 2.355 2.275 40,2 CP001993
170187 Streptococcus pneumoniaéGR4 2.160,842 2.301 2.105 39,7 AE005672
487213 Streptococcus pneumonidaiwanl9F-14 2.112,148 2.205 2.044 39,8 CP000921
Streptococcus pneumoni&es17/00 2.051,197 2.073 2.028 39,65

TaxID — numero de identificacéio taxonémica da espée banco de dados “GenBankib — par de basé)\D — n&o identificado

5.2 Montagem dos bancos de dados

Inicialmente, para a busca por proteinas ort6logékzamos o programa “blastp”,

sendo avaliadas como sequéncias de entrada ass&f@&ncias aminoacidicas das proteinas
anotadas do genoma de SPN 5 617/00 e como alvoao ke dados contendo as sequéncias
aminoacidicas das proteinas pneumocécicas, englolmn 53.960 sequéncias das proteinas
anotadas dos 26 genomas de pneumococos, sendadrhagcompletos e 15 projetos WGS
(incluindo-se aqui 0 WGS de SPN 5 617/00).Uma dgfim matemaética (filtro) foi aplicado,
assim, em nossa analise se a identidade de andoséftisse maior do que 60% em uma
regido de sobreposicdo maior do que 70% do tamadahproteina de referéncia, entdo
consideramos que é a mesma proteina, caso hajanesma proteina que esteja fora destes
parametros ela pode néo ter sido detectada. Nesi&ée inicial foram encontradas 997
proteinas ortdlogas compartilhadas pelos 26 genalmaseumococos. A seguir realizamos
um segundo “blastp” a fim de identificarmos as @itds presentes apenas em pneumococos.
Nesta analise utilizamos como sequéncias de enaad®7 sequéncias aminoacidicas das
proteinas ortélogas encontradas em pneumococosi@ &lvo o banco de dados contendo as
sequéncias aminoacidicas das proteinas estreptaspotnglobando 123.970 sequéncias
anotadas dos 60 genomas Steeptococcusp. Apos esta segunda analise, 159 proteinas
presentes apenas em pneumococos, apresentandoaciercsticas de identidade (60%) e
sobreposicao (70%) acima descritas, foram seledama

No Anexo 8 encontram-se listadas as 997 proteinédlogas encontradas em
pneumococos, estando destacadas (sublinhadasp gedtBinas encontradas apenas nos 26
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genomas d&. pneumoniaéAs demais proteinas foram encontradas em um i geaomas

de Streptococcusp., que na&. pneumoniae

5.3. Andlises “in silico” e selecao das proteinas

De um total de 159 proteinas identificadas em preocos, 151 foram analisadas “in
silico” para a predicdo de presenca de peptideo sinaldoreggansmembrana, motivo
“lipobox” (lipoproteina) e localizacdo sub-celulatjlizando os programas de bioinformatica
descritos no item 4.4. Os programas utilizados paranalises das proteinas de pneumococos,
bem como o numero de proteinas classificadas detdgr@ada uma das caracteristicas
avaliadas, sdo demonstrados no Anexo 9. Essassesdoram realizadas a fim de
selecionarmos proteinas com predicdo para presiengaptideo sinal e para localiza¢do sub-
celular extracelular (de parte ou de toda a prajeiAs 8 proteinas restantes ndo foram
analisadas, uma vez que, sendo o genoma de SPR@aim projeto WGS, ha presenca de
regides contendo sequéncias incompletas (Ns) iriplitssido definir para qual proteina os
genes codificavam. Os genes nao analisadas fddaBt8 00641 01307 01454 01687
01688 01170e01171

Os resultados obtidos para as analises “in sililas’ 151 proteinas sdo demonstrados no
Anexo 10. Os dados foram compilados em forma deldah fim de permitir uma melhor
visualizagao.

Das 151 proteinas avaliadas pelos programas defdmimiatica um total de 99 foram
pré-selecionadas por apresentaram predicdo popdingaas caracteristicas avaliadas e acima
descritas. Esse valor (99 proteinas) significaagigenes codificando proteinas de superficie
representaram, segundo as nossas analises, cet@beledo genoma de SPN 5 617/00 para o
qual foram anotadas 2.028 proteinas. Esse per¢eéntirailar aquele descrito no trabalho de
Wizemanret al, 20013, no qual foram identificados possiveis candidatasnais baseados
no uso do genoma bacteriano de uma cepa pneumada®orotipo 4. Neste trabalho foram
identificadas 2.687 fases abertas de leitura, serstlas avaliadas quanto a predicdo para
localizag&o sub-celular de superficie. Um total 8@ genes (4,8%) foram identificados como
sendo responsaveis por codificarem proteinas ektlaces, baseado na presenca de
sequéncia sinal SPase | e Il, presenca de sequéRXdG, LPXAG, LPXTN para
ancoramento na parede celular, presenca de donigaores de colina, homologia com
fatores de viruléncia ja descritos, dominios ligadode integrina, entre outros. Por meio
destas andlises foi determinado que o0s genes @i proteinas de superficie representam
cerca de 4% do genoma de pneumococo avaliado, tmanpeal similar aguele previsto para
outras bactérias.
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Apo6s a primeira avaliacdo, as 99 proteinas pré&iseladas foram re-avaliadas e nesta
nova analise descartamos as proteinas que dema@mstrger. proteinas integrais de
membrana e proteinas que, mesmo apresentandoqueptial e/ou regido transmembrana,
tinham o restante da por¢ao proteica localizadanaimente na bactéria (porcao intracelular).
Assim, um total de 20 alvos foram selecionadas plyaagem, expressado, purificacao e
caracterizagao.

A seguir exemplificamos os resultados obtidos paranalise da proteina 01909
(Vexp3) de SPN 5 617/00 utilizando os programadidenformatica. Essa exemplificacédo
serve de modelo para que o leitor tenha conhecor@mtcomo os resultados gerados pelos
programas sdo demonstrados. Nas figuras e tabalagur apresentadas as identificagcoes e
nomes aparecem em inglés uma vez que foram mamsdesultados originais gerados pelos
programas.

Os seguintes programas de bioinforméatica foraneatlbs para as analises “in silico”
das proteinas:

a) “Phobius”, para predicéo da presenca de regidasrrambrana e presenca de

peptideo sinal. A Figura 5.3.1 ilustra o resultabtido para a analise da proteina 01909.

Prediction of orf01909

lw)

or f 01909

FT  SIGNAL 1 41

FT REG ON 1 16 N- REG ON.

FT REG ON 17 32 H REG ON.

FT REG ON 33 41 C-REG ON.

FT  TOPO_DOM 42 302 NON CYTOPLASM C.
FT  TRANSMEM 303 324

FT  TOPO_DOM 325 343 CYTOPLASM C.

FT  TRANSMEM 344 367

FT  TOPO_DOM 368 423 NON CYTOPLASM C.
FT  TRANSMEM 424 442

FT  TOPO_DOM 443 459 CYTOPLASM C.

Phobius posterior probabilities for orf01909

oal \P(__\r

0.6

_

Posterior label probability

. " ’ " ’ ]

T
-1} 100 150 200 250 300 350 400

| Jﬂﬁ[

tranzmemorane CyYLOplasmic s NON CYbopl AEMic se— 2ignal peptide e

I

Figura 5.3.1: Avaliagdo da proteina 01909 utilizando o progrédRtaobius”. As linhas
em cinza indicam provaveis regides transmembranajnl@a em verde as regides
citoplasmaticas, a linha em azul as regides n&plesmaticas e a linha vemelha a regido de
peptideo sinal. A parte superior da figura indisaaminoacidos que fazem parte de cada uma
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das regides da proteina.

Para esta proteina verificamos que a mesma apoesprédicdo para presenca de
peptideo sinal [aminoacidos (aa) 1-41], trés preisgavegides transmembrana (aa 303-324,
344-367 e 424-442), duas provaveis regides citopitisas (aa 325-343 e 443-459) e duas
provaveis regides nao citoplasmaticas (aa 42-38@8e423), ou seja, expostas na superficie
celular bacteriana. As linhas superiores e infegama figura representam a maior e menor
probabilidade, respectivamente, para a presencaedés®es indicadas na proteina. No eixo
dos x é demonstrado o tamanho, em aa, da proteina.

b) “SignalP 3.0 Server”, para predicdo da presencap@gtideo sinal e da
presenca e localizacdo do sitio de clivagem doigeptsinal. A Figura 5.3.2 ilustra o

resultado obtido para a analise da proteina 019009.

SignalP-HN prediction (gram+ netuorks): ori@1909

HLHMAFAYYTRKFFKSIVIFLIILLNASLSLYGLSIKGATAKASQETFKNITNSFSHQ INRRYNOG TPR

a 18 20 38 48 58 2] 70

>0rf01909 length =70

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max.C 44 0.512 0.52 NO

max.Y 44 0.630 0.32 YES

max. S 24 0.999 0.97 YES

meanS 1-43 0.747 051 YES

SignalP-HHM prediction (gran+ models): or 81389

T T
Cleavage prok.

h-region prok.

MLHNAFAYYTRKFFKSIVIFLITLLMASLSLYGLSIKGATAKASQETFKN I TNEFSHQINRRYNQG TPR
L L

L L L L
[ 18 26 30 48 58 6@ 76
Position

>0rf01909
Prediction: Signal peptide
Sianal pentide probabilitv: 1.0

Figura 5.3.2: Avaliacao da proteina 01909 utilizando o progréd8ignalP 3.0 Server”.
Andlise da regido amino terminal da proteina 019®.figura superior “S score(linha
verde) mostra a probabilidade de um aminoacida esésente no peptideo sinal, “C score”
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(linha vermelha) e “Y score(linha azul) mostram o provavel comecgo da proteNaafigura
inferior € demonstrado o provavel sitio de clivagtorpeptideo sinal.

Para esta proteina verificamos que a mesma apaepeadlicio para presenca de
peptideo sinal (aa 1-43 - probabilidade de 100#%)ds a regido de clivagem deste peptideo
entre os aa 43-44 (probabilidade de 88%). “Meamifiifica a média “S-score” (escore de
discriminacdo) da possibilidade de presenca doigmptsinal e “D-score” € o resultado
utilizado para discriminar peptideo sinal de naptigeo sinal.

C) “SOSUISignal” para predicdo de estrutura secunddl@a proteinas de
membrana e predicdo de presenca de peptideoAiRgjura 5.3.3 ilustra o resultado obtido

para a andlise da proteina 01909.

Query title : 01909
Total length : 459 A. A.
Average of hydrophobicity : 0.051634
This amino acid sequence has no signal peptide.
This amino acid sequence is of a MEMBRANE PROTEIN
which has 4 transmembrane helices.

No. N terminal transmembrane region | C terminalype | lengtt

Figura 5.3.3 Avaliacao da proteina 01909 utilizando o progrdi®@SUISignal”. O
programa indica ndo haver presenca de peptideb esihaver presenca de quatro hélices
transmembranas, caracterizando ser uma proteinmetgbrana. O namero de hélices é
indicada a esquerda na figura com os numeros dé, laaseguir vem descrito, da regido N-
terminal para a C-terminal da proteina, a locafimaglo aminoacido na qual a regido
transmembrana inicia e termina, o tipo de regidostmebrana (no caso primaria) e o tamanho
(em aminoacidos) da regido (lado direito da figura)

Para esta proteina verificamos que a mesma apsepeedicdo para localizacdo de
membrana, com quatro provaveis regides transmemlfeanl15-37, 302-323, 337-359 e 423-
445), e ndo apresenta peptideo sinal.

d) “TMHMM Server v. 2.0", para predicdo de presenca dtelices
transmembranas nas proteinas. A Figura 5.3.4 dlustresultado obtido para a analise da
proteina 01909.
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# orf01909 Length: 459

# orf01909 Number of predicted TMHs: 4

# orf01909 Exp number of AAs in TMHs: 89.50126
# orf01909 Exp number, first 60 AAs: 22.04239

# orf01909 Total prob of N-in: 0.74288

# orf01909 POSSIBLE N-term signal sequence

orf01909 TMHMM2.0 inside 1 12

orf01909 TMHMM2.0 TMhelix 13 35

orf01909 TMHMM2.0 outside 36 301
orf01909 TMHMM2.0 TMhelix 302 324
orf01909 TMHMM2.0 inside 325 343
orf01909 TMHMM2.0 TMhelix 344 366
orf01909 TMHMM2.0 outside 367 424
orf01909 TMHMM2.0 TMhelix 425 447
orf01909 TMHMM2.0 inside 448 459

TMHMM posterior probabilities for orf01 908

probability

J |'||!...,!M. !‘

50 100 180 200 250 300 350 400 450

transmembrane inside outside

Figura 5.3.4: Avaliacdo da proteina 01909 utilizando o progrdimdHMM Server v.
2.0". As linhas em vermelho indicam provaveis regifransmembrana, as linhas em azul as
regides citoplasmaticas, as linhas em rosa aseggi@o citoplasmaticas. A parte superior da
figura indica o niumero de regides transmembrans goaicdes dos aminoacidos que fazem
parte de cada uma das regides da proteina.

Para esta proteina verificamos que a mesma apagsetticao para presenca de quatro
provaveis regides transmembrana (aa 13-35, 302324366 e 425-447), duas provaveis
regides ndo citoplasmaticas (“outside”) (aa 36-301367-424), trés provaveis regidoes
citoplasmaticas (“inside”) (aa 1-12, 325-343 e 448) e presenca de peptideo sinal.

e) “Psortb v3.0.2”, para predicdo da localizacdo seltar das proteinas. A

Tabela 5.3.1 ilustra o resultado obtido na an@aeroteina 01909.
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Tabela 5.3.1:Avaliacéo da proteina 01909 utilizando o progrdReortb v3.0.2”

SeqID orf01909
CMSVM+ (cytoplasmic membrane) CytoplasmicMembrang
CWSVWM+ (cell wall) Unknown
CytoSVM+ (cytoplasm) Unknown
ECSVM+ (extracellular) Unknown
Profile+_Localization Unknown
Profile+_Details No matches to profiles found
SCL-BLAST +_Localization Unknown
SCL-BLAST +_Details No matches against databpse
| Signal+_Details Signal peptide detectpd
Cytoplasmic 0.00
Score
CytoplasmicMembrane 10.00
Score
Cellwall 0.00
Score
Extracellular 0.00
Score
| Final Localization CytoplasmicMembrarle
Final_Score 10.00

Para esta proteina verificamos que a mesma apaeggesticao para localizagcao sub-
celular de membrana citoplasmatica e provavel pgesele peptideo sinal (marcados nos
quadrados em vermelho).

f) “Pred-Lipo”, para predicdo de lipoproteinas e pmeaede peptideo sinal
secretdrio em bactérias gram positivas. A figuBaSbilustra o resultado obtido para a analise
da proteina 01909.

Name:Untitled

Reliability score:0.957

1 Z 3 4 5 [
12345€7893012345€7890123485 67830123456 TES012345€7B5012345€7850

o000 MLHHAF AT VTREFFE S IVIFLITLLMAS LELVELET HGATAKA
ooED
sig 1 43
44 70

Posteriar Probability Plot

L

0[ 20 40 50
FRED-LIFD

& 5] ]

Figura 5.3.5: Avaliacdo da proteina 01909 utilizando o progratReed-Lipo”. A
presenca de peptideo secretorio € indicado pdia Bnpelos aminoacidos marcados em rosa
na figura.

Para esta proteina verificamos que a mesma apaeakatprobabilidade (“score” de
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0,957) para presenca de peptideo sinal secret@ih-43).

De acordo com os resultados gerados pelos progmenisinformatica utilizados, para
a proteina 01909, verificamos que os programas dstmawam algum grau de divergéncia em
relacdo a determinadas caracteristicas proteiamdas, como por exemplo, para a predicéo
da presenca de peptideo sinal. Para a proteinaad®los programas “Phobius”, “SignalP” e
“Psortb” indicam haver predigdo para presenca geigeso sinal, ao passo que no programa
“SOSUISignal” ndo. Uma observacdo é em relacdo dexdos de localizagdo celular
fornecidos pelos programas “Psortb v2.0.4. e v3.0gRe divergiram para algumas das
proteinas analisadas (ver Anexo 10). O programartPs/3.0.2" (Yu, 2010)*® apresenta
algumas melhorias em relacéo & v2.0.4 (Gardy, 260%omo por exemplo: predicéo de
localizacdo de proteinas em bactérias para as qualoracdo de Gram nao reflete as
estruturas classicas (bactérias gram- que naoepa®s membrana externa e gram+ com
membrana externa); predicdo para localizacdo deatgigorias foram adicionadas, como por
exemplo, predicdo de proteinas que fazem partepdet@ flagelar, fimbrias, sistema de
secrecdo tipo lll; os motivos sofreram atualizagé&mueles que ndo eram 100% especificos
foram removidos, entre outros.

Assim, com base nas caracteristicas fornecidass gmlogramas de bioinformatica
utilizados, das 151 proteinas de pneumococos adabs 99 foram pré-selecionadas
(proteinas sublinhadas no Anexo 10) por apresentaredicdo positiva, em pelo menos um
dos programas descritos, para: a) presenca dedeeptsinal (“Psortb”, “SignalP”,
“SOSUISignal”, “Phobius” e “Pred-Lip0”), b) locabizdo sub-celular extracelular, de parede
celular ou de membrana citoplasmatica (“Psortbt) écalizacdo sub-celular de membrana
citoplasmatica ou serem lipoproteinas (“Pred-Ljg80SUI", “Phobius”).

A seguir, estas 99 proteinas foram re-analisadims de selecionarmos apenas aquelas
que apresentassem regido exposta a superficiarcdhdra esta andlise foram utilizadas as
informagbes geradas pelos programs “Phobius”, “SISkdal” e “TMHMM”. Foram
excluidas aquelas proteinas que apresentaram apegiaes transmembrana (proteinas de
membrana integral) (por exemplo a proteina 00063eelas que, embora apresentando
peptideo sinal demonstraram pedicdo para locabizagib-celular citoplasmatica. As
proteinas que mesmo apresentando regido (6esineartsana e/ou intracelular (es) mas que
demonstraram alguma porcédo proteica com predicéolpealizacdo sub-celular extracelular
foram selecionadas (por exemplo, as proteinas 08Q&265).

A Figura 5.3.6 ilustra os exemplos expostos acidemonstrandoos resultados

obtidos para a andlise das proteinas 00062, 0026868 utilizando o programa “Phobius”.
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EREERE!

Fhiciius poatertor prodabliities for orFO0062

D cefozes
FT TOPCDCM | 91  CYTCPLAZMIC
FT TRANEMEM 83 I3

FT TOPC.DOM 114 424  NON CYTOPLASMIC.

Phabius pastacior probabilities for orezes

Pasterior label probability

0.z
Vil
= 5 100 15 200 = 300 m 40
tranzmen toplagnl e cutept. — signal o transsepkrane outoplasmic ——  non cytoplasmic —— signal peptide ——
ID orfl063
000€3 FT TOFODOM 1 11 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 12 35
FT TOPO DOM 236 40 NON CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 41 61
FT TOFO DOM 62 72 CYTOFLASMIC
FT TRANSMEM 73 93
FT TOPO DOM @4 104 NONCYTOPLASMIC
FT TRANSMEM 105 12§
FT TOPO DOM 126 131 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 131 151
FT TOPO DOM 152 136 NON CYTOPLASAIC.
FT TRANSMEM 157 150
FT TOFO DOM 181 191 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 102 110
FT TOFO_DOM 211 221 NON CYTOPLASAIC.
FT TRANSMEM 1211 142
FT TOPO_DOM 243 253 CYTOPLASMIC.
FT TRANSMEM 25 I71
FT TOPO DOM 272 276 NON CYTOPLASAIC.
FT TRANSMEM 277 194
FT TOFO_DOM 285 286 CYTOPLASMIC.
Probius posterior probabilities for orf0o0S3
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Figura 5.3.6 Avaliacdo das proteinas 00062, 00265 e 0006&aridlo o programa
“Phobius”. A proteina 00062 apresenta predicdo pagaenca de peptideo sinal (aa 1-14) e
regido extracelular (aa 15-229); a proteina 002@Besenta uma regido N-terminal
citoplasmatica (aa 1-92), seguida de uma regidsitnambrana (aa 93-113) e uma regiao C-
terminal ndo citoplasmatica (aa 114-224); a prated®063 apresenta diversas regides

citoplasmaticas, transmembranas e ndo citoplasasatidternadas (proteina integral de
membrana).

Apos esta re-andlise, um total de 20 proteinasnfosglecionadas para serem
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selecionadas foram desenhados oligonucleotideomdores especificos (ver Tabela 4.6.1)




de modo que apenas as regides génicas codificangorades extracelulares das proteinas

foram amplificadas.

Algumas das proteinas selecionadas estdo desnstdiseratura e apresentam papel

bioldgico conhecido, enquanto que para outras at®mento ndo foi encontrada qualquer

descricdo, seja por ainda ndo terem sido estudadgsr apresentarem nomes genericos,

impossibilitando uma busca mais refinada em relagiim¢do desempenhada.

As proteinas selecionadas foram:

1.

LicC  (00062), uma  fosfocolina citidiltransferase pl{osphocholine
cytidylyltransferase”), proteina membro da famillas nucleosideo trifosfato
transferases (Rookt al, 2001)**%. O gene que codifica esta proteina faz parte de
um operon englobando os gerad, tarJ, licA, licB elicC, sendo que LicB é uma
proteina de membrana que importa colina e LicA eClLativam esta colina
(Ebrhardtet al, 2012)'*°. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que Lic@é u
proteina citoplasmatica, no entanto em nossassasatis programas “Phobius” e
“SOSUIlSignal” indicaram que esta proteina apresgrdptideo sinal e é néo
citoplasmatica, sendo por este motivo selecionada gste estudo;
PiuA (02072), uma proteina ligadora de ferro (Brostral, 2001)**°, capaz de
proteger camundongos imunizados com a proteinant@oante contra desafio
sistémico e contra infecc&o respiratéria (Brostral, 2001; Jomaat al, 2006)"
2 além de gerar anticorpos que promovem a opsdiizae pneumococos (Jomaa
et al, 2005)"°%
Psr (00265) um regulador transcricional da fantijitR-CpsA-Psr (HUbschest al,
2008; Eberhardet al, 2012) ' 12 Essas proteinas desempenham um papel
importante para a manutencdo e retencdo do paisdao capsular na parede
celular de pneumococo, assim como na divisdo bhacter atuando como
atenuadores transcricionais;
Uma histidina quinase (TCS11) (01065): proteina brende um sistema bacteriano
transdutor de sinal tipo 2-componentes que desdmapenmportantes funcdes
permitindo detectar e elicitar respostas adaptatigae sdo cruciais para a
sobrevivéncia e viruléncia dos patégenos. Essensésbacteriano compreende uma
proteina de membrana que atua como um sensoritdskithase e um componente
citoplasmatico regulador que se liga diretament&Rbl e modula a expressao de
genes que sd0 necessarios para a resposta fiseol&@pnget al, 2012; Wanget al,
2013)153; 154}
A proteina trasmembrana Vexp3 (01909) componentendaistema transportador
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ABC (“ABC transporter”) responsavel pela secrecam Rep27, um peptideo
envolvido na autélise bacteriana. Estudos tém dstramio que o loccugex123-
pep27-vncResta implicado na autdlise bacteriana e na todéda vancomicina
(Haaset al,, 2004)">*

. Uma lipoproteina da familia da tiorredoxina (009&fupo de proteinas que atuam
como sistemas antioxidantes sendo extremamenteatampes para a sobrevivéncia
de microrganismos em resposta ao estresse oxidétivo2013)*

. Uma lipoproteina do tipo transportador ABC ligada® glutamina (“glutamine
ABC transporter substrate-binding protein”) (0192@)portante na aquisicdo de
glutamina do meio de cultura, sendo o metabolismoglditamina essencial na
fisiologia bacteriana. A glutamina é importante goar biossintese de compostos
nitrogenados e sintese de proteinas (Héattal, 2011)*";

. CbpD (01967), uma mureina hidrolase produzida gdul&ds competentes e que
aumenta a taxa de transferéncia génica entre progwo® crescendo em meio de
cultura liquido, além disso essa proteina contrgara a lise celular, atuando em
conjunto com a proteina Lyf@utra mureina hidrolasg€Kausmallyet al., 2005;
Wei e Havarstein, 201232 1>

. CbpE (02232), uma proteina que hidrolisa residwfosforilcolina presentes nos
acidos teicdéico e lipoteicoico da parede celularpteumococos e atua como

importante receptor de plasminogénio humano (Adtadil, 2008)¢"

10.Pbp3 uma D-alanil-D-alanina carboxipeptidase (“D-alanyl-D-alanine

carboxypeptidase”) (00397), que atua controlando digponibilidade de
peptidioglicano durante o processo de crescimerttwisdo celular (Morloget al,
2004 e 20053°% 162

Dentre as proteinas selecionadas neste estudoapacmais ndo encontramos uma

descricdo mais detalhada na literatura temos pemdigadoras do tipo ABC transportador

(“ABC transporter, ABC-binding protein”) e compories permedasicos proteicos do tipo

transportador ABC. Esses nomes S0 genéricos patairas e ndo sabemos em qual

substrato elas agem. As demais proteinas seleesnaal estudo incluem: CbpC (02277),

uma proteinale ligacdo de ATHRIo tipotransportador ABC*ABC transporter, ATP-binding

protein”) (00080 e 02118), o componente permeasé&cama proteina do tiphBC que faz

parte de um sistema de transporte de peptideo iardbiano (“ABC-type antimicrobial

peptide transport system, permease component”)3@0&elB (00787), proteina de parede

celular (02265), uma proteina necessaria para ssibiiese de polissacarideo (00589), o

componente permedasico de uma proteina do tipopamasior ABC (“ABC transporter,
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permease protein”) (01195), duas proteinas hipaietf00271 e 02009), sendo a 02009 uma
lipoproteina.

Diversas proteinas tém sido descritas como potiemaadidatos vacinais baseados em
estudos de vacinologia reversa, como exemplo posleritar as proteinas LytB e LytC
(Wizemannet al, 2001)**3 NagA, PhtD, ZmpB, e Eno (Chet al, 2012)**°, PhtE, PhtD,
PspA, CbpD e ZmpB (Beghetsi al, 2006)'*’. Em nosso estudo verificamos que algumas
proteinas, ja descritas na literatura, como pomgie, LicC (00062), CbpA (01307), CbpD
(01967), CbpE (02232), PiuA (02072), Ply (00083yA (00800), LytA (01135) entre outras
foram identificadas como estando presentes apengseumococos (ver Anexo 8) seguindo-
se os parametros (filtros) adotados (60% de idadéice 70% de sobreposi¢céo) descritas no
item 4.3.

5.4. Amplificacdo dos genes por PCR

Através da técnica de PCR, utilizando os oligoratédieos iniciadores especificos (ver
Tabela 4.6.1) foi possivel amplificar os 19 genespdeumococos selecionados a partir do
ADN gendmico extraido de SPN 5 617/00. Apenas @ §2d18nao foi amplificado apesar
de todas as condicbes e oligonucleotideos inicesdtestados. Para todos os genes foram
obtidas bandas unicas de amplificacéo.

A Tabela 5.4.1 descreve o tamanho original dosgyeakecionados a partir do genoma
de SPN 5 617/00 assim como o tamanho dos fragmepigoram clonados no sistema
pET100/D-TOPO, o tamanho das proteinas expressagsg regido (6es) retirada (s) das
proteinas. A Figura 5.4.1 demonstra o resultadmolpara a amplificacdo dos gert€&08Q
00265 00271 00333 00589 00787 02265 01065 01195e 01909em diferentes condicdes
conforme descritas no item 4.6. Os produtos de RP&@Bm confirmados quanto a sua

amplificacdo e o tamanho esperado em gel de agarose
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Tabela 5.4.1: Tamanho original dos genes e dos fragmentos gemiomados e retirados, percentual do tamanho rdgsnéntos génicos

retirados, tamanho das proteinas expressas egisda regido retirada da proteina (regido gérdioaamplificada)

Gene em
SPN 5617/00

Tamanho
original
do gene (pb)

Tamanho do
fragmento génico fragmento génico
clonado (pb)

Tamanho do

retirado (pb)

Percentual do
tamanho do
fragmento
génico retirado

Tamanho da

proteina

expressa (kD3)

Descri¢do da regidio retirada da proteina (&%

02277
00271
00962
02009
00062
01065

00333

01929

01909

00787
02072
00265
01967

01195

00397
00080
00589
02232
02265

1.020
1.035
567
570
690
1.098

1.989

801

1.380

2.190
966
1.275
1.119

2.553

1.242
1.560
1.851
1.896
5.304

933
348
501
513
648
651

690

741

798

864
891
930
999

1.098

1.239
1.557
1.434
1.818
5.187

87
687
66
57
42
447

1.299

60

582

1.326
75
345
120

1.455

417
78
117

8%
66%
12%
10%
6%
41%

65%

7%

42%

60%
8%

27%
11%

57%

22%
4%
2%

40,5
17,2
22,7
23,1
29,6
28,8

30,4

31,6

33,4

36,4
36,3

38,3
41,5

45,5

49,2
63,6

57,2
73,7

196,1

29 aa iniciais correspondendeeptideo sinal
229 aa iniciais compreeralezgides alternadas de porgdes néo citoplasmétiaasmembrana, citoplasmética
22 aa iniciais correspondendmeptideo sinal
19 aa iniciais correspondendeeptideo sinal
14 aa iniciais correspondendmeptideo sinal

149 aa iniciais correspatalarregides alternadas de porgdes citoplasmatidas;itoplasmaticas e transmembrana

clonagem da porcéo génica compreendendos aa R, aéndo que as regides iniciais e finais da jmatetiradas
compreendem por¢des citoplasmatcas, ndo citopleessé transmembrana

20 aa iniciais compreendendeptigeo sinal

clonagem da porcéo génica compreendendos aa 3B ae3tlo que as regides iniciais e finais da prateile foram
retiradas compreendem o peptideo sinal e porctigdasmatcas, ndo citoplasmaticas e transmembrana

442 aa iniciais compremmeegides alternadas de porgdes citoplasmétidas;itoplasmaticas e transmembrana
25 aa iniciais correspondendmeptideo sinal
115 aa iniciais compreerwlezgido alternada com porgéo citoplasmética eitnembrana

40 aa iniciais correspormlendoeptideo sinal

clonagem da porcéo génica compreendendo aa 438 adido que as regides iniciais e finais da pratetiradas
compreendem porc¢des citoplasmatcas, ndo citoplessd transmembrana

retirada do ATG iniéial

retirada do ATG initial

139 aa iniciais compremtmecgides alternadas de porgdes citoplasmatidassitoplasmaticas e transmembrana
26 aa iniciais correspondendo ao peptideo sinal

39 aa iniciais correspondendo ao peptideo sinal

Ipb — pares de basékDa — kilo dalton?aa — aminoaciddpara a clonagem no vetor pET100/D-TOPO retira-8&® inicial uma vez que no vetor ja é contemplaste €5don de iniciacdo o qual esta localizado gidoeque

antecede a cauda de poli-histidina (regido N-teahda proteina).
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A Figura 5.4.1 ilustra os resultados obtidos naraidacdo das condi¢cdes da PCR
para a amplificacdo dos gen@808Q 00265 00271 00333 00589 00787 02265 01065
01195e01909de pneumococos.

0 M 21 22 23 24
y E '&‘ 2 ....'
4.00C
3000 iy 5 00080 14345 8 F
i —o @ IR einoces i i1 B
' bhad it 930 pb o3z WIS ®  soapd
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1018 eyl p !
- o7 R “hibsb
348 pb -
506 emdrl g &
= - S e
M 25 2627 28 29 30 31 32 383536 37 383940 M
02265 -
5.187 pb
e = '
= 01195 :
- 1.098 pb %:0% 2
01065 ; b
- 1.008pb = - & P
&b - -
- - :
- -
-4

Figura 5.4.1: Analise, por eletroforese em gel de agarose 1%pdadutos de PCR dos
fragmentos génicos de pneumococos. Os géis foreada® empregando “gelred”. M: padréo
de tamanho de fragmento “1 Kb DNA ladder” (Life Thaologies);_ 1 a 40008Q 5 a 8:
00265 9 a 12:0027% 13 a 16:00333 17 a 20:00589 21 a 2400787 25 a 2802265 29 a
32: 01065 33 a 36:01195 37 a 40:01909 Os genes amplificados e seus respectivos
tamanhos em pb encontram-se descritos na figura.

5.5. Clonagem dos genes de pneumococos, obtencés dones recombinantes e
sequenciamento

Apoés a obtencao dos insertos, os mesmos foramokgad ADN do vetor pET100/D-
TOPO e a seguir os ADN recombinantes foram inseredoE. coli TOP10 de acordo com o
descrito no item 4.7. Obtivemos clones recombirsaptga os 19 genes. Aqueles clones cujo
ADN plasmidial apresentou perfil de banda eletrética maior que a do ADN controle (vetor
pPET100/D-TOPO) foram selecionados e tiveram a piggselo gene clonado confirmado por
meio de PCR (Figura 5.5.1) e digestao com as esziteaestricdXba e Hindlll de acordo
com o descrito no item 4.8 (dados n&o mostrados).

A Figura 5.5.1 ilustra os resultados dos perfisreferéticos dos tamanhos dos genes
amplificados a partir dos clones para as constaup&d 100/D-TOP@0O787, 01195, 00265,
00397, 00589, 00333, 00271, 02009, 00962 e 00062
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Figura 5.5.1: Andlise, por eletroforese em gel de agarose 1% pdodutos de PCR
dos fragmentos génicos de pneumococos - clonesnt@eantes. Os géis foram corados
empregando “gelred”. M, padrao de tamanho de fragm¥l Kb DNA ladder”;A) 1 a 5,
clones deb0787 6 a 8, controles; 9 a 13, clones@d 95 14 a 16, controles; 17 a 19, clones
de 00265 20 e 21, controles; 22 a 26, cloneD8897 27 a 29, controles; 30 e 31, clones de
00589 32 e 33, controlesB) 1 a 7, clones d@033;8 e 9, controles; 10 a 15, clones de
00271 16 e 17, controle£C) 1,02009controle; 2 a 7, clones @009 8,00962controle; 9 a
14, clones dé0962 15, 00062 controle; 16 a 21, clones @062 C-: controle negativo,
reacao de PCR sem a presenca de ADN; C+: contoslayw, reacdo de PCR com o ADN de

S. pneumonia® 617/00. Os genes amplificados e seus respediwynanhos em pb estao
descritos na figura.

Todos genes selecionados foram amplificados e dtma@om sucesso. Os clones
correspondentes a cada construcdo foram submetasesquenciamento e analise a fim de
checar a fase de leitura e avaliar a identidadeeddsente a sequéncia molde.

Para as andlises dos sequenciamentos utilizamexgiérecia referéncia da amostra SPN
5 617/00 e o programa “SegManll versao 5.05". MEsum clone para cada um dos genes
clonados foi analisado, sendo que alguns clonesseptaram mutacdes silenciosas e/ou nao
silenciosas em suas sequéncias. Para a escolhaDdlb aAser expresso, selecionamos,
preferencialmente, clones que ndo continham musagdesuas sequéncias. No entanto, isso
ndo foi possivel para as construgbes com os ¢edeR9 e 0008Q cujos clones avaliados
apresentaram mutacdes nao silenciosas. Nestes aesionamos o0s clones que
apresentaram menor numero de mutacdes. Na corstragitendo o gened0589
selecionamos um clone que apresentou mutacdo ngapo885 pb alterando a base

nitrogenada de T para C, mudando o aminoacido de alina - apolar) para GCC (alanina
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- apolar). No caso da construcdo expressando o @@d&0 selecionamos um clone que
apresentou mutacao na posicao 393 pb alterandseadeaA para G, mudando o aminoacido
de ATT (isoleucina - apolar) para GTT (valina - lapp Os numeros das bases mutadas nos
alvos acima descritos referem-se as bases no tantEnfragmento génico que foi clonado,
nao refletindo a posicao da base no tamanho olidongene. Para os demais genes clonados,
os clones recombinantes selecionados para a e@pressE. coli apresentaram o0 gene

integro, sem mutacdes e em correta fase de leitura.

5.6. Expressdo e avaliacdo da solubilidade das pedtas recombinantes em
Escherichia coliBL21 Star (DE3)

Um total de dois clones dE. coli BL21 Star (DE3), para cada ADN plasmidial
recombinante gerado, foi selecionado. No entamtorefalizada a expressdo da proteina a
partir de um dos clones, sendo o outro guardadoaasoteina nao fosse expressa.

Os perfis eletroforéticos das proteinas recombasaexpressas foram analisados em gel
de SDS-PAGE e os resultados sdo demonstrados ma Big. 1.
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Figura 5.6.1: Andlise, por eletroforese em gel de SDS-PAGE 1@&bexpressao das
proteinas recombinantes. Para a expressdo agasultie E. coli foram induzidas nas
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temperaturas de 3C e 28C. Os géis foram corados empregando comassie bREORM,
marcador de peso molecular “Bench Mark Protein k&d(Life Technologies); NI, lisado de
cultura deE. coli ndo induzida; IND, lisado de cultura &e coli induzida a 28C e 37C.
Expressdo das proteinas) 01065 (28,8 kDa) e 00787 (36,4 kD8&); 00271 (17,2 kDa) e
00333 (30,4 kDa)C) 00062 (29,6 kDa), 00962 (22,7 kDa) e 02009 (ZBDa); D) 01195
(45,5 kDa) e 00397 (49,2 kDdy) 01909 (33,4 kDa) e 00265 (38,2 k¥g;01929 (31,6 kDa)

e 02072 (36,3 kDa)3) 00589 (57,2 kDa)H) 00080 (63,6 kDa)l) 02265 (196,1 kDa)J)
02232 (73,7 kDa)K 02277 (40,5 kDa)lL) 01967 (41,5 kDa). Os tamanhos das proteinas
expressas bem como as temperaturas de inducaaltass deE. coli para a expressao das
proteinas recombinantes estdo descritos na figura.

Através desta analise constatamos que todas asofidnas foram expressas aG7
Contudo, para as construcdes 00271 e 00397 n@odsivel visualizar a expressao, em SDS-
PAGE, das proteinas recombinantes &28&ara as demais proteinas expressas verificamos
que, em ambas as temperaturas de inducao testddasouve variacdo acentuada no nivel de
expressdo. Além disso, verificamos que a bandaaaipa expressa néo € visualizada antes
da inducdo da expressao (amostra ndo induzidaha&ndo “vazamentos” na expressao, ja
que é utilizado o vetor de expressdo pET100/D-TGPQual utiliza o promotor do
bacteriéfago T7 modificado para conter a sequédoiesoperadordac, com o objetivo de
controlar a expresséo de genes heterdlogo& eovli. O operadoiac serve como sitio de
ligacdo do repressor codificado pelo géma, o qual impede a acdo da enzima T7 RNA
polimerase (INVITROGEN, 20105% O gene codificante da enzima T7 RNA polimerase
esta localizado no cromossomo da cepa BL21 (DE&) &E. coli, o qual apresenta os
seguintes elementos: gelael que codifica o repressor Lacl, 0 gene codificatdeenzima
RNA polimerase de T7 sobre o controle do promtatddV5 e uma pequena porgao do gene
lacZ. O indutor IPTG é utilizado para inativar o regs dissociando-o do operador e
permitindo assim, a transcricdo do gene codificatdeRNA polimerase de T7. Quando
guantidade suficiente da enzima estiver disponav@hesma liga-se ao promotor T7 contido
no vetor e inicia a transcricdo do gene de intere8scepa BL21 (DE3) Star apresenta
deficiéncia nas proteasésn e OmpT, permitindo a reducdo da degradacdo ddsipas
heterélogas expressas e uma mutacdo no i8] codificante da RNAse E privada de
477 aa na regido C-terminal. Esta porcao é respehpala degradacdo de ARN mensageiro
e sua retirada permite o aumento da estabilidadaafmmo, além do aumento do rendimento
proteico (Terpe, 2006; INVITROGEN, 2018} 13!

Apo6s verificarmos a expressao das proteinas recantas, procedemos a analise da
solubilidade destas proteinas. Para esta analiaenfatilizados os sedimentos bacterianos
provenientes das culturas cultivadas a 37°C e iddsza 28C ou 37C, aléem disso

utilizamos tampao de lise na auséncia e presendatéogente nao idnico triton X-100. Deste
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modo analisamos a solubilidade das proteinas sisbagpectos: a) expressdo das proteinas
recombinantes a temperaturas mais baixas (28%i)e @lesfavorece a formacgao de corpos de
inclusdo (Veraet al, 2007)'% e b) a utilizacdo de detergente triton X-100 casofece a
solubilizacdo das proteinas (Schnaitman, 1$71)nicialmente analisamos a solubilidade das
proteinas recombinantes a °B7 utilizando tampdo de lise na presenca e ausétwia
detergente triton X-100. Se a proteina recombinalgeinteresse fosse insolivel nestas
condicOes a sua solubilidade seria avaliade’@ .28
Os perfis eletroforéticos das proteinas recombesaepressas de forma sollivel ou

insoltvel sdo demonstrados nas Figuras 5.6.2, 8.6.8.4.
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Figura 5.6.2: Analise, por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%16%, da
solubilidade das proteinas recombinantes 0027133081909, 01195, 01065, 00589 e
00787.0s géis foram corados empregando comassie blu@RvE5marcador de peso molecular
“Bench Mark protein ladder”;_NI, cultura d&. coli ndo induzida; IND, cultura dE. coli
induzida a 37C ou 28C; SON, sonicado (lisado total sonicado de cultleg&. coliinduzida
); SOL, fracao souvel; INS, fracao insoluvel; $fim, sem detergente triton X-100 no tampéo
de lise;_c/triton, com detergente triton X-100 ampéao de liseA e B) 00271 (solubilidade a
37°C e 28C, respectivamentel) 00333 (solubilidade a 3C); D) 01909 (solubilidade a
37°C); E e B 01195 (solubilidade a 3T e 28C, respectivamenté&) 01065 (solubilidade a
37°C); H) 00589 (solubilidade a 3C); | e J) 00787 (solubilidade a 3C e 28C,
respectivamente). Os tamanhos das proteinas eaprestsio descritos na figura.
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proteinas recombinantes 00080, 02265, 02277, 022321967.0s géis foram corados
empregando comassie blue-R 23d, marcador de peso molecular “Bench Mark protein

Figura 5.6.3: Analise, por eletroforese em gel de SDS-PAGE 1@&solubilidade das

ladder”; NI, cultura dé=. coli ndo induzida; IND, cultura d&. coliinduzida a 37C ou 28C;

SON, sonicado (lisado total sonicado de cultur&deoli, induzida);_SOL, fracdo souvel,
INS, fracdo insolavel;_s/triton, sem detergentwoiriX-100 no tampao de lise; c/triton, com

detergente triton X-100 no tampao de lige.e B) 00080 (solubilidade a 3T e 28C,
respectivamentel; e D) 02265 (solubilidade a 3T e 28°C, respectivamente;e F) 02277
(solubilidade a 3TC e 28C, respectivamentes e H) 02232 (solubilidade a 3T e 28°C,

respectivamente); E J) 01967 (solubilidade a 3C e 28C, respectivamente). Os tamanhos

das proteinas expressas estdo descritos na figura.
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Figura 5.6.4: Analise, por eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%16%, da
solubilidade das proteinas recombinantes 0026597080062, 00962, 02009, 01929 e
02072.0s géis foram corados empregando comassie blug@RvB5marcador de peso molecular
“Bench Mark protein ladder”; NI, cultura d&. coli ndo induzida; IND, cultura dE. coli
induzida a 37C e 28C; SON, sonicado (lisado total sonicado de cult&k. coliinduzida);
SOL, fracao souvel; INS, fracdo insollvel; s/triteam detergente triton X-100 no tampéao de
lise; cl/triton, com detergente triton X-100 no t&mopde lise.A e B) 00265 e 00397
(solubilidade a 37TC); C e D) 00062 (solubilidade a 28 e 37C); E e F 00962 e 02009
(solubilidade a 28 e 37C, respectivamentelz e H) 01929 e 02072 (solubilidade a°28e
37°C, respcetivamente). Os tamanhos das proteinasssgs estdo descritos na figura.

Verificamos que a maioria das proteinas foi expretes forma soluvel na temperatura
de 37C e sem a necessidade da adicdo do detergentat&ide algumas proteinas ficaram
solaveis ou parcialmente sollveis apenas com alastetergente, enquanto outras, mesmo
com o emprego deste, se mantiveram de forma insipldu seja, com possivel formacéo de
corpos de inclusdo, nas condicdes testadas nesioe®e acordo com Villaverdet al
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(2013) **° a agregacdo de proteinas é uma conseqiiéncia colmwestresse térmico. Em
bactérias recombinantes, a super-expressado de getiada por plasmideos desencadeia a
transcricdo de genes de choque térmico e outrpests ao estresse 0 que, em muitas vezes,
resulta na agregacao da proteina recombinante comos de inclusdo. A formacao destes
depositos representa um obstaculo importante pargpraducdo de polipeptideos
biologicamente ativos.

De um total de 19 proteinas expressas, 5 foramrdeafinsolavel, 12 de forma soluvel
e 2 de forma parcialmente solavel utilizando aspEnaturas de 2& e 37C para a expressao
das proteinas e empregando ou nao detergente XrA1®® no tampao de lise.

A Tabela 5.6.1 resume o0s resultados de solubiliadgédos para as proteinas

recombinantes expressas nas condi¢cdes empregaiaesieido.

Tabela 5.6.1:Solubilidade das proteinas recombinantes expresa&scherichia coli
Star BL21 (DE3)

Proteina Solubidade Proteina Solubilidade
00080 Soluvel a 28C sem triton 01909 Soltvel a 37C sem triton
00265 Soluvel a 37C sem triton 01967 Insolavel
00271 Insolavel 02232 Soluvel a 28C sem triton
00333 Soluvel a 37C sem triton 02277 Parcialmente sollvel a 28 sem e com triton
00589 Soltvel a 37C sem triton 00962 Soluvel a 37C sem triton
00787 Insolavel 02009 Soltvel a 37C sem triton
02265 Soltvel a 37C sem triton 01929 Soluvel a 37C sem triton
01065 Soluvel a 37C sem triton 02072 Soltvel a 37C sem triton
01195 Insolavel 00062 Parcialmente sollvel a 28 sem e com triton
00397 Insolavel

5.7. Purificagé@o das proteinas recombinantes

A purificagdo das proteinas recombinantes exprdasasadas a cauda de histidina foi
realizada por IMAC empregando coluna empacotadaresma contendo ions metélicos de
niquel imobilizados. A proteina, quando fusionadaimma cauda de histidina, tem sua
purificacdo facilitada, pois este amino&cido (bisth) interage com ligantes metélicos.

Neste trabalho empregamos apenas um tipo de poodesgurificagdo, caso algum
antigeno apresente potencial para ser avaliado coma vacina experimental contra
pneumococo, seu processo de purificacdo sera sgoarde. A proteina PsaA, utilizada como
controle nos estudos, foi previamente clonada, esgar e purificada por nosso grupo
(Larentiset al, 2011 e 2012)%% *¢7

A seguir exemplificamos a purificacdo da protei@33B, a purificacdo das demais

proteinas encontram-se descritas no Anexo 11.
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Purificacdo da proteina 00333:

Esta proteina foi expressa de forma solavel°’€£3&m a adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. A Figura 5.7.1 ilustra ailtado obtido para a purificacdo da proteina
00333. As etapas de purificagdo empregadas est@adas no cromatograma.
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Figura 5.7.1: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12% pddficacdo da
proteina 00333. O gel foi corado empregando comdsse-R 250. NI, lisado da cultura de
E. colindo induzida; IND, lisado da cultura Be coli induzidao;_ SON, sonicado (lisado total
sonicado, da cultura d& coliinduzida,aplicado na coluna); fragcdo 8 — protefaluida (s)
com 60 mM de imidazol; fracdes 14 a 17 — protefaeluida (s) com 300 mM de imidazol.
No cromatograma os numeros em vermelho (eixo desptesentam as fracdes coletadas; a
linha em azul a Akgg, a linha em verde as concentracdes de imidadadas nas etapas de
purificacéo; a linha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas frac@8@D mM de imidazol (fracbes 15 a
17), sem a presenca de muitos contaminantes, poo@we perda proteica no eluato (dado
nado mostrado). Mesmo com essa perda inicial deeipeptndo verificamos a eluicdo da
mesma nas concentracdes de 20 mM e 60 mM de intidAzproteina purificada apés

dialisada apresentou concentracao de 1,2 mg/mlkez@em torno de 75,5%.

5.8. “Immunoblotting”
5.8.1 Titulag&o dos anticorpos policlonais produzios em camundongos
Para avaliarmos a antigenicidade das proteinas mi@nantes pneumocoécicas
purificadas, bem como para titularmos os anticogmi®lonais produzidos nos camundongos
utilizamos a metodologia de “immunoblotting” (“west” e “dot blot”) (Figuras 5.8.1.1 e
5.8.1.2).

64



00265

00080

@

00333

el & P & S & S & 8 & J‘B 8
g8 FS&HS \:_3‘ & JP;‘Q\“?&.;\?" ,‘.s—,“ \.19‘? S
e|lo|e|o|®|®|a |® |
o ) ;
o|la|e|s )
R I
g T FFIFSTF S F
o@|lee|(oa|o]
o|?e|0|® ,
01909
||

Figura 5.8.1.1:Titulagdo dos anticorpos policlonais, produzideseamundongos, pela
técnica de “dot blot”, utilizando sistema reveladmseado em fosfatase alcalina. Foram
aplicadas concentragcfes de 500, 250, 125 e 62¢® pgoteinas recombinantes em cada tira
da membrana de nitrocelulose (de cima para baiay goros animais foram utilizados nas
diluicdes de 1:100 a 1:51.200 (da esquerda parieetiadl Como controle negativo para as
reacdes utilizamos soro proveniente de camundoégoimunizado, denominado soro pré-
imune, na diluicdo de 1:100. O anticorpo secundéoigugado foi utilizado na diluicdo de
1:30.000. As proteinas testadas bem como as disiiddos anticorpos policlonais utilizados
encontram-se indicados na figura.

Verificamos que todas as proteinas recombinantgsndamococos foram antigénicas
em camundongos sendo capazes de produzirem aoscpgticlonais. Contudo, observamos
gue as proteinas 02232, 02072, 01065 e 01909 for@mantigénicas em relacdo as proteinas
01929, 00080, 00265, 00333, 02009 e 00962, seruttanpo, capazes de gerar anticorpos
policlonais com titulos mais elevados e, portagtpazes de se ligarem as proteinas em
baixas concentracdes de antigeno. Os anticorpaclgmalis gerados a partir das proteinas
00265, 02232, 00962, 00333, 02009, 01065, 0207DePDforam capazes de reconhecer 500
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ng de proteina recombinante entre as diluicbes 3D e 1:51.200. As excecdes foram as
proteinas 00080, PsaA e 01929 reconhecidas atiieddi maxima de 1:12.800 (00080) e
1:800 (PsaA e 01929). Os anticorpos policlonaisadgs em camundongos, neste estudo,
serviram para realizarmos as caracterizacOes désimas de pneumococos. Para utilizarmos
como controles positivos em nossos testes, geramsorpo policlonal anti-PsaA assim
como contra 0os PS para os sorotipos presentes anaaviO-valente (Synflorix, GSK). A
proteina PsaA de pneumococo € uma proteina amplamnestudada sendo descrita na
literatura como exposta & superficie celular (Russeal, 1990)'%® capaz de induzir a
producao de anticorpos que levam a inibicdo deéadex do pneumococo as células epiteliais
de nasofaringe (Romero-Steinerr al, 2003)'® e capaz de proteger camundongos contra
desafio (Rajanet al, 2008)°°. Porém, em nosso estudo esta proteina demonstraumenor
antigenicidade (menor titulo de anticorpos) quasdmparada com as demais proteinas
avaliadas neste estudo; sendo a concentracédo degsf¥ PsaA reconhecida até a diluicdo de
1:800, sendo que concentracdes menores de pro@&dn@ram reconhecidas pelos anticorpos
policlonais empregando a técnica de “dot blot”. &fanto, essas diferencas poderiam estar
relacionadas ao desenho do nosso protocolo de zagéo, incluindo: via de imunizacéo,
concentracdo de antigeno e concentracdo e tipodpeaate utilizados, bem como os

intervalos entre as doses. Além disso, a correlagée titulo e protecdo ndo é bem definida.
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Figura 5.8.1.2:Titulagdo dos anticorpos policlonais, produzideseamundongos, pela
técnica de “western blot”, utilizando sistema radelr baseado em fosfatase alcalina. Foram
aplicadas concentracdes de 500 e/ou 250 ng deimasteecombinantes em cada tira da
membrana de nitrocelulose e os soros animais farimados nas diluicbes de 1:100 a
1:51.200 (da esquerda para a direita), excetogarateina 02232 para a qual testamos até a
diluicdo de 1:204.000. O anticorpo secundario agenjio foi utilizado na diluicdo de
1:30.000. As proteinas testadas bem como as disiiddos anticorpos policlonais utilizados
encontram-se indicados na figura.

Para a técnica de “western blot” testamos conagigsade 500 e/ou 250 ng de proteina
recombinante, assim como diluicdes menores dogasptis policlonais do que aquelas
avaliadas no “dot blot”. Os anticorpos policlongierados a partir das proteinas 00265,
00962, 00333, 02009, 01065, 02072 e 01909 forarazesmpde reconhecer 500 ng de proteina
recombinante entre as diluicdes de 1:1.600 e 1081.2endo que a proteina 02232 foi
reconhecida até a titulacdo de 1:204.800. As pra$ei00080, PsaA e 01929, menos

67



antigénicas, foram reconhecidas até a diluicaaga0 (00080) e 1:6.400 (PsaA e 01929).

5.8.2. Avaliacdo da antigenicidade das proteinas aembinantes em relacéo

aos soros de pacientes

Neste trabalho também foi avaliada a capacidade atibigienos recombinantes de
pneumococos serem reconhecidos pelos soros denfeaci@presentando quadro clinico de
meningite pneumocodcica. Para tal, foi empregadopamel sorolégico composto por 24
soros os quais foram obtidos de pacientes infestpdodiferentes sorotipos de pneumococo,
no entanto cada paciente foi infectado por apemassorotipo. Foram incluidos 6 soros
obtidos de criancas que ndo apresentavam doenganpoécica no momento da coleta,
sendo considerados como “soros negativos” em nessodo (Figura 5.8.2.1). Como
controles positivos para o teste incluimos a pnatéi, cuja porcédo Fc da imunoglobulina G
se liga a proteina, e a proteina PsaA a qual sabseraconservada e amplamente distribuida
entreS. pneumoniae capaz de ser reconhecida por soros de individtexsados (Morrison
et al, 2000; Holmlundkt al, 2006)% +7°
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Figura 5.8.2.1: Antigenicidade das proteinas recombinantes de rpoeocos
empregando soros de pacientes diagnosticados coingite pneumocaocica — avaliagao por
MAPIA. A identificagdo das proteinas recombinanéssa representada no lado direito da
figura, na parte superior estdo indicados os gwstdle pneumococos isolados dos pacientes
cujas amostras de soros foram coletadas. NT —ipaeet; A a F — “soros negativos”. As
proteinas recombinantes foram utilizadas na coremg de 200 ng, 0 anticorpo primario
(soro dos pacientes) foi utilizado na diluicdo d200 e o anticorpo secundario conjugado na
diluicdo de 1:30.000. A revelacéo foi realizada mygpndo sistema revelador baseado em
fosfatase alcalina.

Diversos trabalhos tém relatado a presenca deogmiis anti-proteinas pneumocaocicas
no soro de criangas e adultos, como por exempésiglos de Bogaeet al (2006) (PpmA)
171 Holmlundet al (2006) (PspA, PsaA e PIY)°, Simellet al (2006) (NanA)-"2, Holmlund
et al (2007) (PthE e PhtBY® Holmlundet al. (2009) (PhtD,CbpA e LytCY* entre outros.

68



Em nosso estudo, assim como nos trabalhos acimeionados, verificamos que trés
soros (A, C e E) - controles negativos - apresantaanticorpos anti-02072 (PiuA), anti-
02232 (CbpE) e anti-PsaA, enquanto que os out@s s$oros avaliados (B, D e F)
apresentaram anticorpos anti-PsaA apenas. Comma@dsoros negativos com aqueles
obtidos de pacientes com meningite pneumococicsereamos que a grande maioria foi
capaz de reagir com as proteinas PsaA (23 de 24)s062072 (17 de 24) e 02232 (23 de 24).
Entretanto, podemos observar que as bandas condesies a essas proteinas apresentaram
reatividade mais forte com os soros dos paciemiestados quando comparados aquelas
obtidas com os soros negativos (A a F), demonstramge pessoas com meningite
pneumocédcica geram resposta imune, mediada poogmti, contra essas proteinas.

As proteinas 01909, 00080, 02009, 00962, 010653d@300265, diferentemente das
proteinas descritas anteriormente, foram reconag@dr um menor nimero de soros; 11 dos
24 soros para 00080, 10 de 24 para 02009, 9 darad0i065, 7 dos 24 soros para 01909, 7
de 24 para 00962, 2 de 24 para 00265, 1 de 24008G8.

Além disso, observamos visualmente que as bandsmsi@roteinas apresentaram
uma menor intensidade de reacdo quando comparadasi< bandas reconhecidas para as
proteinas PsaA, 02072 e 02232, demonstrando assanmenor reatividade dos soros dos
pacientes contra aquelas proteinas. Embora a pao@J962 tenha sido reconhecida por
apenas 7 dos 24 soros analisados, 4 desses soaos dapazes de reagir fortemente com
essa proteina. A proteina 01929 nédo foi reconhgoatanenhum dos soros de pacientes
avaliados, permitindo supor que essa proteina pedexpressa em baixos niveis durante a
infeccdo ou € pouco antigénica na manifestacddcalide meningite. Essas mesmas
hipéteses podem ser aplicadas as proteinas 0088265 que foram reconhecidas por um
pequeno numero de soros de pacientes. E impoltanbear que as proteinas 00333 e 00265
empregadas no teste ndo foram expressas em slidattéaou seja, para a amplificacdo e
clonagem do gen@0333foram retirados 65% do fragmento génico originglaga o gene
00265foi retirado 27%. A proteina 00333 expressa coemmteu apenas 0s aminoacidos de
307 a 536, sendo o tamanho original da protein@6@eaminoacidos, ao passo que para a
proteina 00265 os 115 aminoacidos iniciais naonfoeapressos. A retirada destas porcdes
proteicas pode interferir na conformacdo da prateénconsequentemente nos epitopos
expostos, podendo estes ser diferente daguelegpepiexpressos pelas proteinas originais,
levando, portanto a uma menor antigencidade dasipes recombinantes. Para as demais
proteinas testadas e que demonstraram ser recdagigar mais de 60% dos soros, como as
proteinas 02072 e 02232, para a clonagem e exprésiséetirada apenas a por¢cao génica
codificando para o peptideo sinal. O mesmo foizadb para as demais proteinas avaliadas
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(00080, 02009, 01909, 00962). Estas proteinas tanfbéam reconhecidas por um maior
namero de soro de pacientes do que as protein&s3 @B80265, talvez por ndo haver tanta
interferéncia na conformacgéo proteica em funcéoetisada apenas do peptideo sinal da
proteina.

A presenca de anticorpos contra as proteinas renantbs de pneumococos avaliadas
neste estudo indica haver producdo de uma resipagtee contra estes antigenos, embora tal
resposta ndo possa ser relacionada ao potenciat@rdessas proteinas. Os dados indicam
gue essas proteinas sdo expressas “in vivo” esgizes de induzir resposta imune durante a
infeccdo. Além disso, podemos destacar a reatieidadzada dessas proteinas, ja que 0s
pacientes foram infectados com diferentes sorotig@spneumococos, portanto 0S soros
gerados sdo contra as proteinas expressas petosntifs sorotipos e demonstraram reagéo
contra as proteinas recombinantes do sorotipo Srabalho de Wizemanet al (2001)**3
também é demonstrada a reatividade cruzada pa@éinas de pneumococos, diferentes das
analisadas em nosso estudo, utilizando soros denpes convalescentes que apresentaram
pneumonia pneumococica.

Analisando o conjunto dos dados de antigenicidaa® mtoteinas 02072 e 02232,
podemos observar que essas foram capazes de Wesatitalos de anticorpos nos animais.
Além disso, demonstraram também ser altamente émitigs em pacientes com meningite
pneumocécica. Contudo, ndo observamos resultadellsente para a proteina 01065, que
demonstrou ser altamente antigénica nos animasné@em pacientes, pois apenas 9 dos 24
soros (37,5%) foram capazes de reconhecer estaot

As proteinas 00333 e 01929 demonstram baixa aitigade em animais e foram
fracamente reconhecidas pelos soros humanos. &rtsets proteina 00080 demonstrou baixa
antigenicidade em modelo murino, mas demonstrowresmnhecida por 11 dos 24 soros
(45,8%) de pacientes avaliados. Do mesmo modoaA Bemonstrou ser pouco antigénica
em modelo animal, em nosso estudo, mas demonstraenhecida pela quase totalidade
dos soros testados. Portanto, ndo podemos estabels@ correlacdo entre o potencial
antigénico das proteinas recombinantes frente iaogmbs policlonais gerados em modelos
animais com o potencial antigénico destas protdiease a soros de pacientes apresentando
meningite pneumococica. Além disso sabemos queocepso de regulacao da expresséo
génica é complexo e que pneumococo pode regulé@ivaosu negativamente a expressao de
suas proteinas em condic¢des “in vitro” e “in vivdg acordo com a forma clinica da doenca
que esta causando ou até mesmo em estar formanuoduiofiime (Ogunniyet al, 2002;
Sanchezt al, 2011, Mahdet al,, 2012)' 7> 176: 177
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5.9. Citometria de fluxo para avaliacdo da expressédas proteinas na superficie
dos pneumococos

A escolha da técnica de citometria de fluxo pa@iagdo da expressdo das proteinas
selecionadas de pneumococos na superficie ba@ddahaseada em estudos publicados por
Wizemanret al, 2001; Goet al, 2005 e Shaht al, 2006"% 3% 13

Apds a definicdo das melhores condicbes da técréedizamos as marcacdes
bacterianas com os anticorpos policlonais geranosagnundongos.

Para este estudo ndo utilizamos nenhum agente tdesmsmta ou permeabilizante nos
tampdes, portanto a marcacao detectada refereuséaadpmonstrada por proteinas expressas
e expostas na superficie da célula bacteriana. ttal tle trés a seis experimentos de
marcacado independentes (realizados em dias diésjentara cada uma das proteinas em
estudo (02072, 00962, 02232, 01909, 01929, 02@B® 00333, 00265, 01065) e para cada
um dos dez sorotipos bacterianos testados (sosofypesentes na vacina conjugada 10-
valente (1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 28am realizados.

Como controles negativos utilizamos as células meumococos ndo marcadas, de
forma a eliminar algum evento de autofluorescéncilulas marcadas apenas com o
anticorpo secundario conjugado, na auséncia decoapti primario, para eliminarmos
marcacdes inespecificas e células marcadas conps®imune, ou seja, soro de animal nao
imunizado, para também eliminarmos marcac¢des ioégmes. Como controles positivos para
as marcacoes utilizamos os anticorpos policlonaisRsaA e anti-10-valente gerados em
camundongos, pois é descrito que a proteina Psxfiréssa na superficie bacteriana (Russell
et al, 1990)'®® ao passo que o soro anti-10-valente é capaz dehecer os PS bacterianos
dos dez sorotipos de pneumococos contidos na vabivalente (dados ndo mostrados para
as marcacdes do PS). Aléem destes controles realzammarcacdo de dois sorotipos de
pneumococos, 4 e 9V, com os anticorpos policlomaisPsaA e anti-02072, adosrvidos e nao
adsorvidos com lisado d&. coli, a fim de demonstrarmos que a marcacéo visualirada
especifica para as proteinas em estudo. Tambéuninmas em nossa andlise a marcacas.do
agalactiaepara demonstrarmos a nao reatividade cruzadantiosr@os policlonais gerados.

Nas Figuras 5.9.1 e 5.9.2 sdo demonstrados 0% plerfimarcacdes obtidos para as dez
proteinas avaliadas, nos dez sorotipos de pneum®¢graficos com “overlay”), assim como
os perfis de marcacdes para 0s sorotipos 4 e G¥amtilo os anticorpos policlonais anti-PsaA
e anti-02072 adsorvidos ou ndo com lisaddedeoli. Na Figura 5.9.3 sdo demonstrados os
percentuais de células FITC+ expressando cada @®gmbteinas na superficie dos dez

sorotipos de pneumococos.
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Figura 5.9.1: Citometria de fluxo para avaliacdo da express&o ptateinas 02072,
00265, 01929, 01065, 02232, 00080, 00333, 009620®le 02009 na superficie de
pneumococos. O anticorpo policlonal anti-PsaA filizado como controle positivo para a
marcacdo desta proteina na superficie bacterianemoCcontrole negativo utilizamos a
marcacao apenas com o0 anticorpo secundario comgjuggad FITC e com 0 soro proveniente
de camundongo ndo imunizado, denominado soro préeniPl). Os anticorpos policlonais
primarios foram utilizados na diluicdo de 1:100 argicorpo secundario conjugado com
FITC na diluicdo de 1:250. O primeiro grafico refse ao de “dot plot” demonstrado o perfil
de granulosidade x tamanho das células bactermaramdas, assim como a regido (“gate”)
selecionada para avaliagdo. Os graficos com sogigmw demonstram a expressdo, na
superficie bacteriana, das dez proteinas pneuntas@valiadas neste estudo nos dez
sorotipos de pneumococos contemplados na vacivaléte.
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Figura 5.9.2: Citometria de fluxo para avaliacdo da express&o ptateina PsaA e
02072 na superficie de pneumococd. egalactiaeATCC 13813. Como controle negativo
utilizamos a marcagéao apenas com o anticorpo sadontbnjugado com FITC e com 0 soro
proveniente de camundongo ndo imunizado, denomisadppré-imune (Pl). Os anticorpos
policlonais primarios foram utilizados na diluicate 1:100 e o anticorpo secundario
conjugado com FITC na diluicdo de 1:250. Os gr&ficom sobreposi¢cdo demonstram a
expressdo, na superficie bacteriana, das prot€isa8 e 02072, nos sorotipos 4 e 9V de
pneumococos, assim como eB agalactiae ATCC 13813 utilizando os anticorpos
policlonais adsorvidos (S4 A, S9V A e SA A) e n@is@vidos (S4 NA, S9V NA e SA NA)
com lisado dé=. coli. S4 —S. pneumoniasorotipo 4, S9 -S. pneumoniasorotipo 9, SA -S.

agalactiag A — adsorvido, NA — ndo adsorvido.
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Figura 5.9.3: Percentual de células pneumocécicas expressangootesnas 02072,
00265, 01929, 01065, 02232, 00080, 00333, 009620®le 02009 na superficie de
pneumococos. Os dados percentuais de marcacdo FiBE€+células bacterianas foram
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obtidas a partir das andlises de citometria deofll@ anticorpo policlonal anti-PsaA foi
utilizado como controle positivo para a marcacastalgroteina na superficie bacteriana.
Como controle negativo utilizamos a marcac¢do apeoso anticorpo secundario conjugado
e com 0 soro proveniente de camundongo né&o imumizehominado soro pré-imune (Pl).
Os valores demonstrados nos gréaficos sdo aquelebarges da subtracdo do percentual de
células FITC+ para cada proteina avaliada do pwmraende células marcadas
inespecificamente utilizando o soro Pl. Os expento® foram realizados de trés a seis vezes
e a barra de erro € indicada.

Para o controle negativo foram utilizadas as céldia pneumococos ndo marcadas e
verificamos que a fluorescéncia (FITC+) ficou ertyg-0,2%, demonstrando que as bactérias
nao apresentaram autofluorescéncia. Para as céhadesadas com o anticorpo secundario
conjugado verificamos que a marcacéo de FITC+ fmowe 0,1-1%, demonstrando a baixa
inespecificidade entre este anticorpo e a célutdaebana, sendo este indice aceitavel para
essa técnica. Aléem disso, selecionamos dois sos{ e 9V) e dois anticorpos policlonais
(contra as proteinas PsaA e 02072) e realizamds@@io destes anticorpos com 2,5% v/v
de lisado deE. coli para verificarmos se a marcacédo observada poserialguma reagao
inespecifica, uma vez que os soros utilizados cr@da foram policlonais. Verificamos que,
para ambos 0s soros testados com ambos os soradipamarcacfes com 0s anticorpos
policlonais adsorvidos e ndo adsorvidos foi senmé#jacom uma variacdo de cerca de £3-
5%, demonstrando que as marcacoes visualizadas fespecificas para as amostras em
estudo. Para o sorotipo 4 observamos uma marcagd®0@B% para a proteina PsaA
utilizando o anticorpo policlonal ndo adsorvido336, com o anticorpo adsorvido; para o
sorotipo 9V a marcacdo foi de 75,7%, com o antieango adsorvido, e 77,4%, com 0O
anticorpo adsorvido. Para a proteina 02072 obsavamarcacdo de 86,6%, no sorotipo 4,
utilizando o anticorpo policlonal ndo adsorvidd3%7%, com o anticorpo adsorvido; para o
sorotipo 9V a marcacdo foi de 87,4%, com o antieango adsorvido, e 81,4%, com o0
anticorpo adsorvido. Também foi realizada a maalsES. agalactiaeATCC 13813 com
ambos 0s anticorpos policlonais descritos acimaaligente adsorvidos ou ndo, a fim de
termos mais um controle confirmando a especifi@dath reacdo. N&o foi verificada
marcacdo em nenhuma das condic¢des testadas, camfiona especificidade da marcacéo das
proteinas na superficie dos pneumococos.

Foi observado que as proteinas avaliadas nestdoeséio expressas na superficie de
pneumococos (Figura 5.9.1) uma vez que observamasgeslocamento dos picos, referentes
as marcac0Oes das proteinas, em relacédo aos prcespmndentes as células marcadas apenas
com o anticorpo secundario conjugado (linha cirasagraficos) ou marcadas com o soro pre-

imune (linha rosa claro nos graficos).
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Além da exposicédo na superficie dos pneumococté;raca de citometria de fluxo é
uma técnica quantitativa capaz de fornecer o parakde células marcadas para a regiao
avaliada (“gate”). Diante disto, o estudo nos pguravaliar o nivel de expressdo das dez
proteinas analisadas nos diferentes sorotipos el@pococos.

O anticorpo policlonal gerado em camundongos cantracina 10-valente foi capaz de
reconhecer os PS na superficie dos dez sorotipgme@mococos avaliados neste estudo
(dados ndo mostrados nas figuras). A média peraemte células marcadas para cada
sorotipo foi variavel sendo que para o sorotiporasacacdo meédia foi de cerca de 36%, para
04 de 71%, o5 de 18%, o 6B de 9%, o 7F de 4%V de 21%, o 14 de 33%, o 18C de
39%, o0 19F de 25% e o 23F de 8%. No controle posiitilizando o anticorpo policlonal
anti-PsaA verificamos que houve marcagédo na sgpegara todos os sorotipos, sendo que a
média desta marcacao variou de 28% (sorotipo #p& (sorotipo 23F). Os sorotipos 1 e 6B
foram 0s que apresentaram percentuais mais baigoséllilas marcadas expressando a
proteina PsaA, entre 28%-30%. Os sorotipos 7F,19\& 18C apresentaram marcacéo entre
36%-42% de células FITC+ e os sorotipos 4, 5, 198Feentre 61%-74% (ver Figura 5.9.3).

Sanchezet al (2011) '"® demonstraram que as proteinas PspA, CbpA e PsrP
apresentaram diferentes niveis de acessibilidadeaaticorpos, sendo esta acessibilidade
dependente da presenca ou auséncia de cépsulapedicse bacteriana. Além disso, a
acessibilidade maior e menor do anticorpo est&imrlada ao tipo capsular expresso, ou seja,
dependendo do sorotipo bacteriano analisado. Aiedse trabalho Sanchet al (2011)
(170) demonstraram que 0s sorotipos 6A, 7F e 28&saptaram reduzida acessibilidade aos
anticorpos em comparagdo ao sorotipo 4 que densonsteior acessibilidade. Além disso,
demonstraram que a presenca de capsula bloqueaessidlidade aos anticorpos ao
comparar cepa nao capsulada e cepas capsuladasogsm estudo também observamos
percentuais variaveis de células pneumococicasanascpara as dez proteinas avaliadas,
entre os diversos sorotipos analisados. Além dadafgem realizada por Sanchet al
(2011)'® em relacdo a acessibilidade das proteinas noeuliés sorotipos, exploramos a
hipotese de ocorréncia de uma expressao diferemaal proteinas nos sorotipos de
pneumococos, como demonstrado no trabalho de Ggenai. (2002) (167) .

No entanto, entendemos que essa comparacdo ngaeada percentual de marcacao
das células apenas pode ser realizada quandoaemeadios dados obtidos para a marcagéo de
uma mesma proteina entre os diferentes sorotimsa Ripotése se baseia no fato de que os
anticorpos policlonais gerados apresentaram difesditulacdes, assim entendemos que para
um mesma diluicdo de anticorpo, alguns soros pog@msentar uma maior quantidade de
moléculas de anticorpos especificos para determimadteina do que outro soro. Neste
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contexto, podemos supor que determinada proteim@s£ou menos expressa ha superficie de
um determinado sorotipo de pneumococo, ou querditada proteina apresenta maior ou

menor acessibilidade aos anticorpos. Porém conossos estudos ndao temos como afirmar
se a maior ou menor marcacdo de determinadas nastéi referente a expressao variavel
destas proteinas em pneumococos ou é referentssilalidade diferencial a estas proteinas
por parte dos anticorpos.

Para a proteina 02072 verificamos que houve umarrparcentual de marcacédo para
0s sorotipos 4, 19F e 23F (entre 60-73%) quandgpaocados com os demais sorotipos (entre
15 e 45%); percentuais semelhantes de marcacéau tyservados para a proteina 00265.

As proteinas 01929 e 01065 apresentaram percergeaislhantes de marcacgdo, na
superficie dos sorotipos 4 (52% e 47%, respectintane 18C (28% e 29,3%,
respectivamente), 23F (25,8% e 25,4%, respectiviapea 19F (22,4% e 17,3%,
respectivamente). A proteina 02232, por sua vezsaptou maior marcacao na superficie
dos sorotipos 4, 7F e 23F. Para as proteinas 0Q0833 e 00962 observamos que houve
uma maior marcacao nos sorotipos 4 e 9V e em mewEKis proximos, entre 20-30% e 10-
15%, respectivamente. O sorotipo 4 apresentou uaraagéo percentual em torno de 60%
para a proteina 02009, enquanto que para 0s deorai§os 0s niveis de marcacao para esta
proteina foram abaixo de 25%, podendo indicar uriomrdvel de expressdo desta proteina
no sorotipo 4 ou maior acessibilidade desta prateias anticorpos, neste sorotipo.

Se considerarmos os percentuais de marcacOesndifEiredas proteinas nas superficies
dos pneumococos, levando em consideracao a abanddgeacessibilidade diferencial dos
anticorpos a estas proteinas, verificamos que sagtaglos do nosso estudo corroboram com

aqueles observados por Sancletzal (2011) 1"

gue encontraram maior marcagao das
proteinas no sorotipo 4. No mesmo estudo foi olbskrwque o sorotipo 23F apresentou
menor marcagcao para as proteinas avaliadas (Clgp® @ PsrP), em comparacdo com 0s
sorotipos 6A e 7F. Contudo, em nosso estudo obhsewvaue o sorotipo 23F foi 0 segundo
sorotipo a apresentar maior marcacdo de célulagivags para as diferentes proteinas
analisadas, seguido pelos sorotipos 19F, 18C,9M eespectivamente. No entanto excecoes
foram observadas, por exemplo: as proteinas 019295 e 00333 apresentaram maior
marcacao no sorotipo 18C; a 02232 no sorotipo @B2009 nos sorotipos 23F e 9V.

Em nosso estudo nédo avaliamos o sorotipo 6A, makaaws 0 6B, sendo que este
sorotipo, juntamente com os sorotipos 1 e 7F, fioidos que apresentou menor percentual de
células marcadas para todas as proteinas avaliadescao foi observada para as proteinas
02232 e 01909, que marcaram cerca de 26% e 28@ectesamente, no sorotipo 7F. As
demais proteinas avaliadas apresentaram um peateltumarcacdo menor do que 10% no
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sorotipo 7F, sendo que a proteina 00333 ndo apoesemarcacao neste sorotipo. Para o
sorotipo 1, de um modo geral, verificanos que acgrmual de marcacao foi menor do que
10% para as proteinas avaliadas, exceto para tsina® PsaA, 02072, 00265 e 01909 que
apresentaram percentuais de marcacdo em torn@6elZ86, 21% e 29%, respectivamente.

Assim, de um modo geral observamos que as protOdR&0, 00333, 00962 e 02009
apresentaram menor percentual de marcacao no®dpass avaliados em comparagdo com
as proteinas PsaA, 02072, 00265, 01929, 01065 202239009.

Na literatura ha relatos de outros trabalhos atildo a técnica de citometria de fluxo
para o estudo de proteinas de superficie em pneaoosccomo por exemplo a avaliacdo das
protefnas PfbA (Yamagucht al, 2008)%, PotD (Shaet al, 2006) **°, PpmA e PspA (Goet
al., 2005)*** CbpE (02232) (Atallet al., 2005)*®° e PiuA (02072) (Jomaet al, 2005)",
sendo estas duas Ultimas proteinas igualmenteadsaliem nosso estudo. No entanto n&o
temos conhecimento, até o momento, de descricabdteratura, do estudo das demais
proteinas incluidas neste trabalho.

Em relacdo a proteina PsaA ha controvérsias, eratiitra, em relacdo a sua localizacéo
celular. Russelet al. (1990)'°® demonstraram que anticorpos monoclonais séo caplezse
134

ligarem a superficie do pneumococo cepa R36A, asggue Goet al (2005) =" ndo

conseguiram identificar esta proteina na superfleieccepa A66.2 (sorotipo 3). Esses dois

168

estudos utilizaram diferentes metodologias: enqudtussellet al (1990) utilizaram

134 ytilizaram a

anticorpo monoclonal anti-PsaA e imunofluorescén@Gar et al (2005)
técnica de citometria de fluxo e marcacdo com arga@s policlonais. No trabalho de Rajam
et al. (2008)%, assim como no de Sanchetzal (2011)'"® foi abordada a questdo de que a
acessibilidade da PsaA esta ligada a quantidadeadsula expressa na superficie dos
pneumococos. Ogunniit al (2002)*" descreveram que ndo somente a expressdo dos PS é
diferencialmente regulada “in vitro” e “in vivo”, as também diversos fatores de viruléncia.

Os dados do nosso estudo concordam com aquelegatepor Goret al (2005)**

, OU seja,
verificamos que a proteina PsaA foi expressa narfigje de diferentes sorotipos de
pneumococos quando estes foram crescidos em memultiga solido contendo 5% de
sangue desfibrinado de carneiro.

Os resultados de nosso estudo permitiram validatao®s preditivos “in silico” que
indicavam a exposi¢do, na superficie, das protedeesionadas. Além disso, as ferramentas
de bioinformatica utilizadas em nosso trabalho destraram a sua aplicacédo e potencial para
indentificar e selecionar candidatos para projdeodesenvolvimento de vacina e diagndstico.
Adicionalmente demonstramos a funcionalidade ddg@apos policlonais produzidos, a
partir da imunizacdo com as proteinas recombinasesorotipo 5, que foram capazes de
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reconhecer epitopos nas proteinas nativas (pretekpmessas “in vitro” pelos pneumococos),

além de apresentarem reatividade cruzada enttiv@s0s sorotipos avaliados.

5.10. Imunofluorescéncia indireta para avaliacdo daxpressdo das proteinas na
superficie dos pneumococos

A técnica de imunofluorescéncia indireta, assim @@mécnica de citometria de fluxo,
foi empregada com objetivo de confirmar a expressds proteinas na superficie dos
pneumococos. Como descrito anteriormente, estueloRukselet al (1990) e Yamaguchst
al. (2008) ®® %8 demonstraram a expressdo das proteinas PfbA e Rsaduperficie de
pneumococos empregando a técnica de imunofluoreisc&endo que Russeat al (1990)
188 ytilizaram anticorpos monoclonais anti-PsaA, asspaque Yamaguchdt al (2008) %
utilizaram anticorpos policlonais gerados em coeluati-PfbA.

Para a realizacdo desta técnica utilizamos a l@@érpneumonia® 617/00 e os
anticorpos policlonais, gerados em camundongostraas dez proteinas recombinantes
avaliadas em nosso estudo (Figura 5.10.1).

A bactéria pneumococo apresenta tamanho de 0,2% b de diametro e nas
fotografias de IFI é visualizada como pequenos geonerdes, uma vez que 0 anticorpo
secundério utilizado € conjugado ao fluocromo FI'EM algumas laminas foi possivel
viualizarmos um halo menos corado em torno de aguoélulas bacterianas, demonstrando
ser uma regido com densidade diferente, sugerieda oresenca do PS; a presenca de
diplococos, arranjo apresentado por essa bagpéri, ser observada em algumas regides das

[aminas.
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CN con.

CP PsaA
02072 00962
02232 01909
01929 02009
00333 00080
00265 01065

Figura 5.10.1: Imunofluorescéncia indireta para estudo da expoedsaproteinas de
superficie em pneumococos. A barra branca no dafénor direito de cada painel indica o
tamanho de 2im. Ao lado de cada figura é indicada a proteinaalizada, apés realizada a
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marcag¢ao com o0s anticorpos policlonais contra aetejmas recombinantes. Em algumas fotos
foi possivel observarmos um halo menos corado enotde algumas células bacterianas,
sugerindo a presenca do antigeno capsular (setacd)raassim como foi possivel
visualizarmos a formacéo de alguns diplococos (gataelha). O anticorpo policlonal anti-
PsaA foi utilizado como controle positivo para arcagdo desta proteina na superficie
bacteriana (CP PsaA). Como controle negativo atilias a marcacao apenas com o anticorpo
secundario conjugado com FITC (CN conj.). Os amnpigs policlonais primarios foram
utilizados na diluicdo de 1:100 e o anticorpo sdéuin conjugado com FITC na diluicdo de
1:250.

Os resultados observados na IFI complementam aqdelmonstrados pela técnica de
citometria de fluxo, ou seja, verificamos que as piwteinas de pneumococos avaliadas neste
estudo sdo expressas na superficie bacteriard. gmeumonia® 617/00. Além disso, 0s
resultados obtidos pelas duas técnicas validaramesgltados preditivos obtidos pelas

analises “in silico” de localizacao dessas protemasuperficie de pneumococos.

5.11. Ensaio de adeséo e inibicado da adeséao celular

A participacdo das proteinas recombinantes de poeatos no processo de aderéncia
as ceélulas eucarioticas A549, célutss adenocarcinoma alveolar humafwm,avaliada por
citometria de fluxo. Para o teste utilizamos asleéleucaritticas acima descritas e a bactéria
S. pneumoniab 617/00.

Para verificarmos a capacidade de adesd®. ggmeumonia® 617/00 as célula A549 e
estabelecermos o MOI de infeccdo destas céluldzawes alguns ensaios preliminares.
Avaliamos o MOI de infecgdo 1:100 e 1:500 utilizana concentracdo de 2lQFC de
bactéria (Figura 5.11.1).

4 00E=05
3.90E+05
3,80E+05
3, 70E+05
3.60E+05
3,50E+05

3.40E+05
mMOT100

3.30E+03

EMOTS00
3,20E+03
3. 10E+03

3.00E+05

2.90E=05 -

Figura 5.11.1: Avaliacdo do MOI para infeccao das células A54& & pneumoniab
617/00. Os experimentos foram realizados trés vezebarra de desvio padréo é indicada na
figura.

81



Verificamos ques. pneumonia® 617/00 foi capaz de aderir as células A549, eanbo
percentual de adeséo tenha sido baixo e em torr©,8¢0,4%, ou seja, de cadd 1IFC de
bactérias colocadas em contato com as células A&m9torno de 3,5 x POUFC foram
capazes de aderir. Os resultados ndo demonstrafarangas em relacdo a quantidade de
células pneumocécicas aderidas quando a infecg&ediizada com MOI 100 (recuperadas
3,4 x 16 UFC) ou MOI 500 (recuperadas 3,6 X UFFC). Diante desses dados estabelecemos,
para este estudo, a utilizacdo do MOI 100, umaqrez quando do uso de MOI 500 foi
observado que as células comecaram a apreseniiar @fetoxico, com descolamento do
tapete celular.

A Figura 5.11.2 demonstra o valor de IMF obtidoapas células A549 incubadas com
0S pneumococos marcados com o fluorocromo FIT@, eédmn oS pneumococos marcados e
pré-tratados com os anticorpos policlonas, geranscamundongos, contra as proteinas

recombinantes.
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Figura 5.11.2:indice médio de fluorescéncia obtido a partir daliaa de citometria de
fluxo para estudo da inibicdo da adesdo de pneuwnscas ceélulas A549 utilizando
anticorpos policlonais contra as proteinas recoarti@s de pneumococos. Os anticorpos
policlonais gerados foram utilizados na diluicdoldE) e o MOI de infecdo da célula A549
foi de 1:100, sendo utilizada a concentracdo decklulas A549 para cada 2lOFC de
bactéria. Os experimentos foram realizados tréssveza barra de erro € indicada na figura.

Em nosso estudo verificamos que nenhum dos antisqupliclonais avaliados foram
capazes de inibir a adesao $opneumonia® 617/00 as células A549 uma vez que néo foi
observada reducédo do IMF para as células infectamaspneumococos pré-tratados com o0s
anticorpos policlonais, quando comparamos com odraes negativos - células A549
infectadas com 0s pneumococos sem pré tratamelm#9(A S. pneumonia® 617/00) ou
células A549 infectadas com os pneumococos pradimat com soro pré-imune (soro de

animal ndo imunizado - soro pré-imune) (Figura 211
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Na literatura ha diversos trabalhos descrevendoadicipacdo de proteinas de
pneumococos no processo de adesdo desta bactéddubas eucaridticas A549 ou Detroit
562 (células de adenocarcinoma de nasofaringe). o@x@amplo podemos citar: PcpA (Khan
et al., 2012)'"° PsaA (Romero-Steinat al 2003)*®* CbpA (Rosenowet al, 1997)%
BgaA (Limoli et al, 2011)*®" PavA (Prachet al, 2005)’® PfbA (Yamaguchkt al, 2008)

88.

Romero-Steineet al (2003}°° demonstraram que anticorpos monoclonais e pohion
(gerados em coelhos) contra PsaA e soros de pesjemie foram previamente avaliados
quanto a presenca de anticorpos contra PsaA, faa@pazes de inibir a adesao de
pneumococos (sorotipos 2, 4, 6A, 6B, 9V, 18C, 1DAe 23F) as células Detroit 562. Berry
& Paton (1996)*®? e McAllister et al (2004) ** também demonstraram que cepas de
pneumococos mutantes em PsaA apresentam uma retagdieréncia, “in vitro”, as células
A549 bem como as células de nasofaringe em modetwa&(“in vivo”). Contudo, em nossos
experimentos ndo conseguimos obsevar o mesmo fewdme inibicdo da adesdo do
pneumococoS. pneumoniab 617/00) as células A549 quando usamos o antiquuficlonal
anti-PsaA produzido em nosso laboratorio, embonhamos demonstrado a expresséao e
exposicdo da proteina na superficie da bactérims pensaios de citometria de fluxo e
imunofluorescéncia indireta, utilizando este mesmitcorpo (ver dados nos itens 5.9 e 5.10).

No que diz respeito a acessibilidade da proteia#& R®s anticorpos devemos levar em
consideracao a relacdo presenca “versus” quantidadag@psula polissacaridica expressa nas
amostras de pneumococos. Estudos reportados pam®agal. (2008)°° demonstraram que
variantes transparentes de pneumococos, as quaseatam reduzida quantidade de capsula
polissacaridica, demonstraram melhor aderénciaéldas epiteliais da nasofaringe em
modelos “in vitro” e “in vivo”. Para explicarmosiacapacidade dos anticorpos policlonais,
produzidos contra PsaA e contra as demais protavamdas neste estudo, de bloquear e/ou
reduzir a adesdo d& pneumonia® 617/00 as células A549, formulamos algumas bgast.

A primeira seria de que as proteinas recombinapteduzidas poderiam ndo estar na
conformacéao ideal, tendo produzido anticorpos némibnais em relacdo a capacidade de
blogquearem a ades&o bacteriana. E importante &aligne a grande maioria dos anticorpos
policlonais produzidos foram contra porcdes dadefmas alvo, esse fato poderia estar
relacionado a néo inibicdo da ligacdo das bactésaslulas alvo. Contudo esses anticorpos
foram capazes de marcar as proteinas expressasped#icde das células integras nos
experimentos de citometria de fluxo e imunofluoéesia indireta. A segunda seria em
relacdo a quantidade de capsula polissacaridic@®s@pela cepa avaliada neste estudo, uma
vez que nao realizamos ensaios preliminares peardifidarmos se a amostra € uma variante
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opaca ou transparente, isso consequentemente ncifwia na capacidade de adesdo da
bactéria, assim como na acessibilidade dos antiso§s proteinas em estudo. Em nosso
estudo demonstramos que quando da infeccdo daségk9 com 1DUFC da amostrs.
pneumoniaes 617/00, apenas cerca de 3,5 X WHFC foram capazes de aderir, ou seja, a
amostra de pneumococo demonstrou baixa capacideaéesao as células (percentual menor
do que 0,5%), no entanto ndo testamos outras cdpagneumococos, utilizando a
metodologia de citometria de fluxo, para avaliarraqeercentual de adeséo as células A549.
A terceira seria em relacdo ao préprio nivel deesgéio das proteinas alvos na superficie das
células pneumococicas ou na acessibilidade destdsipas aos anticorpos, que poderia
interferir na capacidade de inibicdo da adeséoega deS. penumonia®& 617/00 as células
A549.

Sabemos que os pneumococos utilizam diversas adgsara se ligarem as células do
hospedeiro. Assim, caso alguma proteina em nodgsooeslemonstre um fraco papel na
adesdo bacteriana, pode ser que outras adesifamerompensado esta baixa inibicao.
Além disso 0s pneumococos também se ligam as sédgaeliais através de residuos de
fosforilcolina na sua parede celular, ou por megopdi, ou utilizando os MSCRAMMSs
(componentes microbianos de superficie que recenmeunoléculas adesivas na matriz), ou
por meio de diversas outras proteinas que estdsuparficie bacteriana, entre outros
(Bergmann & Hammerschmidt, 2006; Kliee al, 2009; Paterson & Orihuela, 2018§ 8>
186.

Gosinket al (2000)*®” demonstraram que uma cepa mutante de pneumco&bpk
(02232) apresentou reducéo, em cerca de 10 vezespacidade de colonizar a nasofaringe
de ratos apos 48 h de infeccdo, quando comparadaaccepa selvagem. Neste mesmo
trabalho foi demonstrado que essa cepa mutanteseappoel uma reducdo de 70% na
capacidade de se aderir as células Detroit 562mpératura de 3C. Attali et al (2008)*°°
descreveram que a CbpE € um receptor para plasémimogumano, demonstrando que uma
cepa mutante nesta proteina, quando comparadaacmpa tipo selvagem, apresentou um
reduzido nivel de ligacdo a plaminogénio e ativad@glasmina, assim como uma reduzida
habilidade de atravessar a matriz extracelular eaeto “in vitro”. Além disso, nos trabalhos
de Atalli et al (2008) e Froleet al. (2010)*°% 1% foi demonstrada a capacidade da CbpE em
se ligar as proteinas de matriz extracelular. Taddss dados, em conjunto, contribuem para
elucidar o papel desta proteina no processo déi@adkspneumococo. No entanto, em nosso
estudo, ndo conseguimos demonstrar a inibicdodmniauicdo da adesdo do pneumococo as
células A549 utilizando anticorpo policlonal prodizem camundongo contra essa proteina
recombinante. As mesmas hipéteses propostas anterite para a nao inibicdo da adesao
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utilizando o anticorpo policlonal anti-PsaA e osnadés anticorpos policlonais gerados anti as
proteinas recombinantes, podem ser aqui aplicamaseja, a geracdo de anticorpos nao
funcionais em relacdo a capacidade de inibir aGadpseumocdcica as células eucaridticas, a
quantidade de capsula expressa pela bactéria, goderfluenciar na adesdo e na
acessibilidade dos anticorpos e o0 nivel de expoeskis proteinas na superficie do
pNeumococo.

Embora tenhamos verificado que nenhum dos antisgopticlonais gerados contra as
proteinas recombinantes tenha sido capaz de mibolesdo d&. pneumonia® 617/00 as
células A549, ndo podemos descartar por completopossivel participacdo destas proteinas
no processo de adesdo. Essa argumentacdo seréadefgrelo estudo de interacdo das

proteinas recombinantes de pneumococos com preteéénanatriz extracelular.

5.12. ELISA para estudo da interacdo das proteinasrecombinantes de
pneumococos com proteinas de matriz extracelular

S. pneumoniaeexpressa diversas adesinas que se ligam a ptel@eamatriz
extracelular, permitindo ao patdgeno interagir éigae as células do hospedeiro, bem como
com proteinas do plasma humano. Diversos trabaiws utilizado proteinas de matriz
extracelular para a caracterizacao das proteinpae@l@nococos, incluindo os estudos com as
proteinas PfbA (Yamagucket al, 2008),a-enolase (Bergmanet al, 2001), PspC (Davet
al., 2001), PspA (Hammerschidt al, 1999), Hic (Janulczykt al, 2008) e CbpE (Attalket
al., 2008; Frolett al, 2010)'00: 188 189:190: 191:19255 mecanismos de viruléncia que levam os
pneumococos a passarem do estagio de colonizagaoirpasdo ndo estdo totalmente
esclarecidos e compreendidos. No entanto saben®s guoliferagdo da infeccao requer a
penetracdo na matrix extracelular (Atteti al, 2008)**°. Outros patégenos também s&o
capazes de interagirem com proteinas de matria@dtriar, contribuindo para a patogénese
das infec¢des causadas por esses microrganismosefCGth, 2001 e 2007; Yanet al, 2014)
193; 194, 19?

A matriz extracelular é a parte do tecido anima groporciona suporte estrutural para
as células. Essa matriz inclui a matriz intersticipie se encontra entre as células, e a
membrana basal sobre a qual as células epitelessadsam. A matriz € composta por
proteinas glicosiladas, glicosaminoglicanos e patiarideos, que juntos formam uma rede
fibrosa que armazena agua e fatores de crescinmenersas sédo as proteinas que compdem
esta matriz extracelular, dentre elas podemos dtarolago tipo IV, a laminina e a
fibronectina, proteinas utilizadas em nosso est{iigura 5.12.1). Os colagenos sao as
principais proteinas da matrix extracelular e h&dios tipos descritos, sendo que o tipo IV é
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um colageno formador de rede sendo o principaltitaimgée da lamina basal. A laminina é

uma glicoproteina que também esta presente na dabsal, sendo que esta estrutura
apresenta funcdes estruturais, filtrantes, deterraipolaridade e influencia no metabolismo
das células, entre outras. A fibronectina por ®mé/uma glicoproteina adesiva extracelular

196 0 fibrinogénio

que auxilia a ligacao das células a matrix extrdaelAlbertset al, 1997)
€ uma glicoproteina presente no plasma e estawdwohas etapas finais da coagulacéo
como precursor de mondmeros de fibrina (Fretetl, 2010)"

Na Figura 5.12.1 demonstramos o perfil de interat@® proteinas recombinantes de

pneumococos, avaliadas neste estudo, com as @®témmatriz extracelular acima descritas.
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Figura 5.12.1: Avaliacdo da interacdo das proteinas recombinatgepneumococos
com proteinas de matriz extracelular por meio déSEL As proteinas de pneumococos
avaliadas estdo indicadas no eixo dos x e a le@mraAbsgso N0 eixo dos y. As proteinas de
matriz extracelular testadas estdo descritas na paperior dos graficos. Os experimentos
foram realizados em triplicata e a barra de desadréao € indicada. A linha em preto indica o
valor de “cut off”.

Como controle positivo em nossos testes utilizamws porcdo da proteina LigB
dominios repetivos 7-11 que compreende os aminoai&l2 a 943 (denominado de alvo 4)
de Leptospira interrogansorovar Lai, a qual ja foi previamente clonadxgressa em nosso
laboratério e descrita quanto a sua capacidadentiagir com proteinas de matriz
extracelular (Choet al, 2007 e 2011; Liret al, 2010)*%% 1* 197 Como controle negativo

utilizamos também um fragmento da proteina LigBnthios 2-11 que compreende 0s
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aminoacidos 131 a 649 deinterroganssorovar Pomona a qual ndo apresenta interacdo com
essas proteinas de matriz (lehal, 2010)*%. N&o foram detectadas reacdes inespecificas
entre o anticorpo conjugado anti-lgG de camundohgado a peroxidase, com as proteinas
testes de pneumococos, sendo que as médias daadeibtidas na Algforam entre 0,05 e
0,1; estas médias foram consideradas como sendancd Para o calculo do “cut off”
subtraimos as leituras médias de Abdos controles negativos das leituras médias abtida
branco, a seguir a este valor somamos duas vedeswio padrdo. Os seguintes “cut off”
foram estabelecidos, neste ensaio, para as cosdagiieé descritas: 0,14 para colageno 1V,
0,13 para fibrinogénio; 0,12 para laminina e 0,8fagdibronectina.

Dentre as dez proteinas de pneumococos avaliadawsso estudo verificamos que
02232 e 01065 apresentaram uma alta interacdo sauadro proteinas de matriz avaliadas;
enquanto que as proteinas 00080 e 00333 demonstbaiaa interacdo. Vale ressaltar, que
0s conceitos descritos de alta (ou forte) e baiafaca) interacdo sao relativos ao padréo de
interacdo demonstrada pela proteina controle (tdgBiinios repetivos 7-11 - alvo 4). As
demais proteinas de pneumococos avaliadas nestlbesio demonstraram interacdo com o
conjunto de proteinas de matriz extracelular adak.

A proteina 02232 (CbpE), ja descrita na literatérama proteina ligadora de colina e
atua como uma importante receptora de plasminog@maano, sendo que cepas mutantes em
cbpE demonstraram um reduzido nivel de ligacdo a plasgé@nio e ativacdo de plasmina
bem como demonstraram reduzida habilidade de asawve@ matrix extracelular em modelo
“in vitro” (Attali et al, 2008)*®°. Neste estudo foi demonstrado que essa protefeaepa
uma fraca interacdo com as proteinas fibronecfib@inogénio e colageno IV quando

188 demonstraram

comparada com as proteinas laminina e plasminogErotetet al (2010)
que CbpE é capaz de interagir fortemente com asipes laminina e plasminogénio, assim
como é capaz de se ligar a proteina fibrinogéragm nao se liga as proteinas fibronectina e
colageno 1V, ao contrario do demonstrado por Atglial (2008)*®°. Em nosso estudo
verificamos que essa proteina foi capaz de intefagemente com as proteinas laminina e
fibrinogénio, como descrito nos trabalhos citadate@ormente. Porém, ao contrario do que
foi descrito por Attaliet al (2008)*®° e Froletet al. (2010)*®® verificamos que essa proteina
demonstrou uma forte interacdo com a proteina rfdtina, quando comparamos com 0S
valores meédios de Alsg obtidos no controle positivo. Em relagdo a intéoadessa proteina
com colageno 1V, Attalet al. (2008)®° demonstraram haver uma fraca interacdo, ao passo
que Froletet al (2010)*® demonstraram nao haver interacdo entre estadrmasteEm nosso
estudo verificamos que CbpE foi capaz de interégitemente, com a proteina colageno IV e
em nivel semelhante a interagdo demonstrada caoteina fibronectina, quando comparada
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com o controle positivo. Esses dados, em conjusgpontam para a importancia do papel
dessa proteina na interacdo com as células do deispeatuando no processo de adesédo
bacteriana como demonstrado por Gostlal (2000)*®’. Tendo em vista que a proteina
01065 apresentou padrdes de interacdo, com adr@®tde matriz extracelular, equivalentes
aos padrdes demonstrados pela proteina CbpE, psdampor que essa proteina possa estar
envolvida no processo de adesao e invasdo. Cqrat&lo momento ndo encontramos dados
na literatura que descrevam o papel de proteinafrddia quinase e sua interacdo com
proteinas de matriz extracelular.

As proteinas 00333 e 00080, embora tenham apresemtaa interacdo mais fraca com
as proteinas de matriz extracelular avaliadasgzapossam também desempenhar algum
papel no processo de adesdo do pneumococo as scélakpedeiras. Entretanto, nao
encontramos na literatura dados que descrevam el jpi@stas proteinas no processo de
adesao bacteriana.

A proteina 02072 (PiuA), descrita na literatura, dapaz de induzir protecdo em
camundongos contra desafio sistémico (Brostral, 2001) "° bem como contra desafio
intranasal (Jomaat al, 2006) ">, sendo sua capacidade protetora correlacionadaacom
funcionalidade dos anticorpos gerados, o0s quaisodstraram capacidade opsonizante
(Jomaaet al, 2005)**. Contudo, o envolvimento dessa proteina no procgssadesao, até o
momento, n&o foi descrito. Os dados obtidos em on@studo corroboram com os da
literatura no que diz respeito ao fato dessa prateéio ser capaz de se ligar as proteinas de
matriz extracelular. Esse resultado demonstrou gsga proteina possivelmente nao
desempenha papel no processo de adesdo do pneonamdospedeiro, contudo constitui
um importante candidato vacinal pela sua capacidadeduzir protecao.

A caracterizacdo das interacdes entre as protedim8s pneumoniaeom proteinas de
matriz extracelular permite melhor compreenséo aeepdessas proteinas no processo de
aderéncia, na colonizagédo do hospedeiro e na pasgédas infeccdes causadas por este
microrganismo. A ligacdo as proteinas de matrizaeetular funciona como uma ponte de
ligacdo entre o microrganismo e as células do liespe favorescendo a aderéncia e a
formacdo de biofilme, uma vez que durante o praceks lesdo tecidual varias dessas
proteinas sdo expostas (Broetnal, 2001; Jomaat al, 2006)’” "2 Durante uma infeccéo a
resposta do hospedeiro inclui a producao e ativdeduoatrix-metaloproteases. Estas enzimas
sdo capazes de degradar a matriz extracelularanpm desempenham importantes funcdes
na remodelacédo dos tecidos, na proliferacdo celnéapoptose e na defesa do hospedeiro.
Assim a ativacédo dessas metaloproteases durantecgdo pode ser importante mecanismo
para a liberacdo de bactérias aderidas, podendbesesfico, por exemplo, permitindo o
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“clearence” bacteriano a partir de bactérias adsr@b mucociliar dos pulmdes. Porém em
outros casos pode ser prejudicial, facilitando sse&inagdo do microrganismo dentro dos
tecidos infectados (Paterson & Orihuela, 20%9)

5.13. Avaliacéo da presenca e do grau de identidadeicleotidico e proteico entre
amostras de origem clinica de pneumococos

A presenca de antigenos que sejam expostos e eadssrentre os diferentes sorotipos
de pneumococos constituem potenciais alvos para esengtolvimento de vacinas
recombinantes. Assim, tendo em vista o expostoacos alvos selecionados neste estudo
foram avaliados quanto a sua presenca em amograsigem clinica, isolados no Brasil.
Além dssim, também avaliamos o grau de identidadéentidica e proteica destes alvos, em
conjunto com os dados disponiveis no “GenBank”.

Para verificarmos a presenca dos genes, avaliadste restudo, nas amostras de
pneumococos, realizamos o cultivo das bactériasxteacdo do ADN e a seguir PCR e
sequenciamento nucleotidico.

O ADN extraido deStaphylococcus aureusi utilizado como controle negativo nas
reacdes de PCR. O gepsaA o qual € bem caracterizado e presente em todas@sras de
pneumococos (Morrisoet al, 2000)%° foi utilizado como controle positivo em nosso dstu

Para calcularmos o percentual médio de identidad#eotidica e proteica entre as
sequéncias disponiveis no “GenBank” e aquelas gsrain nosso estudo, a partir do
sequenciamento dos genes amplificados, foi geradanatriz de identidade e a partir desta
matriz foi calculada a média de identidade entranasstras. A média foi calculada somando-
se 0s percentuais de identidade contidos na mefriapds, dividindo-se o resultado do
somatorio pelo niumero de células da matriz.

Na Tabela 5.13.1 demonstramos a presenca dosalatisados entre as 51 amostras de
pneumococos avaliadas neste estudo (ver descragamdostras no Anexo 5), assim como o
grau de identidade entre as sequéncias nucledidicproteicas entre as amostrasSde
pneumoniag(analisadas neste estudo e aquelas disponiveissanBank”), Streptococcus
mitis, Streptococcus oralidJo5 e Streptococcus pseudopneumonikd¥493 (esses trés

ultimos disponiveis no “GenBank”).
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Tabela 5.13.1: Presenca e grau de conservacdo dos alvos em asoge
Streptococcus. penumonjaeStreptococcus mitisB6, Streptococcus oralisUo5 e
Streptococcus pseudopneumoniaé493

Conservagéo de nt e de

Presenca em Conservagdo de rit Conservagdo de nte Conservacgao de nte

PRI

iztiqeome cepas deS. e de a8 (média % aas(miglsmg)nligg:gtre de aa (média % ID) de aa (média % ID)

P 5 617/00 pneumoniae ID) entre S. pégudopneumoniée entre S. pneumoniae entre S. pneumoniaee

(este estudo) pneumoniae 1S7493 e S. mitis B6 S. oralis Uo5

00062 51 98,4/99,6 96,4/99,4 95,5/99,4 84,2 /94
00265 51 99,6 /99,9 98/99,3 89,3/96,2 78190,7
00271 51 99,5/99,9 96,8 /98 93,/95 d .
00589 51 99,4/99,6 98,6 /98,9 92,7/97,8 86,6 /95,9
00962 51 99,8/ 100 92,9/94,7 83,4/84,2 84,3/85,5
01065 51 93,3/93,6 90,5/91,5 79,1/82,1 81,8/86,1
01195 51 99,6 /99,1 94,5/94,4 94,2 /94,7 80,6 /80,8
01909 51 99,6 / 100 99/100 94,7 /98,8 92,5/99,2
01929 50 98,6 /99 93,5/97,3 92,9/97,8 -
01967 51 92,7/92,7 78,6 /78,5 77,8/78,4 56,4 /57,4
02009 51 98,3/98,6 91,9/96,8 93,5/100 72179,6
02072 51 99,5/99 94,1/95,4 - -
02232 51 96,7 /96 96,1/ 96,2 92,1/92,1 -
00333 49 /96 /95 /95 /81
00080 50 /96 /92 /92 /89
00397 51 /99 /96 /93 /78
00787 51 /96 /93 /91 / 86

®nt — nucleotide®aa — aminoaciddmedia % ID — media percentual de identidddene ou proteina n&o encontrada na espécie
analisada

Verificamos que, dos 17 genes avaliados neste @stddencontram-se presentes em
todas as amostras de pneumococos de origem dividiados. No entanto, alguns genes néo
foram amplificados entre os amostras avaliadase exles estadd1929 ndo amplificou na
amostra 19F ATCC 4961%®0333 ndo amplificou nas amostras 14 (2721) e 35B (#0)
00080 ndo amplificou na amostra 19F (720). Uma das digiies nesse estudo € que a
auséncia dos genes foi baseada em PCR, assingsultsades negativos ndo necessariamente
equivalem a auséncia dos genes nas amostras, gaesnpexistir diferengcas nucleotidicas
entre a sequéncia de anelamento dos oligonuclestidieiadores e as sequéncias génicas.

Um ponto que chamamos a atencdo é que quando gemabanco de dados contendo
as proteinas détreptococcussp., as sequéncias gendmicas Slemitis S. oralis e S.
pseudopneumoniagio estavam disponiveis no “GenBank”. Contudo bBrijstem mais de 11
genomas dé&. oralis e S. mitise 3 deS. pseudopneumoniaksponiveis, incluindo genomas
completamente sequenciados e projetos WGS, o gsiep@nitiu verificar que os genes
selecionados neste estudo encontram-se distribafdos estas espécies bacterianas.

Os pneumococos sdo membros do grupo Viridans esexgeen uma alta relagéo
genética com as espécies Slemitis e S. oralis No entanto enquanto 0s pneumococos sao

patogenos classicoS, mitise S. oralissdo usualmente patégenos comensais das membranas
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mucosas, que ocasionalmente podem causar doencagunigtas em pacientes
imunocomprometidos, particularmente naqueles queseptam transplante de valvulas
cardiacas, de 6rgdos ou cancer (Denapaidk, 2010; Reichmanat al, 2011)'% 19

O S. pseudopneumonidei recentemente descrito como membro do grupasMib
grupo Viridans, sendo fenotipicamente e geneticéneglacionado cons. pneumoniges.
mitis eS. oralis Cepas d&. pseudopneumonideram isoladas do trato respiratério inferior
e sdo responsaveis por causarem infeccées em fgacmym historico de doenga pulmonar
obstrutiva crénica (Keittet al, 2006; Mohammadet al, 2012)%°* ?** embora o seu
significado clinico ainda seja desconhecido (Rark., 2012)?%

Interessante observar que o gdéi®09 foi identificado, por “blastn” na espécke.
pasteurianusATCC 43144 §. gallolyticussubsp.pasteurianus Embora seja comensal, a
espécieS. pasteurianug capaz de causar sepse neonatal e meningitei@mas e adultos
(Lin et al, 2011)?*

Aproximadamente 20 diferentes espéciesStteptococcusp. residem na nasofaringe,
muitos dos quais sdo naturalmente transformaveigodanto, sdo capazes de trocarem
material genético com os pneumococos (Majeveskal, 2000 2°* Assim, algum grau de
similaridade é esperado que ocorra entre espéaigaugo Viridans, com8&. mitis S. oralise
S. pneumoniagKilian et al, 2008)%°® sendo que o grande nimero de genes homdlogos
associados a viruléncia, entre estas espéciesalawmainteressante questionamento bioldgico
no contexto dos diferentes comportamentos e p@tsnpatogénicos destes microrganismos
no mesmo nicho.

A razédo para a grande diferenca no potencial déévicia entre espécies do grupo Mitis
ainda ndo € bem compreendida. Varios genes saoitdescomo sendo codificadores de
fatores de viruléncia erS. pneumoniagom base em ensaios de infeccdo em animais. No
entanto, muitos deles estéo presenteSemitisB6, por exemplo (Denapaiét al, 2010)*%

A expressdo desses genes pelas espécies comenilacia a transferéncia génica
horizontal (HGT). Hakienbeck e colaboradoagmid Kilian et al. (2008)?® sugerem que ha
uma “suave transicao” entre essas espécies.

Tendo em vista a presenca de genes de pneumocas@spécieS. oralise S. mitis
em nosso estudo incluimos as amostraS.deralisATCC 10557 €5. mitisATCC 49456. A
presenca dos genes em cepasSderalise S. mitisavaliadas neste estudo, bem como a
presenca das proteinas avaliadas nos genomas igsigamo “GenBank” estdo descritas no
Anexo 12.

Diversos estudos tém reportado a presenca e digiilb de genes e proteinas de
pneumococos em amostras do grupo Mitis, sendo gqusndos fatores de viruléncia de
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pneumococos, 0s quais estdo sendo considerados pmertciais candidatos vacinais e que
poderiam proporcionar uma protecéo cruzada entseragipos (Darriewet al, 2013; Miyaji

et al, 2013)°%" ®2 estdo amplamente distribuidos erfremitise S. oralis Por exemplo:
Madhour et al (2011) **® demonstraram que muitas proteinas consideradangiais
candidatos vacinais, como PavA, BgdA e NanA est@sgntes ens. oralise S. mitis
incluindo CbpD (01967), uma das proteinas avaliaasiosso estudo. Whalahal (2006)

! identificaram o gengiuA (02079 em 22 cepas de pneumococos isoladas de diferentes

207 também

paises, bem como em cepas Sleoralis e S. mitis Johnstonet al (2010)
identificaram a presenca de varios genes pneuntmoem S. oralis S. mitise S.
pseudopneumoniadncluindo licC (00062 também avaliado em nosso estudogbpD.
Donatiet al (2010)?® descreveram a presenca de proteinas pneumocdeicaserficie ou
conhecidas por estarem envolvidas em viruléncrdezdcdo com o hospedeiro, &nmitise

S. oralis incluindo CbpE e CbpD. Em nosso estudo igualmestdicamos a presenca de
cbpeemsS. mitisATCC 49456 mas nao e oralisSATCC 10557. Entretanto, ao contrario de
Donatiet al (2010)?°® verificamos quebpD esta presente em ambas as espécies avaliadas,
S. oralise S. mitis No entanto, como exposto anteriormente, a aus&us genes € baseada
em PCR e a ndo amplificacdo génica néo signifieacggene néo esteja presente na especie.

E importante ressaltar que vacinas de subunidadeatias em moléculas que
codificam para genes com alelos variaveis, qudaptar, codificam para proteinas variaveis
que nao sdo capazes de induzirem uma respost@gioeotruzada, podem sofrer mutacdes
Além disso, genes que codificam para alvos naamesss usados para a vacinacdo podem ser
descartados sob o efeito da pressado do sistemaejnaumenos que eles confiram uma
vantagem seletiva para as cepas que os carreganat{Bb al, 2010)**®. Devido a isso é
importante o estudo de proteinas que sejam amptandesiribuidas e conservadas entre os
diversos sorotipos de pneumococos e que possamcatua alvos vacinais.

Em relacdo a identidade nucleotidica verificamos gsi genes avaliados neste estudo

demonstraram um alto grau de conservacdo entmmestias de&. pneumonigeem torno de
98% de identidade, exceto para os g5 01967e 02232 os quais apresentaram graus
de identidade em torno de 93,3%, 92,7% e 96,7%geotisamente. Igualmente observamos
um alto nivel de conservagdo nucleotidica, paraasonma dos alvos avaliados, entre as
amostras d&. pneumoniae S. mitisB6 (>92%), entr&. pneumoniae S. oralisUo5 (>80%)
e entreS. pneumoniae S. pseudopneumonid87493 (>90%). Entretanto verificamos que
para os genef0265 00962 01065e 01967 a identidade foi de 89,3%, 83,4%, 79,1% e
77,8%, respectivamente, entre as amostr& gaeeumoniae S. mitisB6.

Os gene0265 01967 e 02009 demonstraram uma identidade nucleotidica de 78%,
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56,4% e 72%, respectivamente, entre as amostr8s pleeumoniae S. oralisUo5. O gene
01967 apresentou identidade de 78,6% entre amostras Sdepneumoniaee S.
pseudopneumoniadS7493, enquanto que o ge®d909 presente emS. pasteurianys
apresentou grau de identidade de 86,9% com as @®0&5. pneumoniae

Donati et al. (2010)2% descreveram um alto grau de conservacdo nucleatfdira o
gene01967(98,94%). Em nosso trabalho observamos uma idatgichucleotidica de 92%,

préxima a descrita por Donatt al (2010)%®

, entre as amostras de pneumococos avaliadas.
No entanto, foi observada uma variabilidade enlgaraas amostras as quais demonstraram
um menor grau de identidade. Essa diferenca emosewte conservacao nucleotidica, e
consequentemente proteica, pode ser explicadgppdanca de dois dominios SH3 em CbpD
em alguns sorotipos, enquanto que outros apreaemtam dominio SH3. O dominio SH3 é
responsavel por ligar a proteina ao peptideoglicenparede celular (Eldholet al, 2009)%.

Em nosso estudo as amostras que apresentaram ummi@dioram os sorotipos 3 (4
amostras), 5 (3 amostras), 7C (1 amostra), 9N (bstaa) e 14 (1 amostra). Também
verificamos que as amostras 8e mitisB6, S. oralisUo5 e S. pseudopneumonid&7493
apresentaram somente um dominio SH3. No entanto,nesso estudo ndo podemos
estabelecer correlacdes entre a presenca de umisulaminios SH3, entre os diferentes
sorotipos, com seus complexos clonais ou com arns@ianenor capacidade de causarem
colonizacdo ou doenca invasiva, por exemplo, p@e dispomos de dados de MLST
(“multilocus sequence typing”) para todas as amagstvaliadas assim como nao foram
realizadas avaliacfes “in vivo” e “in vitro” com eerotipos acima descritos.

Em relacdo a identidade proteica também observamoslto grau de conservacao das
sequéncias de aminiacidos nos alvos avaliadose Batamostras d& pneumoniae grau de
identidade proteica foi >96%, exceto para as pragei01065 e 01967, as quais
demonstraram identidade de 93,6% e 92,7%, respeutinte.

O grau de identidade proteica dos alvos selecianadiotre a espécie d8.
pseudopneumoniaks7493 e as amostras & pneumoniadoi alta (>92%), exceto para a
proteina 01909 que demonstrou 78,5%.

Com relacao ao grau de identidade proteica dos &nteS. mitisB6 e as amostras de
S. pneumonigeverificamos que a maioria demonstrou uma altsemacao (>95%), exceto
para as proteinas 00962, 01065, 01967, 02232, 000897 e 00787 as quais demonstraram
identidades de 84,2%, 82,1%, 78,4%, 92,1%, 92%, 83406, respectivamente.

O gene que codifica a proteina 02072 nao foi ifleatto no genoma d&. mitisB6,
mas essa proteina estd presente em outros generasritis(projetos WGS) (ver Anexo
12) com uma identidade >91%.
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Com relacdo ao grau de identidade proteica dos @&mtreS. oralisUo5 e as amostras
de S. pneumonigeverificamos que o grau de identidade foi >90%aps proteinas 00062,
00265, 01909 e 00589, enquanto que para as prste@res2, 01065, 01195, 00333, 00080,
00387 e 00787 o grau de identidade foi entre 8086%. As proteinas que demonstraram
menor grau de conservacdo foram as 01967 e 02009,57,4% e 79,6% de identidade,
respectivamente.

Os genes que codificam as proteinas 00271 e 0287 2oram detectadas e® oralis
Uo5, mas essas proteinas estéo presentes em gem@was dS. oralis(projetos WGS) (ver
Anexo 12) com um grau de identidade >64% e >9#¥pactivamente.

A proteina 01909 apresentou um grau de identide&d®8% entre a amostra &
pasteurianue as amostras & pneumoniae

Assim, verificamos que os alvos selecionados rtestb@lho encontram-se amplamente
distribuidos entre os diferentes sorotipos de preocds e apresentam uma alta identidade
nucleotidica e proteica; sendo estas caractedsiicportantes para alvos que pretendem ser
utilizados como vacinas. Portanto todos os alvos apliados seriam, sob este aspecto, bons

candidatos vacinais.

5.14. Andlises filogenéticas

As arvores filogenéticas geradas nao foram enragzadportanto, demonstram somente
as relacdes filogenéticas entre genes/proteinassgamir o sentido evolutivo em relacdo ao
tempo ou ordem de divergéncia.

Verificamos que as arvores filogenéticas (Anexo W&3eadas nos alinhamentos dos
ADN e das sequéncias proteicas para os alvos adatisdiemonstram qu& oralisé mais
distante de5S. pneumoniaenquanto qu&. mitise S. pseudopneumoniado mais proximos.
Isso pode ser verificado quando avaliamos o gradeigidade, nucleotidico e proteico, entre
as amostras avaliadas. Os alvos analisados dem@mstruma alta identidade entre as
amostras d&. pneumoniag>96%), assim como ent& pneumoniae S. pseudopneumoniae
(>96%), entreS. pneumoniae S. mitis(em torno de 92%) e ent& pneumoniae S. oralis
(em torno de 85%), sugerindo que os alvos ndo sitw divergentes entre estas amostras.
Verificamos que todas as cepas de pneumococos fammam grande grupo filogenético
relacionado entre si, estan@ pseudopneumoniancluido neste grupo, ao passo dbie
oralis e S. mitis(para alguns alvos avaliados) ficaram localizasiegarados do “cluster”
formado pelos pneumococos; no entanto todas asciespgdo altamente relacionadas.
Verificamos que dentro do grupo filogenético formgelos pneumococos ocorreu a presenga
de outros grupos menores, em virtude das pequemasdes nas sequéncias nucleotidicas e
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proteicas apresentadas pelos alvos; alguns destpesgestdo relacionados a determinados
sorotipos, mas esta observacdo néo pode ser ektqratia todos os alvos avaliados. Assim,
em virtude da pequena divergéncia entre o alvodaigmssivel observarmos a formacéo de
grupos filogenéticos consistentes. Esse fato guar@do uma vez que as proteinas foram
selecionadas por serem alvos conservados nos poeooso

Outros estudos tém relatado as relagfes filogasetntre os genes presentes em
pneumococos e nas espécies relacion&dasitis S. oralise S. pseudopneumonigé/halan
et al, 2006; Donatét al, 2010)"* ?°® Nesses estudos os autores demostraram que &pas d
oralis sdo mais divergentes, enquanto que cepa$.dsitissdo mais relacionadas &

pneumoniaeDonatiet al (2010)*%®

sugeriram qué&. pneumoniaé um clone bem sucedido e
adaptado (em relagcdo ao seu potencial patogénieo)ma populacdo maior que inclui
numerosos linhagens & mitis

Portanto, os dados obtidos em nosso estudo comeardmn 0s descritos na literatura,
demonstrando qu8. oralisé menos relacionadoS pneumonigesnquanto qué. mitise S.

pseudopneumonia@o mais relacionados geneticamente aos pneunsdcoco
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. Neste trabalho selecionamos, amplificamos, clonamosxpressamos, em
sistemaE. coli, 19 proteinas de pneumococos, as quais demomstrpradicdo para
localizac&o sub-celular extracelular (de parte euadla a proteina), utilizando programas de
bioinformética.

2. Das 19 proteinas expressas, 10 foram purificadésrmea sollvel.

3. Verificamos que todas as proteinas foram antigéngendo capazes de gerar
uma resposta imune com producdo de anticorpos|@uiis 0S quais reconheceram as
proteinas recombinantes em ensaios de “immunatiti

4. As proteinas 02232 e 02072 foram as que demonstrandigenicidade mais
elevada, ou seja, os anticorpos policlonais aptasan titulacbes maiores (0s anticorpos
foram capazes de reconhecer estas proteinas ememdituicdes), quando comparadas com
as proteinas 00080, 00333 e 01929, por exemplo.

5. Em relacdo a antigenicidade das proteinas recomieiade pneumococos
frente aos soros de pacientes com meningite pneigitac observamos que as proteinas
02232 e 02072 foram as mais antigénicas, sendmhecmas por mais de 50% dos soros
avaliados (23 e 17 soros, dos 24 avaliados, respewnte), dados que corroboram com
aqueles observados para a avaliacdo frente aosommus policlonais produzidos nos
camundongos. No entanto as proteinas 01065 e O01Q@®®, demonstraram perfil de
antigenicidade semelhante a das proteinas 022320@20quando avaliadas frente aos
anticorpos policlonais produzidos em camundongés, foram reconhecidas com o0 mesmo
grau de antigenicidade pelos soros humanos, seativas para 9 (01065) e 7 (01909) soros
de pacientes, por outro lado, as proteinas 003BB929 foram as menos antigénicas frente
aos anticorpos policlonais gerados em camundon@@n&e aos soros de pacientes, porém a
proteina 00080 que demonstrou ser pouco antigémicte ao anticorpo policlonal produzido
em camundongo foi reconhecida por 11 (~45%) soegsadientes. Portanto, nao foi possivel
estabelecermos uma correlagcdo entre o potencigjéaito das proteinas recombinantes
frente aos anticorpos policlonais gerados em maai@lmal com o potencial antigénico destas
proteinas frente aos soros de pacientes apresentamingite pneumocoécica. Devemos levar
em conta que a resposta de anticorpos pelos pesipate estar relacionada a varios fatores,
tais como o nivel de expressdo da proteina, poe plarbactéria, durante a infecdo, o quadro
clinico desenvolvido pela doenca pneumocoécica ($e®ngite, pneumoniae, otite ou outra
infeccdo) e a apresentacdo das proteinas pardemaismune. Além disso, é importante
considerar o sorotipo causador de doenca, poiscmsontrabalho observamos que existem
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diferencas quanto a expressao/reconhecimento adsirm@as pneumococicas de superficie
entre as diferentes amostras de pneumococos.

6. A presencga de anticorpos em pacientes, contracasipas recombinantes de
pneumococos avaliadas neste estudo, indica haeelugio de uma resposta imune em
humanos contra estes antigenos, embora esta @spostsi s0, ndo signifique que estes
antigenos possam vir a ser protetores quandoaddsz em uma composicdo vacinal. Os
dados indicam que estas proteinas sao expressesdinsao capazes de induzir a produgao
de anticorpos durante a infeccdo (meningite) e dadividade cruzada entre os diversos
sorotipos avaliados.

7. Empregando as metodologias de citometria de fluxan@nofluorescéncia
indireta confirmamos “in vitro” os dados obtidos “silico” os quais indicavam ser de
superficie as proteinas selecionadas. Por meiéatect de citometria de fluxo verificamos
que as dez proteinas avaliadas neste estudo foq@messas na superficie dos dez sorotipos de
pneumococos (1, 4, 5, 6B 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 28Kjeto a proteina 00333 para a qual
ndo houve marcacdo no sorotipo 7F. Por meio ddctéae imunofluorescéncia indireta
igualmente confirmamos que as proteinas avaliadesmf expressas na superficie 80
pneumoniaé 617/00.

8. Verificamos que o0s anticorpos gerados contra aseip@s recombinantes
foram capazes de reconhecer as proteinas nativaspeaficie de sorotipos heterdlogos de
pneumococos demonstrando a reatividade cruzad& @ssas proteinas nos diferentes
sorotipos.

9. Por meio da citometria de fluxo verficamos quereinas 02072, 00265 e
01909 foram as que apresentaram maior percentuakldéas marcadas, ao passo que as
proteinas 00080 e 00333 foram as que apresentaesormMmarcacao nos sorotipos avaliados.
Na discussdo pontuamos que essa expressao difdrelas proteinas na superficie dos
pneumococos pode ser devido a baixa expressdord@sngs na superficie bacteriana ou
devido a acessibilidade diminuida aos anticorpoa pstas proteinas nos sorotipos avaliados.
No entanto, ndo realizamos estudos que possamglistentre essas duas hipoéteses.

10. Em relacdo a capacidade de ligacdo das proteinembinantes as proteinas
de matriz extracelular, demonstramos que quatrtejras - 02232, 00333, 00080 e 01065 —
foram capazes de interagir com as proteinas deznaataliadas, o que nos leva a especular
que estes alvos possam ter alguma participacaoaoegso de aderéncia do pneumococo as
células do hospedeiro, indicando a importanciaadegtoteinas como potenciais candidatos
no desenvolvimento de uma vacina proteica.

11. Embora algumas proteinas de pneumococos tenhamndgado ligacdo as
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proteinas de matriz extracelular, em nosso estedificamos que os antiorpos policlonais
gerados contra as proteinas recombinantes ndo foegazes de inibir a adesdo 8e
pneumoniae5 617/00 as células eucaridticas A549. Como o ga®ax de adesdo € um
fendbmeno complexo, envolvendo diversos fatoresimééncia do patégeno e do hospedeiro,
podemos especular que talvez a participacdo désipas selecionadas no processo de adeséo
“in vitro” seja fraca e/ou multifatorial.

12. Em relacdo a presenca e o nivel de conservacdaaldos selecionados,
verificamos que os candidatos avaliados estdo anepie distribuidos entre amostras de
origem clinica e apresentam alta identidade nudieat e aminoacidica. Porém os genes
também fora encontrados em amostrasStieptococcuslo grupo Mitis, comd. oralis S.
mitis, e também ens. pseudopneumoniakstas espécies sao descritas na literatura como
sendo altamente relacionadas geneticamente conmpiceaos, com 0s quais compartilham
varios fatores de viruléncia. Assim, nossos dadwmsoboram com aqueles descritos na
literatura.

13. Resumo das conclusdewerificamos que as duas proteinas mais antigénica
em modelo animal, 02232 e 02072, também foram as mardigénicas frente aos soros
humanos de pacientes com meningite pneumococicdo spie a proteina 02072 foi uma das
gue apresentou maior percentual de células marcwdasperficie bacteriana na analise de
citometria de fluxo. Ja as proteinas 00080, 0033899 que foram as menos antigénicas em
modelo animal, igualmente demonstraram baixa amtigiade frente aos soros humanos,
exceto para a proteina 00080, bem como demonstizaiexo percentual de células marcadas
na superficie bacteriana. Isso nos leva a inferer @mbora algumas proteinas, como as 00080
e 00333, apresentem baixa antigenicidade em maieinal e sejam pouco expressas na
superficie bacteriana, ou que apresentam reduzidasidilidade aos anticorpos, podem
desempenhar papel importante na patogénese dorganremo, uma vez que estas proteinas
demonstraram ligacdo a proteinas de matriz extriacelAlém disso a proteina 00080 foi
capaz de ser reconhecida por 45% dos soros huragalados neste estudo.

14. Concluséo final propomos que as proteinas 02232, 00080, 0033B0650
podem ser consideradas importantes alvos vacinaissprem expressas e expostas a
superficie bacteriana e terem demonstrado interaQéov proteinas de matriz extracelular,
podendo indicar algum papel destas proteinas regpso de adesado da bactéria as células do
hospedeiro. Por outro lado ndo descartamos a gbssiportancia das proteinas 02072 e
02009 no processo de infeccdo de pneumococo, dodeide essas proteinas terem sido
reconhecidas por mais de 41% dos soros de pacientes

Como perspectivas propomos realizar: a) Estudo dbs@d e inibicdo as células
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eucaridticas A549 utilizando outros sorotipos deymococos, para reavaliarmos o potencial
dos anticorpos policlonais gerados nos animaisndoiar a adesao bacteriana a estas células;
b) Ensaio de competicdo, utilizando as proteinasmbinantes, a fim de verificar o papel
destas no processo de inibicdo de adesao bactec@nalementando os ensaios de inibicdo
de adeséo utilizando os anticorpos policlonaisdgesac) Padronizacdo da Blem modelo
murino para diferentes sorotipos bacterianos @dest dos candidatos vacinais em modelo
de sepse e de pneumonia, utilizando diferentevauljes; d) Padronizacéo e estabelecimento
de um correlato de protecdo baseado no ensaio slnigpcdo a fim de verificar se as
proteinas recombinantes sdo capazes de gerarrpnscopsonizantes; e) Busca de novos

antigenos proteicos que possam ser utilizados patemciais candidatos vacinais.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Genomas utilizados, numero de proteinas angtaglstatus dos sequenciamentos, caracteristisa@gpas, publicacdes e centros que

realizaram o sequenciamento dos genomas utilizaaiasa montagem dos bancos de dados

Taxld?!

(“GenBank”)

Numero de

proteinas
anotadas

Espécies e cepas

Estatus do

sequenciamento

(Abril/2009)

Caracteristicas das amostras

Publicacéo

Centros dequenciamento

néo publicado

516950

512566

488223
488222
488221

487214

487213

373153
171101

170187

561276

453366
453365
453364

453363

453362
453361

406563

2.028

2.206

2.115

2.073
2.123
2.202

2.155

2.044

1.917
2.043

2.105

1.990

1.851
2.088
1.825

1.945

2.026
1.763

2.416

S. pneumoniasorotipo 5 cepa

617/00
S. pneumonia€GSP14
S. pneumonia&54

S. pneumoniaP1031
S. pneumoniadJA
S. pneumonia@0585

S. pneumoniae Hungatr9A-6

S. pneumonia&aiwanl9F-14

S. pneumonia®39

S. pneumoniaR6
S. pneumonia&lGR4

S. pneumonia@TCC 700669

S. pneumon@&MLV-016
S. pneumonia€DC3059-06
S. pneumonia€DC0288-04

S. pneumonia8P195

S. pneumonia€DC1873-00
S. pneumonia€DC1087-00

S. pneumonia8P23-BS72

projeto WGS

completo

completo

completo
completo
completo

completo

completo

completo

completo
completo

completo

projeto WGS
projeto WGS
projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS
projeto WGS

projeto WGS

sorotipo 5, isolado de liquido cefalorraquidiangscetivel a

sorotipo 14, isolado de paciente com pneumoniandiai 2004-

sorotipo 19F, MLST ST63, isolado do trato respiiatd
(Genova, ltalia, 1997), resistente a macrolidesraciclina

1, MLST ST217

sorotipo 19A (ATCC 700673), isolado de ouvido
(Hungary, 1989) resistente a pebicilina

serotyipol19F, isolado de liquido cefalorraquidiéhaiwan,

resistente a penicilina
sorotipo 2, cepa virulenta encapsyll ST ST595
sorotipo 2 (ATCC BAA-25),cepa avirulenta derivaga@i39,

sorotipo 4 (ATCC BAA-34), cepa virulenta encapsaladolada
do sangue de paciente mulher, 30 anos, em Kongsving
Norway (Norway)
sorotipo 23F, MLST ST81,cepa multidroga resistente
(Barcelona, Spain, 1984)

sorotipo 9V (ATCC 700671), (Tolouse, France),
resistente a trimethoprim-sulfamethoxazolere erécpima

sorotipo 23 isolado de nasofaringe de crianca dqaigu
pneumonia apoés participar de um ensaio clinico eacma
pneumocdcica no Hospital da Crianga de PittsbutdA/E

néo publicado (este estudo)

BMC Genomics. (10:158)
Microb Drug Resist. (7(2):99-
125)

Genome Biology (10R1

Genome Biology (11:R107)
Genome Biology (11:R107)

Genome Biology (11:R107)

Genome Biology (11:R107)

J Bacteriology (189, 38-51)
J Bacteriology (183, 5709-
5717)

Science (293, 498-506)

J Bacteriology (191, 1480-9)

Genome Biology (11:R107)
Genome Biology (11:R107
Genome Biology (11:R107

Genome Biology (11:R107)

Genome Biology (11:R107)
Genome Biology (11:R107)

BMC Genomics. (10:158)

VBI

BGI, China

J. Craig Venter Institute

J. Craig Venter Institute
J. Cxagter Institute
J. Cvagter Institute

J. Craig Venter Institute

J. Craig Venter Institute

J. Craig Venter Institute
Eli Lilly

454 Life Sciences and The Broad
Institute and J. Craig Venter Institute

Sanger Institute

J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute

J. Craig Venter Institute

J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute

West Penn Allegheny Health System



406562

406561

406560

406559

406558

406557

406556

553482
552526
471876
471872

467705

391296
391295

388919

370554

370553

2.480

2.415

2.807

2.365

2.429

2.507

2.378

2.001
1.893
1.700
2.051

2.051

2.185
2.186

2.270

1.979

1.898

S. pneumonia8P19-BS75
S. pneumonia8P18-BS74
S. pneumonia8P14-BS69
S. pneumonia8P11-BS70
S. pneumonia8P9-BS68
S. pneumonia8P6-BS73
S. pneumonia8P3-BS71
S. equisubspequi4047
S. equisubspzooepidemicus

MGCS10565
S. pyogenellZ131

S. infantariussubspinfantarius

ATCC BAA-102

S. gordoniistr. Challis substr.

CH1
S. SUI98HAH33
S. suiD5ZYH33

S. sanguinisSK36

S. pyogeneMGAS10750

S. pyogeneBIGAS2096

projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS

projeto WGS

completo
completo
completo

projeto WGS

completo

completo
completo

completo

completo

completo

sorotipo 19 isolado de nasofaringe de crianca dqaigu
pneumonia apés participar de um ensaio clinico eacina
pneumocdcica no Hospital da Crianga de Pittsbutd/E
sorotipo 18 isolado de nasofaringe de crianca dqaigu
pneumonia apdés participar de um ensaio clinico eacina
pneumocdcica no Hospital da Crianga de Pittsbutd&/E
sorotipo 14 isolado de nasofaringe de crianca dqeigu
pneumonia apoés participar de um ensaio clinico eacma
pneumocdcica no Hospital da Crianga de PittsbutdA/E
sorotipo 11 isolado de nasofaringe de crianca dqaigu
pneumonia apdés participar de um ensaio clinico eacia
pneumocdcica no Hospital da Crianga de PittsbutdA/E
sorotipo 9 isolado de nasofaringe de crianca quaigd
pneumonia apoés participar de um ensaio clinico eacma
pneumocdcica no Hospital da Crianga de PittsbutdA/E
sorotipo 6 isolado de nasofaringe de crianca quaigd
pneumonia apoés participar de um ensaio clinico eacma
pneumocdcica no Hospital da Crianga de PittsbutdA/E
sorotipo 3 isolado de nasofaringe de crianca quaigd
pneumonia apoés participar de um ensaio clinico eacma
pneumocdcica no Hospital da Crianga de Pittsbutd&/E

118

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

BMC Genomics. (10:158)

PLoS Pathogen (5, E1000346)

PL0S ONE (3(8):¢3026)

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

West Penn Allegheny Health System

Sanger Institute

J Bacteriology (190, 7773-85) Washington University in St. Louis

néo publicado

J Bacteriology (189(21))

PL0S ONE (2, E315)
PL0S ONE (2, E315)

J Bacteriology (189, 3166-
3175)

PNAS (103, 7059-64)

PNAS (103, 7059-64)

Washington University in St. Louis

J. Craig Venter Institute

BGI, China
BGI, China

Commonwealth Biotechnologies, Inc

Integrated Genomics Inc, Lab of
Human Bacterial Pathogenesis, Rocky
Mountain Laboratories, National
Institute of Allergy and Infectious
Disease, National Institutes of Health,
Laboratory of Human Bacterial
Pathogenesis, USA, Hamilton
Integrated Genomics Inc, Lab of
Human Bacterial Pathogenesis, Rocky
Mountain Laboratories, National
Institute of Allergy and Infectious
Disease, National Institutes of Health,
Laboratory of Human Bacterial
Pathogenesis, USA, Hamilton



370552

370551

342617
342616
342615
342614
342613

322159
319701
299768

293653
286636
286604

264199
218495
211110

210007
208435
205921
198466

193567
186103
160491
160490

1.986

1.877

2.197
2.376
2.376
2.275
2.146

1.716
1.894
1.915

1.865
1.886
2.119

1.889
1.762
2.094

1.960
2.124
1.996
1.865

1.861
1.839
1.745
1.697

S. pyogenesGAS10270

S. pyogeneMGAS9429

S. agalactiaeCIB111
S. agalactiaeCOH1
S. agalactiadH36B

S. agalactia&s15

S. agalactia€l8RS21

S. thermophilutMD-9
S. pyogeneMGAS6180
S. thermophilu€NRZ1066

S. pyogeneBIGAS5005
S. pyogeneMGAS10394
S. suisB9/1591

S. thermophilusMG 18311
S. uberi€d140J
S. agalactiadNEM316

S. mutandJA159
S. agalactiae2603V/R
S. agalactiaeA909
S. pyogenesIGAS315

S. pyogeneSSI-1
S. pyogeneBIGAS8232
S. pyogenestr. Manfredo
S. pyogenebil GAS

completo

completo

projeto WGS
projeto WGS
projeto WGS
projeto WGS
projeto WGS

completo
completo
completo

completo
completo
projeto WGS

completo
completo
completo

completo
completo
completo
completo

completo
completo
completo

completo

PNAS (103, 7059-64)

PNAS (103, 7059-64)

néo publicado
néo publicado
néo publicado
néo publicado
néo publicado

PNAS (103, 15611-6)

J Infect Dis (192, 760-770)
Nature Biotechnology (22,
1554-8)

J Infect Dis (192, 771-82)
J Infect Dis (190, 727-738)
néo publicado
Nature Biotechnology (22,
1554-8)

BMC Genomics (10, :54)
mol Microbiology (45, 1499-

513)

PNAS (99,14434-14439)
PNAS (99, 12391-12396)
PNAS (102, 13950-5)
PNAS (99, 10078-10083)
Genome Research (13, 1042-

55)
PNAS (99, 4668-4673)
J Bacteriology (189, 1473-
1477)
PNAS (98,4658-4663)

Integrated Genomics Inc, Lab of
Human Bacterial Pathogenesis, Rocky
Mountain Laboratories, National
Institute of Allergy and Infectious
Disease, National Institutes of Health,
Laboratory of Human Bacterial
Pathogenesis, USA, Hamilton
Integrated Genomics Inc, Lab of
Human Bacterial Pathogenesis, Rocky
Mountain Laboratories, National
Institute of Allergy and Infectious
Disease, National Institutes of Health,
Laboratory of Human Bacterial
Pathogenesis, USA, Hamilton
J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute
DOE Joint Genome Institute, Fidelity
Systems Inc
Integrated Genomics Inc

Integrated Genomics Inc

Integrated Genomics Inc

DOE Joint Genome Institute
Integrated Genomics Inc
Sanger Institute

Institut Pasteur

J. Craig Venter Institute
J. Craig Venter Institute

Sanger Institute

TaxID — namero de identificacéio taxondmica da espée banco de dados “GenBank”
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Anexo 2: Meios de cultura
Meio Luria-Bertani (LB) (Sambroolet al, 1989)"°

COMPONENTES LB LIQUIDO LB SOLIDO
QUANTIDADE

1. Extrato de levedura 59g/L 5¢g/L

2. Cloreto de sodio 10 g/L 10 g/L

3. Triptona 10 g/L 10 g/L
4. Agar bacterioldgico - 17 g/L

O meio foi autoclavado por 20 min a 121°C e estoeademperatura ambiente até o

momento do uso.

Meio Terrific Broth (TB) (Sambroolet al, 1989)*°

CONCENTRACAO E

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Fosfato de potassio monobasico 170 mM
2. Fosfato de potéassio dibasico 720 mM

3. Glicerol 4,0 mL

4. Triptona 12 g

5. Extrato de levedura 249

6. Agua Milli-Q g.s.p. 900 mL

O meio contendo glicerol, triptona e extrato deethwa foi preparado, autoclavado por

20 min a 121°C. Apés esfriar foi adicionado ao mEIO mL de solcdo estéril contendo os

sais.

Meios TSA, THB, MEM

Os meios TSA (Becton & Dickinson), THB (Becton & dRinson), MEM (life

Technologiey foram preparados de acordo com as recomendag8elsoricantes, sendo os

meios THB e MEM filltrados e o meio TSA autoclavaguty 20 min a 121°C.
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Anexo 3:Solucdes
Solugbes para eletroforese em gel de agarose
Tampao tris base/acido acético glaciallEDTA (TAE) BX (Sambrooket al,
1989)*%°

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Tris base 242 g

2. Acido acético glacial 57,1 mL
3. EDTA0.5MpH 8.0 100 mL
4. Agua Milli-Q (g.s.p.) 1000 mL

A solucéo foi autoclavada por 20 min a 121°C eoasta a temperatura ambiente, sendo

a solucdo de uso diluida, em agua Milli-Q, pararcentracdo de 1X.

Tampao de Amostra 6X para acido desoxirribonucléicd ADN) (Sambrooket

al., 1989)'*

COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Azul de Bromofenol 0,25%

2. Glicerol 40%

3. Agua Milli-Q g.s.p. 10 mL

A solucéo foi estocada a -ZD sendo diluida no momento do uso.

Solucdes para lise alcalinégSambroolet al, 1989)**°

Solucéo |

COMPONENTES CONCENTRAC;AO
1. Glicose 50 mM

2. Tris-HCl pH 8 25 mM

3. Acido etilenodiamino tetra-acético 10 mM

A solucéo foi esterelizada por filtracdo tuilizarso filtro de 022um (Millipore) e

estocada a°€.

Solucéo lI
COMPONENTES CONCENTRA(}AO
1. Hidréxido de sédio 0,2 M
2. Dodecil sulfato de sédio 1%

A solucéo Il foi preparada no momento do uso.

Solucéo llI
COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Acetato de potassio 3M
2. Acido acético 11,5%
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Tampao de lise para analise da solubilidade das peinas recombinantes

COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Tris 20 mM pH 8
2. EDTA 1 mMpH8

Foram testados os tampdes lise sem triton X-100ne tciton X-100. Neste caso foi
adicionado 0,1% do detergente ao tampéao.

Solugdes para SDS-PAGE

Tampao de Amostra 4X para proteina

COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Tris pH 6,8 0,5M

2. Dodecil sulfato de sddio (SDS) 8%

3 Glicerol 40%

4. Beta-mercaptaetanol 16%

5. Azul de bromofenol 0,06%

6. Agua Milli-Q g.s.p. 10 mL

A solucéo foi estocada 8@ sendo a concentracéao final de uso diluida para 1X

Acrilamida 30% (Sambroolet al, 1989)*°
Foi preparada uma solucdo contendo 29 g de acdng 1 g de “NN’-
methylenebisacrilamida” (bis-acrilamida). Esta foomogeneizada, sob aquecimento de
37°C, em 60 mL de agua Milli-Q. A seguir o voluneé fajustado para 100 mL e a solucao
filtrada em filtro de 0,221m (Millipore), sendo estocada a 4°C em frasco deovprotegido

da luz.

Persulfato de amonio 10% (APS 10%j)Sambroolet al, 1989)*°
A massa de 1g de APS foi dissolvido em 10 mL deaagilli-Q. As aliquotas foram
armazenadas a -20°C e descongeladas no momenso.do u

Solucéo para o gel de separacgdSambroolet al., 1989)'*

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Acrilamida 30% 4,5 mL
2. Tris1,5MpH 8,8 2,3 mL
3. Dodecil sulfato de s6dio 10% 90 L

4. Persulfato de aménio 10% 50puL

5. TEMED (tetra-metil-etilenodiamina) 6,6 UL

6. Agua Milli-Q g.s.p. 3,1mL

As quantidades acima descritas foram utilizadaa pareparo de dois géis de 1 mm a
13,5%.
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Solucéo para o gel de empilhamentBambroolet al, 1989)'*

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Acrilamida 30% 880puL

2. Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,66 mL
3. SDS 10% 66 uL

4. APS 10% 40 UL

5. TEMED 12,0uL

6. Agua Milli-Q g.s.p. 4,0 mL

As quantidades acima descritas foram utilizadaa pareparo de dois géis de 1 mm a
4%.

Tampao de corrida 10X (tampao tris base/glicina/SDS(Sambrooket al,
1989)*%°

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Tris base 30g¢

2. Glicina 144 g
3.SDS 12 g

4. Agua Milli-Q g.s.p. 1000 mL

A solucgéo foi estocada a temperatura ambiente osasolucéo de uso diluida, em dgua
Milli-Q, para 1X.

Tampao de transferéncia 10X (tampao tris base/glica) (Sambrooket al,
1989)*%°

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Tris base 30g¢

2. Glicina 144 g

3. Agua Milli-Q g.s.p. 1000 mL

A solucéo foi estocada 8@, sendo a solucdo de uso diluida, em 4gua Milpapa 1X.

Solucdes para coloracao rapida de gel de poliacrif@da

Solucéo A
COMPONENTES CONCENTRAQAO
1. Metanol 50%
2. Acido acético glacial 10%
Solucédo B
COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Etanol 5%
2. Acido aceético glacial 7,5%

A cada 50 mL de solucédo B foi acrescido 1 mL deg de comassie blue R 0,25%

em etanol 95%.

123



Solucédo descorante

COMPONENTES CONCENTRACAO
1. Metanol 5%
2. Acido acético glacial 7%

Solucéo tampéo fosfatada (PBS 10XBambroolet al, 1989)'*°

COMPONENTES QUANTIDADE
1. Cloreto de Sddio 80¢g

2. Cloreto de Potassio 29

3. Fosfato de Sddio 14,49
4. Fosfato de Potassio dibasico 2,44

5. Agua Milli-Q g.s.p. 1000 mL

A solucdao foi autoclavada a 121°C por 15 min ecesta a 4°C, sendo a solugdo de uso

diluida, em agua Milli-Q, para 1X.

Solucdes de lavagens e bloqueadoras

As solucdes de lavagem dos “immunoblotting” e ELI®APBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBST).

A solucdo bloqueadra dos “immunoblotting” foi PB%i€rescido de 4% de leite
desnatado.

A solugéo de diluicdo dos anticorpos nos “immuntiivig” foi PBST acrescido de
0,25% de albumina bovina fracao V (BSA) (Sigma-radd St Louis, EUA) (PBSTB).

A solucéo bloquadora da citometria de fluxo, IFEISA foi PBS acrescida de 3% de
BSA (PBSB).

Solugbes para ELISA
Tampao de sensibilizacdo

COMPONENTES CONCENTRACAO

1.Carbonato de sodio 15 mM
2. Bicarbonato de sodio pH 9,6 35 mM

A solucéo foi mantida a°€.
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Anexo 4: Caracteristicas e fonte/referéncia das espéciésdeerichia coliutilizadas

neste trabalho

CEPA CARACTERISTICAS FONTE/REFERENCIA
F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM1S Life Technologies
E. coliTOP10 AlacX74 recAl araD139

130
A(araley)7697galU galK rpsL e Sambroolet al, 1989

(StR) endA1 nupG
F ompr hsdSg (rg'mg’) gal decm Life Technologies e

E. coliBL2 Star (DE3) rne 131(DE3) Sambroolet al, 1989'%°
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Anexo 5: Amostras de pneumococos

Ano de Idade do TMP/SM  Clindamicin  Cloranfenic  Penicillin Sitio de Gentilmente

Ndmero da cepa isolamento  paciente Sorotipo MLST! X2 a ol a Eritromicina  Tetraciclina isolamento cedido por Origem

352261* 2005 012 5 ST 289 ’s S S S S S sangue CPqGM Salvador, Brasil
700* 2007 212 35B NA R S S S S S meningite CPqGM Salvador, Brasil
703* 2007 122 8 NA S S S S S 5 meningite CPgGM Salvador, Brasil
704* 2007 112 20 NA S S S S S S meningite CPgGM vasaf, Brasil
706* 2007 412 102 NA S S S S S | meningite CPqGM IveSar, Brasil
715* 2007 262 9N NA | S S S S S meningite CPqGM Salvador, Brasil
717* 2007 052 18B NA R S S S S S meningite CPgGM IvaSar, Brasil
720* 2007 052 19F SLV 651 R S S S S S meningite GMPq Salvador, Brasil
722* 2007 01a04m 14 NA R S S S S R meningite CPqGM Salvador, Brasil
724* 2007 122 )% NA R S S S S S meningite CPqGM va&hr, Brasil
727 2007 332 9N NA S S S S S | meningite CPgGM &y, Brasil
728* 2007 01lalOm 192 NA R S S S S S meningite CPqGM Salvador, Brasil
729* 2007 232 4 NA S S S S S S meningite CPgGM asialy; Brasil
733 2007 152 18C NA R S S S S S meningite CPqGM va8al, Brasil
734* 2008 262 12F NA S S S S S S meningite CPgGM IvaBer, Brasil
745* 2008 222 6C NA | S S S S S meningite CPqGM va&hr, Brasil
746 2008 242 6B NA R S S S S S meningite CPgGM afaly Brasil
749* 2008 482 3 NA S S S S S S meningite CPgGM asialy; Brasil
753 2008 092 192 SLV 2878 | S S S S S meningite QDPq Salvador, Brasil
756* 2008 402 23F NA R S S R S S meningite CPqGM IveBar, Brasil
777 2008 602 17F NA S S S S S | meningite CPqGM IveBor, Brasil
782 2009 232 12F 8376 R S S S S S meningite CPqGM alva®r, Brasil
785 2009 142 35B NA S S S S S S meningite CPqGM va8at, Brasil
786* 2009 272 34 NA S S S S S S meningite CPqGM vasar, Brasil
788* 2009 712 232 NA S S S S S S meningite CPqGM IvaBar, Brasil
791 2009 192 Ner NA R S R R S S meningite CPqGM Salvador, Brasil
793* 2009 Oallm 6B NA R S S S S S meningite CPqGM alveslor, Brasil
800* 2009 462 7F NA S S S S S S meningite CPqGM vasar, Brasil
807 2009 272 20 NA S S S S S | meningite CPqGM By Brasil
819* 2010 222 7C NA R S S S S S meningite CPqGM vesialr, Brasil
827* 2010 122 16F NA R S S S S R meningite CPqGM IveBar, Brasil
841* 2010 192 112 NA | S S S S S meningite CPqGM IveBar, Brasil
843* 2010 652 23B NA R S S S S S meningite CPqGM Ive®ar, Brasil
845* 2010 022 18C NA S S S S S S meningite CPqGM IvaBar, Brasil

St 525/00* NA NA 1 NA NA NA NA S NA NA Fluido plew IAL® Sao Paulo, Brasil

Liquido
St 126/98 NA NA 3 NA NA NA NA S NA NA cefalgrraquidia 1AL Séo Paulo, Brasil
no
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St 617/00 (this

Liquido

study) NA NA 5 NA NA NA NA S NA NA cefalorr]?quidia IAL S&o Paulo, Brasil
St 113/95 NA NA 14 NA NA NA NA S NA NA sangue IAL & Paulo, Brasil
Centro Nacional de
1871 NA NA 14 NA NA NA NA NA NA NA NA S"emocogggymversm Canada
de Alberta
Centro Nacional de
2721 NA NA 14 NA NA NA NA NA NA NA NA S"eptoc";gtem”“’emid Canada
de Alberta
Centro Nacional de
5287 NA NA 14 NA NA NA NA NA NA NA NA S"eptocoggle’y”iversm Canada
de Alberta
361 (ATCC 6314) NA NA 14 NA NA NA NA NA NA NA NA INCQSYFIOCRUZ Rio ‘éf aJS"’i‘I”e"O'
Centro Nacional de
2720 NA NA 192 NA NA NA NA NA NA NA NA S"eptocoggle’y”iversm Canada
de Alberta
Centro Nacional de
1700 NA NA 19 NA NA NA NA NA NA NA NA S"emocogggymversm Canada
de Alberta
St 372/00 NA NA 19F NA NA NA NA s NA NA sangue IAL Séo Paulo, Brasil
Liquido
St 360/00 NA NA 23F NA NA NA NA S NA NA cefalorraquidia IAL Séo Paulo, Brasil
" Centro Nacional de
5552 NA NA 23F NA NA NA NA NA NA NA NA S”eptocogg‘és’”i"emid Canada
de Alberta
ATCC 10341* NA NA 41 NA NA NA NA NA NA NA NA INCQSFiocruz Rio ‘é‘?;;i‘lne"o'
ATCC 10361* NA NA 61 NA NA NA NA NA NA NA NA INCQSFiocruz Rio gfajz?l”e"o'
ATCC 6303 NA NA 3 NA NA NA NA NA NA NA NA INCQS/Fiaruz Rio ‘éf aJS"’i‘I”e"O'
ATCC 49619 NA NA 19F NA NA NA NA NA NA NA NA INCQSFiocruz Rio ‘é‘?;:i‘lne"o'

"amostras de pneumococos para as quais os genedficaips foram sequenciados e avaliados quanto eatiithde nucleotidica e proteic®yILST — “multilocus sequence typing?TMX/SMP -
trimetoprim/sulfametoxazofS — sensivel/R — resistentel — intermediario®’NA — ndo se aplicdCPqGM - Centro de Pesquisas Gongalo Muniz - Fui@&swaldo Cruz (Fiocruz)/Bahia/Salvador/Br&dIT - néo tipavel;
°IAL - Instituto Adolfo Lutz/S&o Paulo/SP/BrasiiNCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade Saude/Fiocruz/Rio de Janeiro/RJ/Brasil. Naddimlpaciente, ‘a’ € para ‘ano’ e ‘'m’ para ‘més’.
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Anexo 6: Gel de SDS-PAGE utilizado para realizacdo da demstria (verificar

pureza proteica)

A)

=a]

2
- e
= A

BSA

01909
01929

~ | 02072
00962
| 02009
00265
01065
00080

M
| 02232

Um total de 30 pug de cada uma das proteinas recamtes e 5ug de BSA foram

aplicadas em gel de SDS-PAGE (gradiente de 8 a .1A¥%geparacdo eletroforética foi

realizada com amperagem constante de 20 mA dutérite Os géis foram corados com azul

de comassie-R utilizando a coloracéo rapida. Amsarados os géis foram escaneados no

“GS-800 calibrated densitometer” (Bio-Rad) e asliseda realizadas com o programa

“Quantity one 4.6.8” (Bio-Rad). As proteinas acirepresentadas apresentaram purezas de:

Gel A Gel B
Proteina Pureza Proteina Pureza
00333 58% 02072 85%
00265 69% 00962 97%
01909 77% 01909 97%
PsaA 87% 01929 81%
00080 51% 02009 7%
01065 71% 00265 91%
00962 85% 01065 80%
02072 90% 00080 86%

02232 80%
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Anexo 7:Licenca CEUA

Kiniitdrs s Saida

FIOCRLT
Fundagdo Devaldo Crux

Wipm-grasitdbncin de Papgass @ Eamipiis da Evica
L i lhe e 0 Rl e Uire ge Ardmali

LICENCA LW-2/11

Certificamos que o protecolo (P-TH04), intitulado "Desenvolvimento de uma vacina
brasileira contra 5. pneumoniae.”, sob a responsabilidade de DEMISE DA SILVA GOMES PEREIRA,
atende a0 disposto na Lei 1179408, que dispoe sobre o uso cientifico no uso de animais,
inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL). A referida licenga nao exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na
vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 1312/2014 e inclui o uso total de -

Mus muscuius
- 373 Machoe de Swiss ‘Webater, Pasn: 35,0000 Gramaia).
- 575 Fémaas de Swiss Webaler, Paso: 35,0000 Gramaia).

DIy crolagus COmCLILS
- B3 Machos de Hova Zalindla, Peso: 2,0000 Klkofs).
- B3 Fémeas da Howa Zelindla, Peso: 20000 Hibods).

MuUs Muscuis
- 530 Fimass de BALB!c An, ldads: & Sermnanajz), Pasc: 30,0000 Gramais).

Mus muscuius
- 270 Machos de Swiss Webslsr, Pasc: 16,0000 Gramae].
- 271t Fimaas de Swiss Webalsr, Peso: 16,0000 Gramais).

Rio de Janeiro, 13 de dezembro de 2040

Oefavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

LCormbmic Su ESce =0 Uma de Arcrmsts
Wr-rmi s e Fesssae o Latoradiros Se Fwterfra - Forlecis Dewsl s U
A, B, 4% - Py de Evpernda - ssla 200 - Mangintos - So o8 Jeneaw ¢ AL
Tl (215 3B 412 eeel cusPlorus b
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Anexo 8: Proteinas ortélogas encontradas em pneumococos

ORF em Ndmero de Numero de Nimero de
genomas de genomas de . Descrigao proteina
SPN 5 617/00 _ genomas totais
S. pneumoniae Streptococcusp.
orf00002 2€ 0 2€ >0rf00002 orf0002 hypothetical protein CGSSp3BS71_07<Streptococcus pneumoni&®-BS71] 5302:5538 forward MW:96:
orf00026 26 0 26 >0rf00026 orf00026 phosphopantothenoylcysteine rbecglase Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 23432:23995 reverse MW:22!
orf00062 2€ 0 2€ >0rf00062 orf00062 Homologous to LicC, which regegaexpression of LPS epitopes in H. influen:Streptococcus pneumoni&sé] 54366:55055 reverse MW:26¢
orf00063 2€ 0 2€ >0rf00063 orf00063 protein LicEStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 51067:55945 reverse MW:316
orf00064 2€ 0 2€ >0rf00064 orf00064 choline kinasStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 55935:56804 reverse MW:33¢
orf00065 2€ 0 2€ >0rf00065 orf00065 alcohol dehydrogenase, -containing Streptococcus pneumoni&@®1:-BS70 56821:57843 reverse MW:38¢
orf00067 2€ 0 2€ >0rf00067 orf00067 -C-methy-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferasStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 57848:58555 reverse MW:26:
orf00068 2€ 0 2€ >0rf00068 orf00068 polysaccharide biosynthesotein, putative Streptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 58891:60378 forward MW:565
orf00080 2€ 0 2€ >0rf00080 orf00080 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumoni&&9] 70465:72024 forward MW:595
orf00083 2€ 0 2€ >0rf00083 orf00083 hyothetical protein SP_192Streptococcus pneumonidiéGR4] 72833:73441 forward MW:233
orf00085 2€ 0 2€ >0rf00085 orf00085 pneumolysiStreptococcus pneumonidéGR4] 73855:75270 forward MW:528
orf00090 2€ 0 2€ >0rf00090 orf00090 hypothetical prot SP_1917 Streptococcus pneumonidéGR4] 79404:79766 forward MW:138
orf00095 2€ 0 2€ >0rf00095 orf00095 hypothetical protein SP_19Streptococcus pneumonidiéGR4] 82142:82441 forward MW:112
orf00133 2€ 0 2€ >0rf00133 orf00133 BIpS proteilStreptococcus pneumonibkingary19/46] 110068:110406 reverse MW:13¢
orf00134 2€ 0 2€ >0rf00134 orf00134 BIpT protein, fusioStreptococcus pneumoni@éGR4] 110682:111011 forward MW:124
orf00138 2€ 0 2€ >0rf00138 orf00138 hypothetical protein SP_05Streptococcus pneumonidiéGR4] 113444:113731 forward MW:108
orf00185 2€ 0 2€ >0rf00185 orf00185 hypothetical protein SpneCDC _68b|Streptococcus pneumoni@®C108°-00] 160350:161528 reverse MW:46:
orf00196 2€ 0 2€ >0rf00196 orf00196 type Il DNA modcation methyltransferase, putati\Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 177257:178447 reverse MW:45
orf00205 2€ 0 2€ >0rf00205 orf00205 hypothetical protein spr12Streptococcus pneumoni&s] 184753:185241 forward MW:192
orf00209 2€ 0 2€ >0rf0020¢ 0rf00209 acetyltransferase, GNAT famiStreptococcus pneumonidiéGR4] 187988:188539 forward MW:208
orf00217 2€ 0 2€ >0rf00217 orf00217 prolipoprotein diacylglyceryhisferaseStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 195506:195895 forward MW:14Z
orf00265 2€ 0 2€ >0rf00265 orf00265 psr proteiStreptococcus pneumoni@éGR4] 234312:235586 forward MW:477
orf00270 2€ 0 2€ >0rf00270 orf00270 hypothetical protein spr12Streptococcus pneumoni&s] 238807:240240 forward MW:548
orf00271 2€ 0 2€ >0rf00271 orf00271 hypothetical protein spr12 Streptococcus pneumoni&s] 240269:241303 forward MW:386
orf00315 2€ 0 2€ >0rf00315 orf00315 ABC transporter ATP binding ot unknown substrateStreptococcus pneumoni&s] 275376:275987 reverse MW 80C
0100333 26 o % >0rf00333 0rf00333 AB-type antimicrobial peptide transport system, pesae@mponenStreptococcus pneumonigieingary19/46] 285799:287787 rever:
- MW:74702
orf00397 2€ 0 2€ >0rf00397 orf00397 -alany-D-alanine carboxypeptidasStreptococcus pneumoniaéGR4] 341432:342673 forward MW:451
orf00415 2€ 0 2€ >0rf00415 orf00415 C-degrading proteinasiStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 355368:356093 forward MW:27&
orf00427 2€ 0 2€ >0rf00427 orf00427 DnaQ family exonuclease/Difamily helicase, putativeStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 367856:370306 reverse MW:93
orf00429 2€ 0 2€ >0rf00429 orf00429 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 371574:371861 forward MW:109
orf00528 2€ 0 2€ >0rf00528 orf0528 yImG protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 450757:451020 forward MW:97
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orf00529 2€ 0 2€ >0rf00529 orf00529 hypothetical protein spr15Streptococcus pneumoni&s] 451017:451802 forward MW:304

orf00540 2€ 0 2€ >0rf00540 orf00540 efflux ABCransporter, permease proteStreptococcus pneumonig&®1+~BS69] 461172:463880 forward MW:100%
orf00558 2€ 0 2€ >0rf00558 orf00558 hypothetical protein SP_14Streptococcus pneumonidiéGR4] 478299:478523 reverse MW:8:

orf00566 2€ 0 2€ >0rf00566 «f00566 hypothetical protein SP_14¢Streptococcus pneumonidiéGR4] 482922:483503 reverse MW:21(

orf00579 26 0 26 >0rf00579 orf00579 peptidoglycan GlcNAc deacetylgStreptococcus pneumoni@dC108-00] 495042:496484 reverse MW:54¢
orf00580 2€ 0 26 >0rf00580 orf00580 glyc-tRNA synthetase subunit alpfStreptococcus pneumoni&®1:-BS69] 496668:497045 reverse MW:14.
orf00587 2€ 0 2€ >0rf00587 orf00587 hydrolase, haloacid dehaloge-like family protein Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 50:856:502488 forward MW:235-
orf00589 2€ 0 2€ >0rf00589 orf00589 capsular polysaccharide biossithprotein, putativeStreptococcus pneumoniaéGR4] 502792:504642 reverse MW:69:
orf00599 2€ 0 2€ >0rf00599 orf00599 hypothetical protein SpneC_00[Streptococcus pneumoni@DC305¢-06] 516262:516651 forward MW:149
orf00619 2€ 0 2€ >0rf00619 orf00619 Positive transcriptional regatadf mutA |Streptococcus pneumoni&s&] 535135:535998 reverse MW:33¢

orf00641 26 0 2€ >0rf00641 orf00641 pneumocod surface protein AStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 553873:554115 reverse MW:8!

orf00645 2€ 0 2€ >0rf00645 orf00645 methior-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 558253:559452 reverse MW:41!

orf00723 2€ 0 2€ >0rf00723 orf00723ranscriptional regulator, GntR familStreptococcus pneumoni@aéGR4] 620204:620932 reverse MW:27¢

orf00724 2€ 0 2€ >0rf00724 orf00724 Be-glucosidaseStreptococcus pneumoni&$] 621090:622499 forward MW:550

orf00726 2€ 0 2€ >0rf00726 orf00726 FS system, IIC componerStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 622517:623812 forward MW:46¢€

orf00727 2€ 0 2€ >0rf00727 orf00727 hypothetical protein SpneT_02@®I0|Streptococcus pneumonidéGR4] 623817:624125 forward MW:113
orf00743 2€ 0 2€ >0rf007430rf00743 hypothetical protein CGSSp3BS71_05(Streptococcus pneumoni&®-BS71] 639522:640145 reverse MW:24:
orf00787 2€ 0 2€ >0rf00787 orf00787 competence protein CeStreptococcus pneumoniaéGR4] 667806:669995 forward MW:825

orf00790 2€ 0 2€ >0rf00790 orf00790 hypothetical protein SpneCDCBAR|Streptococcus pneumoni@®C187:-00] 670986:672170 forward MW:449
orf00813 2€ 0 2€ >0rf00813 orf00813 foldase protein PrsStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 688821:689774 forward MW:382

orf00863 2€ 0 2€ >0rf00863 orf00863 addiction module antitoxin, RE&®J family protein, putativeStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 743580:743843 forward MW:10C
orf00879 2€ 0 2€ >0rf00879 orf00879 hypothetical protein CGSSp9B®ER07 Streptococcus pneumoni&®-BS68] 755208:755915 forward MW:25¢
orf00881 2€ 0 2€ >0rf00881 orf00881 alcohol dehydrogenaStreptococcus pneumoni&®1-BS75] 756991:758313 forward MW:48¢

orf00885 26 0 26 >0rf00885 orf00885 hypothetical protein SpneT_0&I(1|Streptococcus pneumonidéGR4] 759748:760065 reverse MW:12:
orf00944 2€ 0 2€ >0rf00944 orf00944 hypothetical protein SP_16Streptococcus pneumoni@iéGR4] 807194:808345 reverse MW:41¢

orf00962 2€ 0 2€ >0rf00962 orf00962 thioredoxin family proteiStreptococcus pneumoni@éGR4] 818836:819402 reverse MW:20¢

orf00967 2€ 0 2€ >0rf00967 orf00967 hypothetical protein SP_0€Streptococcus pneumonidiéGR4] 823448:823588 reverse MW:5¢

orf00986 2€ 0 2€ >0rf00986 orf00986 glycosyl transferase, familyStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 843355:843543 forward MW:71

orf01029 2€ 0 2€ >0rf01029 orf01029 hypothetical protein SP_0CStreptococcus pneumonidiéGR4] 882486:882800 forward MW:120

orf01049 2€ 0 2€ >0rf01049 orf01049 hypothetical protein CSp14BS69_0882(Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 900842:901906 reverse MW:40:
orf01050 2€ 0 2€ >0rf01050 orf01050 hypothetical protein SpneCDC_T@|Streptococcus pneumoni@dC108-00] 901969:902880 reverse MW:34:
orf01051 2€ 0 2€ >0rf01051 orf(1051 hypothetical protein SpneCD_102Streptococcus pneumoni@DC028¢-04] 902873:903466 reverse MW:21:
orf01064 2€ 0 2€ >0rf01064 orf01064 hypothetical protein CGSSp3BIAU63 Streptococcus pneumoni&@-BS71] 911702:912439 forward MW:27&
orf01065 2€ 0 2€ >0rf01065 orf01065 sensor histidine kinase, pugajStreptococcus pneumoni&®-BS71] 912439:913536 forward MW:421

orf01090 2€ 0 2€ >0rf01090 orf01090 hypothetical protein spr17Streptococcus pneumoni&s] 930833:931495 forward MW:240

orf01127 2€ 0 2€ >0rf01127 orf01127 hypothetical protein SP_18Streptococcus pneumonidiéGR4] 961146:961766 forward MW:235

orf01133 2€ 0 2€ >0rf01133 orf01133 hypothetical protein CGSSp14B3@233 Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 966697:96067 forward MW:4978
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orf01135 2€ 0 2€ >0rf01135 orf01135 autolysirStreptococcus pneumonidéGR4] 968626:969399 forward MW:296

orf01159 2€ 0 2€ >0rf01159 orf01159 hypothetical protein CGSSp14BIER80 Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 986937:98751 forward MW:1240
orf01161 2€ 0 2€ >0rf01161 orf01161 hypothetical protein SpneT_0ZBBUL|Streptococcus pneumonidéGR4] 987467:987664 forward MW:76

orf01163 2€ 0 2€ >0rf01163 orf01163 hypothetical protein spr19Streptococcus pneumoni&s] 988:13:989054 forward MW:241!

orf01164 2€ 0 2€ >0rf01164 orf01164 hypothetical protein SP_21Streptococcus pneumonidiéGR4] 989072:989302 forward MW:83

orf01170 2€ 0 2€ >0rf01170 orf01170 MesJ/Ycf62 family proteiStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] €92234:993193 reverse MW:37:

orf01171 2€ 0 2€ >0rf01171 orf01171 MesJ/Ycf62 family proteiStreptococcus pneumoni@éGR4] 993190:993510 reverse MW:12¢

orf01188 2€ 0 2€ >0rf01188 0rf01188 putative sensor histidine kin@senD |Streptococcus pneumonidéGR4] 1007529:1008470 forward MW:362
orf01195 2€ 0 2€ >0rf01195 orf01195 ABC transporter, permease pnofaitative Streptococcus pneumoni&®1-BS70] 1011816:1014368 reverse MW:97
orf01201 2€ 0 2€ >0rf01201 orf01201 hypothetical protein CG18BS74_00160Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1020590:1021840 forward MW:48(
orf01203 2€ 0 2€ >0rf01203 orf01203 hypothetical protein SpneT_0ZB®)|Streptococcus pneumonidéGR4] 1023162:1023983 forward MW:30Z
orf01208 2€ 0 2€ >0rf01208 orf0108 rod shap-determining protein MreCStreptococcus pneumonidéGR4] 1027033:1027851 forward MW:297

orf01209 2€ 0 2€ >0rf01209 orf01209 rod shp-determining protein MreD, putativiStreptococcus pneumoni@éGR4] 1027851:1028345 forward MW:192
orf01225 2€ 0 2€ >0rf01225 orf01225 hypothetical protein CGSSp3B®BI 14 Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1044318:1044866 forward MW:20%
orf01230 2€ 0 2€ >0rf01230 orf01230 ribonuclease HIStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 1049846:1050745 forwaMW:3328¢

orf01307 2€ 0 2€ >0rf01307 orf01307 choline binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 1105231:1105401 forward MW:62

orf01364 2€ 0 2€ >0rf01364 orf01364 23S rRNA m1G745 methyltransferiStreptococcus pneumoni&$] 1167028:1167876 verse MW:3199

orf01370 2€ 0 2€ >0rf01370 orf01370 type | restricti-modification system, M subunit, putativStreptococcus pneumoni@iéGR4] 1174324:1175817 forward MW:56€
orf01454 2€ 0 2€ >0rf01454 orf01454 ornithine carbamoyltransfer:Streptococcus pneumoni&®1-BS70] 1243861:1243986 forward MW:4£

orf01473 2€ 0 2€ >0rf01473 orf01473 ribosomal protein L11 methylstamase Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1255576:1256805 forward MW:45:
orf01529 2€ 0 2€ >0rf01529 orf01529 hypotheticarotein CGSSp6BS73_0938Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 1296612:1297064 reverse MW:17
orf01556 2€ 0 2€ >0rf01556 orf01556 thiamil-phosphate pyrophosphoryla:Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1325275:1325907 reverse MW:22
orf01557 2€ 0 2€ >0rf01557 orf01557 hydroxyethylthiazole kinase, puta[Streptococcus pneumoni@®C108°-00] 1325900:1326703 reverse MW:28'
orf01558 2€ 0 2€ >0rf01558 orf01558 hypothetical protein SP_07Streptococcus pneumonidiéGR4] 1326703:1327227 reverse MW::95

orf01560 2€ 0 2€ >0rf01560 orf01560 hypothetical protein sprO6Streptococcus pneumoni&s] 1327935:1328585 reverse MW:24!

orf01562 2€ 0 2€ >0rf01562 orf01562 hypothetical protein CGSSp3B®BI 91 Streptococcus pneumoni&@-BS71] 1329973:133(33 reverse MW:203(
orf01563 2€ 0 2€ >0rf01563 orf01563 thiami-phosphate pyrophosphorylaStreptococcus pneumoni@®C187:-00] 1331093:1331722 reverse MW:23:
orf01575 2€ 0 2€ >0rf01575 orf01575 hypothetical protein sprO6Streptococcus pneumoni&s] 1341467:1342171 reverse MW:28

orf01577 2€ 0 2€ >0rf01577 orf01577 hypothetical protein SpneC_01[Streptococcus pneumoni@dC305¢-06] 1342927:1343691 reverse MW:28
orf01587 2€ 0 2€ >0rf01587 orf01587 hypothetical protein SP_0€Streptococcus pneumonidiéGR4] 1353092:1353346 reverse MW:9:

orf01610 26 0 26 >0rf01610 orf01610 sensor histidine kingstative Btreptococcus pneumoni&®18-BS74] 1374781:1376472 reverse MW:63638
orf01632 2€ 0 2€ >0rf01632 orf01632 hypothetical protein 0927 Streptococcus pneumoni&s] 1395773:1396204 forward MW:16C

orf01644 2€ 0 2€ >0rf01644 orf01644 irc-compound ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 1406249:1407043 forward MW:29€
orf01652 2€ 0 2€ >0rf01652 orf0152 membrane proteilStreptococcus pneumonidéGR4] 1413053:1413964 forward MW:337

orf01655 2€ 0 2€ >0rf01655 orf01655 -formyltetrahydrofolate cyc-ligase family proteinStreptococcus pneumoni@éGR4] 1416102:1416641 forward MW:20€
orf01656 2€ 0 2€ >0rf01656 orf01656 hypothetical protein spr19Streptococcus pneumoni&s)] 1416625:1417302 forward MW:25(

orf01658 2€ 0 2€ >0rf01658 orf01658 hypothetical protein SpneCD_BDfStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1418374:1419651 forward MW:49(

132



orf01672
orf01679
orf01687
orf01726
orf01758
orf01775
orf01777
orf01816
orf01837
orf01862
orf01891
orf01900
orf01903
orf01909
orf01912
orf01926
orf01929
orf01961
orf01967
orf01996
orf01997
orf01998
orf02003
orf02009
orf02072
orf02074
orf02080
orf02116
orf02118
orf02119
orf02121
orf02122
orf02172
orf02179
orf02180
orf02204
orf02209

O O O O O O O O O O O O O O O O OO0 O o O o oo oo oo o o o o o o o o o

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

>0rf01672 orf01672 hypothetical protein SpneCDC1L3B|Streptococcus pneumoni@®C187:-00] 1428593:1430410 forward MW:672
>0rf01679 orf01679 competence protein CgStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1435768:1436:4 forward MW:1397

>0rf01687 orf01687 potassium uptake protein, Trkifa [Streptococcus pneumonidaéGR4] 1439260:1439484 reverse MW:8:

>0rf01726 orf01726 fatty acid/phospholipid syntlsgsiotein Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1472672:1474021 reverse MW:49
>0rf01758 orf01758 hypothetical protein SP_17Streptococcus pneumonidiéGR4] 1495263:1495715 reverse MW:16

>0rf01775 orf01775 acetyltransferase, GNAT famitgtpin [Streptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1508578:1509024 reverse MW:17.
>0rf01777 orf01777 Type 4 prepilin peptidaStreptococcus pneumoni&s&] 1509094:1509753 forward MW:247

>0rf01816 0rf01816 hypothetical prot SP_1712 Streptococcus pneumonidiéGR4] 1534585:1535754 forward MW:44¢

>0rf01837 orf01837 hypothetical protein CGSSp9BIBRA55 Streptococcus pneumoni&®-BS68] 1557841:1558329 forward MW:18%
>0rf01862 orf0186:hypothetical protein CGSSp6BS73_085Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1581002:1581619 forward MW:237
>0rf01891 orf01891 hypothetical protein sprO5Streptococcus pneumoni&s] 1608770:1609771 reverse MW:37!

>0rf01900 orf01900 acetyltransferase, GNAT familytpio [Streptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1617746:1618630 forward MW:33¢
>0rf01903 orf01903 hypothetical protein sprO5Streptococcus pneumoni&s] 1620443:1621327 forward MW:342

>0rf01909 orf01909 transmembrane protein Ve)Streptococcus pneumoni@éGR4] 1624721:1626100 forward MW:49¢

>0rf01912 orf01912 cysteir-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®1-BS69] 1627064:1628392 forward V:5055¢

>0rf01926 orf01926 hypothetical protein SpneT_0ZERL|Streptococcus pneumonidéGR4] 1641972:1642673 forward MW:267

>0rf01929 0rf01929 amino acid ABC transporter, aragic-binding protein, putativeStreptococcus pneumoni&®1-BS69] 1645562:1646362 reverse MW:29
>0rf01961 orf01961 competence protein ComF, pugdStreptococcus pneumonidéGR4] 1664907:1665569 forward MW:252

>0rf01967 orf01967 Choline binding pein D [Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1670506:1671624 forward MW:411

>0rf01996 orf01996 DNA mismatch repair proteStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1694660:1695865 reverse MW:45

>0rf01997 orf01997 riboflav synthase subunit alphStreptococcus pneumoniaéGR4] 1695885:1696520 reverse MW:23

>0rf01998 orf01998 riboflavin synthase subunit alfStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1696505:1697605 reverse MW:40

>0rf02C03 orf02003 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1701290:1701973 reverse MW:25

>0rf02009 orf02009 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1707542:1708111 forward MW:21(

>0rf02072 orf02072 irc-compound ABC transporter, ir-compoun+-binding protein Streptococcus pneumonibkingary19/46] 1746756:1747721 reverse MW:34i
>0rf02074 orf02074 irc-compound ABC transporter, permease protStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1748566:1749522 reverse MW:36.
>0rf02080 orf02080 hypothetical protein SP_18Streptococcus pneumonidiéGR4] 1753082:1753378 forward MW:11Z

>0rf02116 orf02116 hypothetical protein CGSSp14B<10426 Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 1784257:1784916 forward MW:26(
>0rf02118 orf02118 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 1786111:1787121 forward MW:374

>0rf02119 orf02119 AB transporter, permease proteStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1787133:1788824 forward MW:62¢

>0rf02121 orf02121 MgtC/SapB family proteiStreptococcus pneumonidéGR4] 1788827:1789537 forward MW:25E

>0rf021220rf02122 sugébinding transcriptional regulator, Lacl familStreptococcus pneumoni@éGR4] 1790109:1791110 forward MW:37€
>0rf02172 orf02172 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1827225:1827794 reverse MW15¢

>0rf02179 orf02179 hypothetical protein CGSSp19BIAB08 Streptococcus pneumoni&®1-BS75] 1834487:1834945 reverse MW:17
>0rf02180 orf02180 hypothetical protein CGSSp19BIA:13 Streptococcus pneumoni&®1-BS75] 1834942:1835382 reverse MW:17
>0rf02204 orf02204 hypothetical protein spr02Streptococcus pneumoni&s] 1853078:1853371 reverse MW:10:

>0rf02209 orf02209 PTS system, IIA componeStreptococcus pneumoni@éGR4] 1856674:1857108 reverse MW:15.
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>0rf02212 orf02212 gi|148988075|ref|ZP_0181953&1c-hydroxyglutarat-aldolase/ket-deoxy-phosphogluconate aldolasStreptococcus pneumoni&@¢-BS73’
1859237:1859887 forward MW:24429

>0rf02226 orf02226 DNA polymerase I, delta prisigbunit Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1869854:1870744 reverse MW:34
>0rf02232 orf02232 spermidine synthaStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1874882:1876777 reverséW:7233¢

>0rf02256 orf02256 si-specific tyrosine recombinase Xe-like protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 1895604:1896344 forward MW:287
>0rf02265 orf02265 cell wall surface anchor fanglptein Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1901682:1906985 forward MW:196:
>0rf02273 orf02273 hypothetical protein SpneCD_(BL[Streptococcus pneumoni@DC028¢-04] 1912551:1913945 forward MW:51E
>0rf02277 orf02277 choline binding prin C [Streptococcus pneumoni&®<-BS68] 1916244:1917263 forward MW:39¢

>0rf02281 orf02281 choline binding protein Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1920350:1920472 forward MW:4¢€

>0rf02284 orf02284 phosphomevaate kinaseStreptococcus pneumoni@®C108°-00] 1922394:1923401 forward MW:37(

>0rf02288 0rf02288 sensor histidine kinase, pugajStreptococcus pneumoni&®2-BS72] 1925168:1926163 forward MW:37¢

>0rf02318 orf0:318 transcriptional regulator ComXStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1941208:1941585 forward MW:15¢

>0rf02337 orf02337 hypothetical protein SP_11Streptococcus pneumonidiéGR4] 1955323:1955769 reverse MW:17!

>0rf02380 orf02380 hypothetical protein spr17Streptococcus pneumoni&s] 1984180:1985373 reverse MW:45;

>0rf02413 orf02413 hypothetical protein SP_1CStreptococcus pneumoni@iéGR4] 2015118:2015294 forward MW:62

>0rf02416 orf02416 hypothetical protein SP_10Streptococcus pneumonidiéGR4] 2016871:2017029 forward MW:58

>0rf02430 orf02430 hypothetical protein sprO9Streptococcus pneumoni&s] 2027817:2027960 reverse MW:5:

>0rf02434 orf02434 adenylate cyclase, putatStreptococcus pneumoni@dC305¢-06] 2030586:2031155 reverse MW:22

>0rf00007 orf00007 hypothetical protein sprOOStreptococcus pneumoniis] 8312:8869 forward MW:213!

>0rf00186 orf00186 recombination helicase AdiStreptococcus pneumonibingary19/-6] 161698:165348 reverse MW:140:

>0rf00262 orf00262 prephenate dehydratiStreptococcus pneumoni&®1:-BS69] 232994:233470 forward MW:17¢€

>0rf00435 orf00435 bifunctional Al-dependent DNA helicase/DNA polymerase Il subupgilen |[Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 377933:378433 rever
MW:19087

>0rf00439 orf00439 oxidoreductase, aldo/keto reasefarily protein [Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 379471:380397 reverse MW:35
>0rf00462 orf00462 hypothetical protein SP_07Streptococcus pneumonidiéGR4] 392025:392273 forward MW:99

>0rf00484 orf00484 hypothetil protein CGSSp9BS68_0842Streptococcus pneumoni&®-BS68] 410827:411357 forward MW:21C
>0rf00567 orf00567 pyridoxine biosynthesis protStreptococcus pneumonidéGR4] 483504:484379 reverse MW:31’

>0rf00570 «f00570 thiamine biosynthesis protein ApbE, pug{Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 486204:487127 forward MW:33¢
>0rf00638 orf00638 tRNA (-methylaminometh'-2-thiouridylate-methyltransferaseStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75]551812:552210 reverse MW:15(
>0rf00643 orf00643 hypothetical protein sprO6Streptococcus pneumoni&s] 556307:557566 reverse MW:45;

>0rf00699 orf00699 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 596689:597468 forward MW:278

>0rf00786 orf00786 competence protein CeStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 667121:667771 forward MW:23Z

>0rf00822 orf00822 hypothetical protein CGSSp18BIB454 Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 696579:697367 reverse MW:29
>0rf00825 orf00825 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 699457:699771 forward MW:118

>0rf00882 orf00882 GTP cyclohydrolaseStreptococcus pneumonidéGR4] 758288:758848 forward MW:209

>0rf00908 orf00908 lactose phosphotransferase systpressorStreptococcus pneumoni&®-BS71] 777958:778719 reverse MW:28.
>0rf00924 orf00924 phosphate transport sy regulatory protein PholStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 792143:792793 reverse MW:24.
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>0rf00971 orf00971 hypothetical protein sprO5Streptococcus pneumoni&s] 825294:825653 forward MW:140

>0rf01019 orf0101¢cyl carrier protein, putativiStreptococcus pneumoniaéGR4] 874478:874711 reverse MW:8¢

>0rf01129 orf01129 acetyltransferase, GNAT famStreptococcus pneumonidiéGR4] 962286:962804 forward MW:193

>0rf01202 0f01202 hypothetical protein spr20zStreptococcus pneumoni&s] 1021837:1023120 forward MW:49(

>0rf01291 orf01291 hypothetical protein CGSSp18BIBES27 Streptococcus pneumoni&®1-BS74] 1091733:1092362 forward MW:22¢
>0rf01345 orf01345 -fucose isomeras(Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1142825:1144591 forward MW:65¢

>0rf01346 orf01346 alcohol dehydrogenase,-containing Streptococcus pneumonidéGR4] 1144737:1145888 forward MW:41Z
>0rf01359 0rf01359 ROK family proteiiStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1163612:1164481 forward MW:31«

>0rf01360 orf01360 glycosyl hydrole-related proteinStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1164475:1166355 foard MW:7176!
>0rf01366 orf01366 hypothetical protein SpneT_0Z001|Streptococcus pneumonidéGR4] 1168028:1168306 forward MW:10(C
>0rf01390 orf01390 topology modulation proteStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1:94118:1194642 reverse MW:21]
>0rf01447 orf01447 transcriptional repressor, puaStreptococcus pneumonidéGR4] 1237973:1238404 forward MW:161
>0rf01554 orf01554 transcriptional regulator, pua{Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1323514:1323909 reverse MW:15
>0rf01574 orf01574 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 1340823:1341470 reverse MW:23:
>0rf01620 orf01620 MesH proteinStreptococcus pneumoni&é] 1386683:1387114 reverse MW:16!

>0rf01772 orf01772 hypothetical protein SP_18Streptococcus pneumonidiéGR4] 1507454:1507624 forward MW:63

>0rf01968 orf01968 hypothetical protein SP_21Streptococcus pneumonidiéGR4] 1671880:1672170 forward MW:107

>0rf02086 orf02086 transporter, putati\Streptococcus pneumonidéGR4] 1757872:1758678 forward MW:31(

>0rf02089 orf02089 transcriptional regulator, Méamily [Streptococcus pneumonidéGR4] 1760648:1761001 forward MW:134
>0rf02149 orf02149 CrcB proteilStreptococcus pneumoni&] 1810488:1810862 reverse MW:13'

>0rf02194 orf02194 cell division protein FtsStreptococcus pneumoniaéGR4] 1847188:1847505 reverse MW:12:

>0rf02240 orf02240 Be-alanine synthase or b-ureidopropionaseStreptococcus pneumoni&é] 1881473:1882348 reverse MW:33
>0rf02241 orf02241 hypotheticprotein CGSSp6BS73_060CStreptococcus pneumoni&@¢-BS73] 1882358:1883443 reverse MW:40
>0rf02242 orf02242 carboxynorspermidine decarbosey/IStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1883440:1884567 reverse MW:41
>0rf02244 orf02244 spermidine synthaStreptococcus pneumoni@éGR4] 1885823:1886683 reverse MW:32:

>0rf02286 orf02286 hypothetical protein sprO3Streptococcus pneumoni&s] 1924473:1925171 forward MW:271

>0rf02428 orf02428 glutamine amidotransferase, claStreptococcus pneumoni@éGR4] 2026386:2027075 reverse MW:25:
>0rf00025 orf00025 acetyltransferase, GNAT famitgtpin |Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 22957:23466 reverse MW:19'
>0rf00036 orf00036 Cof family proteiiStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 33879:34646 reverse MW:28¢

>0rf00037 orf00037 chromosome segregation prot®l€ §Streptococcus pneumonibeingary19/46] 34670:38209 reverse M:13413:
>0rf00053 orf00053 copper homeostasis protein ¢Streptococcus pneumonibieingary19/-6] 48051:48683 reverse MW:23(
>0rf00054 orf00054 hypothetical protein sprl1Streptococcus pneumoni&s] 48776:49135 verse MW:1371

>0rf00159 orf00159 hypothetical protein SpneT_0&B®BIL|Streptococcus pneumonidéGR4] 131642:132331 reverse MW:25¢
>0rf00179 orf00179 ribonuclease HStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 150679:1522: reverse MW:564€

>0rf00219 orf00219 transcriptional regulator SStreptococcus pneumoni&®1:-BS69] 197114:197851 forward MW:282
>0rf00247 orf00247 hypothetical protein SpneT_0ZBD|Streptococcus pneumonidéGR4] 217324:217809 forward MW:188
>0rf00260 orf00260 hypothetical protein spr12Streptococcus pneumoni&s)] 231288:231626 forward MW:124
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>0rf00272 orf00272 adaptor prote Streptococcus pneumoni&®$-BS68] 24150:242240 forward MW:284(

>0rf00348 0rf00348 hypothetical protein sprO7Streptococcus pneumoni&8] 297625:298497 reverse MW:32¢

>0rf00351 orf00351 hypothetical protein CGSSp3B®RR22 Streptococcus pneumoni&®-BS71] 300108:301061 reverse MW:36.
>0rf00360 orf00360 hypothetical protein spr15Streptococcus pneumoni&s] 307462:307962 forward MW:191

>0rf00374 orf00374 serine/threonine protein kingStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 319197:321176 forward MW:72%

>0rf00396 orf00396 hypothetical protein spr07Streptococcus pneumoni&s] 340220:341251 reverse MW:38(

>0rf00414 orf00414 GD¢&-like lipase/acylhydrolase, putativStreptococcus pneumoni&®€-BS73] 354649:355284 forward MW:24C
>0rf00422 orf00422 septation ring formation regoitdzrA |Streptococcus pneumonidiéGR4] 361613:363340 reverse MW:66!
>0rf00425 orf00425 -methy-5(k-hydioxyethyl-thiazole monophosphate biosynthesis protStreptococcus pneumoniB®] 366031:366585 reverse MW:20:
>0rf00457 orf00457 transcriptional regulator, TéRnily [Streptococcus pneumonidéGR4] 389421:389978 forward MW:216
>0rf00527 orf00527 hypothetical protein spr15Streptococcus pneumoni&s] 450218:450757 forward MW:206

>0rf00630 orf00630 Ribosomal protein alanine atetpkferaseStreptococcus pneumoni&s&] 545087:545524 revse MW:1638
>0rf00678 orf00678 transcriptional repressor CoStreptococcus pneumoni&®1+-BS69] 582245:583003 forward MW:27¢
>0rf00681 orf00681 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 584737:55414 forward MW:2565

>0rf00687 orf00687 gi|10732763|gb|AAG22526.1|AF28B4L dihydrofolate reductasStreptococcus pneumon]e&88956:589462 forward MW:196
>0rf00731 orf00731 hypothetical protein SP_20Streptococcus pneumonidiéGR4] 628367:628777 reverse MW:15!

>0rf00805 orf00805 dephosp-CoA kinase Streptococcus pneumoni&89] 682773:683378 forward MW:229

>0rf00929 0rf00929 sensor histidine kinase PrStreptococcus pneumoni@éGR4] 796393:797724 reverse MW:49°

>0rf00947 orf00947 hypothetical protein sprl4Streptococcus pneumoni&s] 808585:809214 reverse MW:24¢

>0rf01041 orf01041 adenylosuccinate lyaStreptococcus pneumoni&®-BS71] 891833:892885 forward MW:38¢

>0rf01063 orf01063 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumoni&®2:-BS72] 910816:911700 forward MW:33¢
>0rf01071 orf01071 Cof family proteiiStreptococcus pneumoni@éGR4] 917031:918419 forward MW:518

>0rf01098 orf01098 Oxa-like protein precursoiStreptococcus pneumoni@éGR4] 937090:938016 reverse MW:34:

>0rf01130 orf01130 Regulator of [ytRABC operStreptococcus pneumoni&s] 962812:963828 forward MW:375

>0rf01174 orf01174 hypothetical protein SP_0CStreptococcus pneumoni@iéGR4] 994895:995263 reverse MW:14¢

>0rf01183 orf01183 spspoJ proteStreptococcus pneumonidéGR4] 1004057:1004815 reverse MW:29

>0rf01184 orf01184 chromosomal replication initatiprotein Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1004873:1006054 reverse MW:41
>0rf01189 orf01189 response regulator CoiStreptococcus pneumoniaéGR4] 1008467:1009219 forward MW:29¢

>0rf01190 orf01190 transcriptional regulator, TéRnily [Streptococcus pneumonidéGR4] 1009462:1010004 reverse MW:21.
>0rf01210 orf01210 secreted 45 krotein |Streptococcus pneumoniaéGR4] 1028439:1029617 forward MW:41€

>0rf01222 orf01222 Signal peptidaseStreptococcus pneumoni&s] 1042433:1042933 reverse MW:18

>0rf01256 orf01256 transcription antitermiton factor NusB Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1066050:1066472 reverse MW:15
>0rf01282 orf01282 Rrf2 family proteiiStreptococcus pneumonidéGR4] 1084718:1085155 forward MW:15¢&

>0rf01293 0rf01293 cadmium ristance transporter, putativStreptococcus pneumoniaéGR4] 1093586:1094200 forward MW:22¢
>0rf01310 orf01310 hypothetical protein SpneCDC _684|Streptococcus pneumoni@dC108-00] 1107653:1109062 forward MW:54€
>0rf01329 orf01329 Transcriptional repressor fo(Z)-responsive expressioStreptococcus pneumoni&®)] 1123431:1123931 forward MW:18¢
>0rf01426 orf01426 hypothetical protein SP_12Streptococcus pneumonidiéGR4] 1222678:122292forward MW:920!
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>0rf01427 orf01427 hypothetical protein sprl1Streptococcus pneumoni&s)] 1222922:1223176 forward MW:10(C

>0rf01512 orf01512 ATP synthase FO, A subuStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1291133:121849 reverse MW:272(

>0rf01536 orf01536 putative oxidoreductaStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1303171:1304274 reverse MW:41

>0rf01538 0rf01538 ABC transporter membr-spanning permeas- sugar transporiStreptococcus pneumoni&é] 1306398:1307231 reverse MW:30.
>0rf01539 orf01539 ABC transporter membr-spanning permeas- sugar transporiStreptococcus pneumoni&é] 1307231:1308115 reverse MW:33!
>0rf01550 orf01550 ypothetical protein spr064.Streptococcus pneumoni&s] 1318439:1318786 reverse MW:12:

>0rf01551 orf01551 pyruvate oxidasStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 1318897:1320672 reverse MW:65

>0rf01589 orf01589 ritsomal small subunit pseudouridine synthasiStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 1355369:1356094 forward MW:27(
>0rf01675 orf01675 hypothetical protein SpneT_02@I0|Streptococcus pneumonidéGR4] 1433086:1433451 forward MW:151

>0rf01681 orf01681 hypothetical protein SpneCDC _3¥|Streptococcus pneumoni@dC108°-00] 1436382:1436843 forward MW:17¢
>0rf01689 orf01689 potassium uptake protein, Trkifg protein |Streptococcus pneumoni&®¢-BS77) 1439939:1441318 reverse MW:50:
>0rf01700 orf01700 aldose-epimeraseStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1445241:1446278 reverse MW:37

>0rf01701 orf01701 sugar isomerase domain protgiaSAStreptococcus pneumoni@dC108°-00] 1446394:1447560 reverse MW:43
>0rf01708 orf01708 hypothetical protein CGSSp14BIE®25 Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 1452525:1453283 forward MW:29¢
>0rf01804 orf01804 hypothetical protein CCp3BS71_03047Streptococcus pneumoni&-BS71] 1527695:1528312 reverse MW:23
>0rf01872 orf01872 transcriptional repressor, pua|Streptococcus pneumoni@éGR4] 1590863:1591309 reverse MW:17!

>0rf01889 orf0189 acetyltransferase, GNAT familStreptococcus pneumoni@éGR4] 1605711:1606220 forward MW:20C

>0rf01941 orf01941 succin-diaminopimelate desuccinylasStreptococcus pneumoni&®2-BS72] 1652742:1653458 forward MW:26«
>0rf01969 orf01969 ABC transporter membr-spanning permea:- unknown substrateStreptococcus pneumoni&s] 1672175:1672891 forward MW:271
>0rf01970 orf01970 ABC transporter, subst-binding protein, putativeStreptococcus pneumonidéGR4] 1672929:1673936 forward MW:377
>0rf01977 orf01977 Response regulaStreptococcus pneumoni&sé] 1678317:1678970 forward MW:25Z

>0rf01978 orf01978 Histidine kinasStreptococcus pneumoniB®] 1678967:1680298 forward MW:509

>0rf01984 orf01984 sugar ABC transporter, s-binding protein Streptococcus pneumoni&®1-BS74] 1683964:1685223 reverse MW:46
>0rf01987 orf01987 biot--protein ligase Streptococcus pneumoni&®C028¢-04] 1688385:1689320 forward MW:352

>0rf02081 orf02081 transcriptional regulator, MdaRnily protein Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1754060:1754503 forward MW:16¢
>0rf02148 orf02148 crcB otein |Streptococcus pneumonidéGR4] 1810165:1810494 reverse MW:12!

>0rf02150 orf02150 hypothetical protein SP_12Streptococcus pneumonidiéGR4] 1810859:1811125 reverse MW:10

>0rf02167 orf02167 ABC transpor, substrat-binding protein Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1822137:1822967 forward MW:30¢
>0rf02193 orf02193 penicill-binding protein 2X Streptococcus pneumon]ak344932:1847184 reverse MW:82:

>0rf02238 orfl2238 hypothetical protein spr08zStreptococcus pneumoni&s] 1880483:1881292 forward MW:29¢

>0rf02358 0rf02358 hypothetical protein SpneT_0ZW&L|Streptococcus pneumonidéGR4] 1965796:1966353 forward MW:207

>0rf02443 orf02443 hypothetical protein SP_11Streptococcus pneumonidéGR4] 2036925:2037269 forward MW:12¢

>0rf02448 orf02448 hypothetical protein SP_11Streptococcus pneumonidiéGR4] 2039437:2040285 reverse MW:31

>0rf00092 orf00092 hypothetical protein SpneCD_0B[Streptococcus pneumoni@®OC028¢-04] 80380:80826 forward MW:174

>0rf00096 orf00096 hypothetical protein spr17Streptococcus pneumoni&®] 82438:82755 forward MW:122

>0rf00149 orf00149 type | restricti-modification system, M subuniStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 123792:125255 forward MW:564
>0rf00224 orf00224 hypothetical protein SP_14Streptococcus pneumonidiéGR4] 199913200131 forward MW:79¢
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orf00441 2€ 3 29 >0rf00441 orf00441 hypothetical protein SP_07Streptococcus pneumonidiéGR4] 381291:381611 reverse MW:12.

orf00544 26 3 2¢ >0rf00544 orf00544 manganese ABC transporter, -binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 466396:467118 reverse MW:26¢

orf00819 2€ 3 28 >0rf00819 orf00819 phosphoglycerate mutase famibggin |Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 694540:695160 reverse MW:23

orf00849 2€ 3 29 >0rf00849 orf00849 phosphatidate cytidylyltrarrase Streptococcus pneumoni@®C187:-00] 722664:723467 forward MW:289

orf00903 2€ 3 29 >0rf00903 orf00903 transcription antiterminator TgStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 772876:773712 forward MW:32¢

orf00926 2€ 3 28 >0rf00926 orf00926 phospte ABC transporter, permease proteStreptococcus pneumonidéGR4] 793562:794377 reverse MW:29:

orf00928 2€ 3 28 >0rf00928 orf00928 phosphate ABC transporter, phag-binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 795351:796226 reverse MW:30°

orf00935 2€ 3 29 >0rf00935 orf00935 phosphopantothel--cysteine ligaseStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 801179:801868 forward MW:257

orf01045 2€ 3 28 >0rf01045 orf01045 ABC transporter membrane spanpermeas- sugar transporiStreptococcus pneumoni&sé] 895922:896845 forward MW:345

orf01046 2€ 3 28 >0rf01046 orf01046 ABC transporter, subst-binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 897055:898530 forward MW:544

orf01511 2€ 3 29 >0rf01511 orf01511 FOF1 ATP synthase subuniStreptococcus pneumoniaéGR4] 1290625:1291119 reverse MW:17'

orf01693 2€ 3 28 >0rf01693 orf01693 phosphorylase, Pnp/Udp familytgin, putative Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1441973:1442737 reverse MW:28

orf01745 2€ 3 28 >0rf01745 orf01745 hyothetical protein SpneT_0200191Streptococcus pneumonidéGR4] 1485882:1486103 forward MW:8€

orf01764 2€ 3 29 >0rf01764 orf01764 sucro-6-phosphate hydrolase, putatiStreptococcus pneumoni@®C108'-00] 1498736:1500055 reverse MW:51

orf01814 2€ 3 29 >0rf01814 orf01814 transcriptional regulator, Giieily [Streptococcus pneumonidéGR4] 1533606:1533971 reverse MW:13'

orf01983 26 3 28 >0rf01983 0rf01983 sugar ABC transporter, permgaseein Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1683084:1€3950 reverse MW:320!

orf01985 2€ 3 29 >0rf01985 0rf01985 alpl-galactosidase AgalStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1685258:1687420 reverse MW:81

orf02002 2€ 3 29 >0rf02002 orf02002 MccC family proteiStreptococcus pneumoni@®C108'-00] 1700014:1701035 reverse MW:388

orf02076 2€ 3 28 >0rf02076 orf02076 irc-compound ABC transporter, permease protStreptococcus pneumonidéGR4] 1749512:1750471 reverse MW:35.

orf02270 2€ 3 28 >0rf02270 orf02270 hypothetical protein sprO3Streptococcus pneumoni&s] 1910567:1910896 forward MW:12&

orf00216 2€ 4 3C >0rf00216 orf00216 hypothetical protein SP_14Streptococcus pneumonidiéGR4] 195107:195490 forward MW:137

orf00222 2€ 4 3C >0rf00222 orf00222 coproporphyrinogen Ill oxidaStreptococcus pneumoni&®-BS71] 198625:199242 forward MW:241

orf00377 2€ 4 3C >0rf00377 orf00377 hypothetical protein SP_17Streptococcus pneumoniiéGR4] 322051:322500 forward MW:161

orf00561 26 4 3C >0rf00561 orf00561 hypothetical protein SP_1{Streptococcus pneumoni@iéGR4] 480302:480658 reverse MW:13!

orf00647 2€ 4 3C >0rf00647 orf00647 biotin synthase (BioY family fgm), putative Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 561280:561816 forward MW:18€

orf00744 2€ 4 3C >0rf00744 orf00744 jotein jag (Spolll-associated protein ), putativStreptococcus pneumoni&®-BS71] 640196:641182 reverse MW:37!

orf00745 2€ 4 3C >0rf00745 orf00745 hypothetical protein spr18Streptococcus pneumoni&s] 641201:641974 reverse MW:29:

orf00811 2€ 4 3C >0rf00811 orf00811 tellurite resistance protein BgStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 687888:688748 forward MW:327

orf00828 2€ 4 3C >0rf00828 orf00828 DNA polymerase Il subunit epgilStreptococcus pneumonidaéGR4] 701146:701736 forward M:2213¢

orf00953 2€ 4 3C >0rf00953 0rf00953 UD-glucose -epimeraseStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 812117:813136 reverse MW:37.

orf01148 26 4 20 >0rf01148 orf01148 maltose/maltodextrin ABC transen maltose/maltodextr-binding protein Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 977251:978522 rever
MW:45395

orf01149 2€ 4 3C >0rf01149 orf01149 -alpheglucanotransferasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 979072:980589 forward MW:58(C

orf01449 2€ 4 3C >0rf01449 orf01449 Serine/threonine protein sphataseStreptococcus pneumoni&s] 1240080:1240808 forward MW:272

orf01584 2€ 4 3C >0rf01584 orf01584 ABC transporter A-binding proteir- sodium transporiStreptococcus pneumoni&sé] 1349695:1350336 reverse MW:23!

orf01635 2€ 4 3C >0rf01635 f01635 hypothetical protein CGSSp9BS68_03<Streptococcus pneumoni&®-BS68] 1398504:1399118 forward MW:22¢

orf01677 2€ 4 3C >0rf01677 orf01677 Competence proteStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 1434584:1435432 forward MW:32(
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>0rf01918 0rf01918 amino acid ABC transporter, aragic-binding protein Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1632579:1633343 reverse MW:28
>0rf02082 orf02082 hypothetical protein SpneC_08[Streptococcus pneumoni@®C305¢-06] 1754507:1755271 forward MW:293
>0rf02087 orf02087 transcriptional regulator, TéaRnily [Streptococcus pneumonidéGR4] 1758845:1759381 reverse MW:21.

>0rf02088 0rf02088 hypothetical protein SpneT_0BE®)|Streptococcus pneumonidéGR4] 1759514:1760404 forward MW:331

>0rf02282 orf02282 mevalonate kinaStreptococcus pneumoni&e¢-BS73] 1920594:1921472 forward MW:31«

>0rf02373 orf02373 hypothetical protein SP_04Streptococcus pneumonidiéGR4] 1976010:1976225 reverse MW:8:

>0rf00098 orf00098 OxidoreductasStreptococcus pneumoni&s] 83430:84191 forward MW:275

>0rf00166 orf00166 hydrolase, haloacid dehaloge-like family protein[Streptococcus pneumoni&®2:-BS72] 137216:137929 forward MW:271
>0rf00313 orf00313 hypothetical protein sprO4Streptococcus pneumoni&s] 274420:275151 reverse MW:28¢

>0rf00353 orf00353 hypothetical protein 1597 Streptococcus pneumoni&s] 302486:303046 forward MW:207

>0rf00354 orf00354 magnesium transporter, CorA famiotein, putative Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 303103:304011 forward MW:347
>0rf00376 orfl0376 hypothetical protein spr157Streptococcus pneumoni&s] 321291:322049 forward MW:272

>0rf00420 orf00420 1S66 family element, OrStreptococcus pneumoni&P1¢-BS75] 360669:360884 forward MW:82

>0rf00459 0r00459 cytidine and deoxycytidylate deaminase famibtein Streptococcus pneumonidéGR4] 389997:390464 forward MW:173
>0rf00482 orf00482 DNA polymerase Il subunit dgStreptococcus pneumoni@®C305¢-06] 408856:409893 forward M:3971:

>0rf00517 orf00517 penicill-binding protein 2B Streptococcus pneumon]ak39946:441988 forward MW:738

>0rf00530 orf00530 cell division protein DivIV/Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 451811:452599 forwaMW:30171

>0rf00578 orf00578 oxidoreductase, aldo/keto remsefamily proteinStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 494086:494928 reverse MW:31.
>0rf00596 orf00596 hypothetical protein SpneT_03R1L|Streptococcus pneumonidéGR4] 514016:514579 reverse MW:20¢

>0rf00656 orf00656 -prolyl-dipeptidyl aminopeptidastStreptococcus pneumoni@éGR4] 566065:568338 reverse MW:86¢

>0rf00696 orf00696 thioredoxin reductaStreptococcus pneumoniatingary19/46] 594741:595709 reverse MW:35:

>0rf00939 orf00939 hypothetical protein sprl1Streptococcus pneumoni&s] 803799:804314 forward MW:196

>0rf00951 orf00951 FerredoxilStreptococcus pneumoni&s] 810983:811099 forward MW:43

>0rf01000 orf01000 hypothetical protein CGSSp6BIA®56 Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 855190:855738 reverse MW:19.
>0rf01143 orf01143 maltose operon transcriptiorakessorStreptococcus pneumonidéGR4] 972955:973941 reverse MW:37(

>0rf01224 orf01224 hypothetical protein SpneT_020@®L|Streptococcus pneumonidéGR4] 1044097:1044321 forward MW:85

>0rf01286 orf01286 sensor histidinenase Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1087516:1088490 forward MW:38(

>0rf01502 orf01502 hypothetical protein CGSSp11BIAM72 Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1282166:1283395 reverse MW:47
>0rf01503 orf0150 membrane proteirStreptococcus pneumonidéGR4] 1283385:1284551 reverse MW:43;

>0rf01505 orf01505 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 1284695:1285708 forward MW:377

>0rf01688 orf01688 passium uptake protein, Trk familStreptococcus pneumonidéGR4] 1439545:1439925 reverse MW:13

>0rf01702 orf01702 PTS system, IIA componeStreptococcus pneumoni@éGR4] 1447813:1448151 reverse MW:12

>0rf01772 0rf01771 hypothetical protein SP_18(Streptococcus pneumonidéGR4] 1506876:1507442 forward MW:21¢

>0rf01852 orf01852 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 1567916:1568113 forward MW:67

>0rf01860 orf01860 aminotransferase, clas:Streptococcus pneumonidéGR4] 1576597:1577763 forward MW:44E

>0rf01979 orf01979 hypothetical protein SP_21Streptococcus pneumonidéGR4] 1680381:1680908 forward MW:20Z

>0rf02006 orf02006 peptidase M24 family proteStreptococcus pneumoni@®C187:-00] 1705885:1706946 forward MW:392
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orf02230 2€ 5 31 >0rf02230 orf02230 gamr-glutamyl phosphate reductasStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1872400:1873662 reverseW:4522¢
orf02255 2€ 5 31 >0rf02255 orf02255 CBS domain proteStreptococcus pneumoniaéGR4] 1895152:1895613 forward MW:172
orf02269 2€ 5 31 >0rf02269 orf02269 hypothetical protein sprO3Streptococcus pneumoni&s] 1909970:1910497 forward MW:206
orf02379 2€ 5 31 >0rf02379 orf02379 oligopeptide ABC transporteigopeptid-binding protein AmiA Streptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1981515:1983494 reverse MW:72
orf02427 2€ 5 31 >0rf02427 orf02427 DNA repair protein RadStreptococcus pneumonidéGR4] 2025709:2026389 forward MW:25E
orf00702 2€ 6 32 >0rf00702 orf00702 degV family proteiStreptococcus pneumoni@®C187:-00] 599294:600142 forward MW:309
orf00751 2€ 6 32 >0rf00751 orf00751 1S1381 transposase proteiStreptococcus pneumonidéGR4] 645138:645440 forward MW:113
orf00769 2€ 6 32 >0rf00769 orf00769 1S1381, transposase O Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 658015:658416 reverse MW:15
orf00795 2€ 6 32 >0rf00795 orf00795 lactoylglutathione lyasStreptococcus pneumoni@éGR4] 673704:674084 forward MW:144
orf00835 2€ 6 32 >0rf00835 orf00835 pyridine nucleot-disulfide oxidoreductase¢Streptococcus pneumonidéGR4] 707563:708879 reverse MW:47:
orf01101 2€ 6 32 >0rf01101 orf01101 membrane proteStreptococcus pneumoni@éGR4] 939202:939885 forward MW:247
orf01121 2€ 6 32 >0rf01121 orf01121 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 956747:957379 reverse MW:23
orf01246 2€ 6 32 >0rf01246 orf01246 acel-CoA carboxylase bicn carboxyl carrier protein subunStreptococcus pneumonid&GR4] 1060967:1061452 forward MW:17C
orf01445 2€ 6 32 >0rf01445 orf01445 geranyltranstransfereStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 1236297:1237172 forward MW:31¢
orf01591 2€ 6 32 >0rf01591 orf01591 hypothetical protein SP_06Streptococcus pneumonidiéGR4] 1356450:1356830 reverse MW:14
orf01774 2€ 6 32 >0rf01774 orf01774 hypothetical protein SpneCD_QF[Streptococcus pneumoni@DC028¢-04] 1508302:1508505 forward MW:71
orf01785 2€ 6 32 >0rf01785 orf01785 anthranilate phosphoribosyltfarase Streptococcus pneumonidéGR4] 1515324:1516328 reverse MW:35!
orf01827 2€ 6 32 >0rf01827 orf01827 -phosphopantetheinyl transferaStreptococcus pneumoni@éGR4] 1546834:154720forward MW:1364
orf01877 2€ 6 32 >0rf01877 orf01877 Degenerate transposase (cStreptococcus pneumonibt_V -016] 1595596:1596003 forward MW:15¢«
orf01923 2€ 6 32 >0rf01923 orf01923 tributyrin esterasStreptococcus pneumonidéGR4] 1638545:16394 forward MW:2991
orf01937 2€ 6 32 >0rf01937 0rf01937 hypothetical protein SpneT_0ZHABL|Streptococcus pneumonidéGR4] 1649801:1651126 forward MW:46€
orf02178 26 6 32 >0rf02178 orf02178 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1832915:1834177 reverse MW:45!

>0rf02213 orf02213 gi|15900249|ref|[NP_344853.19-hydroxyglutarat-aldolase/ket-deoxy-phosphogluconate aldolasStreptococcus pneumonidéGR4]
orf02213 26 ° s 1859897:1860526 forward MW:22068
orf02219 2€ 6 32 >0rf02219 orf02219 1S1381, transposase O Streptococcus pneumoni&P1¢-BS75] 1866401:1866799 forward MW:151
orf02357 2€ 6 32 >0rf02357 orf02357 cytochrome«type biogenesis protein Ccd.Streptococcus pneumonidéGR4] 1965078:1965785 forward MW:25¢&
orf02362 2€ 6 32 >0rf02362 orf02362 Degenerate transposase (cStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1970230:1970553 forward MW:12¢
orf02422 2€ 6 32 >0rf02422 orf02422 151381, transposase O Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 2022468:2022692 fonrd MW:860<
orf02432 2€ 6 32 >0rf02432 orf02432 aminotransferase, clas:Streptococcus pneumoni&®P¢-BS68] 2028392:2029507 reverse MW:40
orf00255 2€ 7 33 >0rf00255 orf00255 shikimate-dehydrogenaseStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 227048:22790forward MW:3134;
orf00259 2€ 7 33 >0rf00259 orf00259 prephenate dehydrogenStreptococcus pneumoni&@¢-BS73] 230174:231277 forward MW:41(
orf01229 2€ 7 33 >0rf01229 orf01229 hypothetical protein SP_04Streptococcus pneumonidéGR4] 1049189:109737 forward MW:1981
orf01704 2€ 7 33 >0rf01704 orf01704 PTS system, IIC componStreptococcus pneumonidéGR4] 1449026:1449931 reverse MW:31
orf01781 2€ 7 33 >0rf01781 orf01781 tryptophan synthase, alpha siiffStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1512004:1512780 reverse MW:27
orf01782 2€ 7 33 >0rf01782 orf01782 tryptophan synthase subunit [Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1512773:1513996 reverse MW:44
orf01786 2€ 7 33 >0rf01786 orf01786 anthranilate synthase compohd Streptococcus pneumonidéGR4] 1516339:1516905 reverse MW:20'
orf01788 2€ 7 33 >0rf01788 orf01788 anthranilate synthase compohgStreptococcus pneumoni&sé] 1516902:1518263 reverse MW:51
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orf01908 2€ 7 33 >0rf01908 0rf01908 ABC transporter, A-binding protein Vexp2Streptococcus pneumoni&®1-BS75] 1624022:1624669 forward MW:23¢

orf01925 2€ 7 33 >0rf01925 0rf01925 be-lactam resistance factcStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1640661:1641893 forward MW:47:

orf00101 2€ 8 34 >0rf00101 orfl0101 c-chaperonin GroESStreptococcus pneumonidéGR4] 84934:85218 forward MW:99

orf00334 2€ 8 34 >0rf00334 orf00334 ABC transporter A-binding proteir- unknown substrateStreptococcus pneumoni@®C108'-00] 287789:288547 reverse MW:28:

orf00433 2€ 8 34 >0rf00433 orf00433 hypothetical protein SpneCD_@R[Streptococcus pneumoni@®OC028¢-04] 376671:377111 reverse MW:16!

orf00734 2€ 8 34 >0rf00734 orf00734 transketolasStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 629664:631646 reverse MW:71:

orf01285 2€ 8 34 >0rf01285 orf01285 hypothetical protein SpneT_0ZBRL|Streptococcus pneumonidéGR4] 1086846:1087523 forward MW:25¢

orf01305 2€ 8 34 >0rf01305 orf01305 cytidylate kinasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1102742:1104712 forward MW:7(2

orf01630 2€ 8 34 >0rf01630 orf01630 HemK proteilStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1394346:1395185 forward MW:317

orf01705 2€ 8 34 >0rf01705 orf01705 Phosphotransferase system -specific EIIB componeniStreptococcus pneumoniB$] 1449959:145435 reverse MW:172:

orf01706 2€ 8 34 >0rf01706 orf01706 Be-galactosidase Streptococcus pneumoniB89] 1450432:1452219 reverse MW:69!

orf01895 26 8 - >0rf01895 orf01895 gi|149010795|ref|ZP_01832168-methyltetrahydropteroyltriglutame--homocysteine methyltransfers [Streptococcus pneumoni&®1¢-BS75
1611024:1613273 forward MW:84677

orf01896 2€ 8 34 >0rf01896 orf01896 polynucleotide phosphorylase/adénylaseStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1613337:1614203 forward MW:32:

orf01911 2€ 8 34 >0rf01911 orf01911 DN-binding response regulator VncStreptococcus pneumonidéGR4] 1626411:1627067 forward MW:24¢

orf02307 2€ 8 34 >0rf02307 orf02307 hypothetical protein CGSSp14BSA289 Streptococcus pneumoni&®1+-BS69] 1933546:1934(0 forward MW:5134

orf00941 26 9 35 >0rf00941 orf00941 hypothetical protein SpneCDC _8%|Streptococcus pneumoni@dC108°-00] 804925:805386 reverse MW:16:

orf01002 2€ 9 35 >0rf01002 orf01002 hypothetical protein SP_04Streptococcus pneumonidiéGR4] 855753:856601 reverse MW:31«

orf01395 2€ 9 3E >0rf01395 orf01395 pyrimidir-nucleoside phosphorylasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1197270:1198547 forward MW:461

orf01468 2€ 9 3E >0rf01468 orf01468 hypothetical protein SP_21Streptococcus pneumonidiéGR4] 1254069:1254410 reverse MW:12

orf01653 2€ 9 35 >0rf01653 orf01653 2,3,4-tetrahydropyridin-2-carboxylate I-succinyltransferas-related proteinStreptococcus pneumoni&s] 1414194:1414892 forward MW:23¢

orf01995 2€ 9 3E >0rf019950rf01995 riboflavin synthase, beta subuStreptococcus pneumonidéGR4] 1694192:1694659 reverse MW:16

orf02139 2€ 9 3E >0rf02139 orf02139 Uracil permeasStreptococcus pneumoni&®195] 1803474:1804757 forward MW:44:

orf02306 2€ 9 35 >0rf023060rf02306 hypothetical protein SP_05¢Streptococcus pneumonidiéGR4] 1933313:1933546 forward MW:83

orf02405 2€ 9 3E >0rf02405 orf02405 hypothetical protein SP_10Streptococcus pneumonidéGR4] 2006589:2007593 forward MW:351

orf00127 2€ 10 3€ >0rf00127 orf00127 hypothetical protein CGSSp9BS68331/Streptococcus pneumoni&®<-BS68] 104793:106346 forward MW:58%

orf00238 2€ 10 3€ >0rf00238 orf00238 alpl-acetolactate decarboxylasStreptococcus pneumoni@®C187:-00] 210097:210828 forward M\2732¢

orf00692 2€ 10 3€ >0rf00692 orf00692 endoribonucleas-PSP Streptococcus pneumoniaéGR4] 591503:591883 forward MW:137

orf01095 2€ 10 3€ >0rf01095 orf01095 Oxa-like protein precursoiStreptococcus pneumoni&®1:-BS69] 934845:936095 forwaMW:4663¢

orf01145 2€ 10 3€ >0rf01145 orf01145 maltodextrin ABC transporterrpease proteirStreptococcus pneumoni@éGR4] 975004:975846 reverse MW:31!

orf01268 2€ 10 3€ >0rf01268 orf01268 acetolactate synthase catadyifiminit Streptococcus pneumonidaéGR4] 1075969:1077669 forward MW:617

orf01269 2€ 10 3€ >0rf01269 orf01269 hypothetical protein SpneT_020@D|Streptococcus pneumonidéGR4] 1077671:1078138 forward MW:17Z

orf01271 2€ 10 3€ >0rf01271 orf01271 ket-acid reductoisomerasStreptococcus pneumoni&$] 1078204:1079226 forward MW:37:

orf01274 2€ 10 3€ >0rf01274 orf01274 threonine dehydrateStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1080213:1081463 forward MW:45¢

orf01279 2€ 10 3€ >0rf01279 orf01279 irc-dependent transcriptiot regulator Streptococcus pneumoni@éGR4] 1083038:1083688 reverse MW:24:

orf01396 2€ 10 3€ >0rf01396 orf01396 pyrimidir-nucleoside phosphorylasStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1198565:1199227 forward MW:22¢

orf01466 2€ 10 3€ >0rf01466 orf0146 dihydroxy-acid dehydratase¢Streptococcus pneumonidéGR4] 1252067:1253770 forward MW:59¢
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orf01654
orf01727
orf01825
orf01826
orf02130
orf00703
orf00855
orf01040
orf01146
orf01464
orf01465
orf01623
orf01834
orf02053
orf02257
orf02412
orf00424
orf00572
orf00925
orf01960
orf02196
orf00717
orf00719
orf01118
orf01415
orf01416
orf01569
orf02094
orf02330
orf00075
orf00470
orf00942
orf01066
orf01461
orf01462
orf01972
orf02056

10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14

>0rf01654 orf01654 peptidase, M20/M25/M40 familpiain |Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1414960:1416090 forward MW:41¢
>0rf01727 orf01727 competence factor transportifigp-binding/permease protein ComStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 1474034:1476187 reverse MW:80
>0rf01825 orf01825 phosp-2-dehydr-3-deoxyheptonate aldolasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1544731:1545762 forward MW:387
>0rf01826 orf01826 phosp-2-dehydr«-3-heoxyheptonate aldolasStreptococcus pneumonidéGR4] 1545764:1546795 forward MW:387
>0rf02130 orf02130 penicill-binding potein 2A |Streptococcus pneumoni&®C108°-00] 1796273:1798468 forward MW:807
>0rf00703 orf00703 dihydrodipicolinate reductaStreptococcus pneumoni@®C108'-00] 600419:601186 forward MW:278

>0rf00855 orf00855 xidoreductase, putativiStreptococcus pneumonidéGR4] 730211:731260 forward MW:388

>0rf01040 orf01040 DN-binding response regulatcStreptococcus pneumoni@éGR4] 891138:891836 forward MW:267

>0rf01146 orf0146 maltodextrin ABC transporter, permease proiStreptococcus pneumoni@éGR4] 975848:977140 reverse MW:47"
>0rf01464 orf01464 hypothetical protein CGSSp6BIBB18 Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1250048:1250905 forward MW:210
>0rf01465 orf01465 ascorbi-specific PTS system enzyme |IStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1250902:1251834 forward MW:34:
>0rf01623 orf01623 dihydrodipicolinate synthaStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1:89392:1390327 forward MW:339

>0rf01834 orf01834 hypothetical protein CGSSp18BI D974 Streptococcus pneumoni&®1-BS74] 1556972:1557520 reverse MW:19
>0rf02053 0rf02053 hypothetical protein SP_02Streptococcus pneumonidiéGR4] 1734290:1734556 forward MW:9€

>0rf02257 orf02257 segregation and condensatiotejprd\ [Streptococcus pneumoni&é] 1896344:1897072 forward MW:28Z
>0rf02412 orf02412 glycosyl transferaseoup 1 Streptococcus pneumoni@éGR4] 2013762:2015087 forward MW:50%

>0rf00424 orf00424 Phosphoglycolate phosphaiStreptococcus pneumoniB®] 365383:365946 reverse MW:21:

>0rf00572 orf00572 pyridoxine biosyhesis proteinStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 487811:489055 forward MW:45¢

>0rf00925 orf00925 phosphate ABC transporter, -binding protein Streptococcus pneumonigkingary194-6] 792808:793560 reverse MW:28(
>0rf01960 orf01960 helicase, putati\Streptococcus pneumoni&®1:-BS69] 1663612:1664910 forward MW:49¢

>0rf02196 orf02196 transcriptional regulator, pw{Streptococcus pneumoniaéGR4] 1848633:1848827 forward MW:7&

>0rf00717 orf00717 nicoting-nucleotide pyrophosphorylasStreptococcus pneumoni&®é] 616764:617636 reverse MW:31¢

>0rf00719 orf00719 membrane proteStreptococcus pneumonidéGR4] 617873:619183 forward MW:474

>0rf01118 orf01118 nucleoside diphosphate kinStreptococcus pneumonidéGR4] 955406:955819 forward MW:154

>0rf01415 orf01415 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidéGR4] 1213861:1214550 forward MW:273

>0rf01416 orf01416 membrane proteStreptococcus pneumonidéGR4] 1214547:1215470 forward MW:327

>0rf01569 orf01569 lactate oxidasStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1337434:1337580 reverse MW:5;

>0rf02094 orf02094 hypothetical protein SP_18Streptococcus pneumonidiéGR4] 1766005:1766409 forward MW:14¢

>0rf02330 orf02330 glycogen branching enzyiStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1947879:1949807 forward MW:715

>0rf00075 orf00075 endonuclease Streptococcus pneumonidéGR4] 68568:69197 reverse MW:23:

>0rf00470 orf00470 acetoin utilization protein AgyRitative Streptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 397464:398120 folard MW:2418!
>0rf00942 orf00942 phosphomethylpyrimidine kinaStreptococcus pneumoni@aéGR4] 805383:806138 reverse MW:26¢

>0rf01066 orf01066 DN-binding response regulatcStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 913!38:914137 forward MW:222¢

>0rf01461 orf01461 PTS system, 1IB component, puggStreptococcus pneumoniaéGR4] 1248401:1248685 forward MW:101
>0rf01462 orf01462 PTS system, IIC component, preggStreptococcus pneumoni&®2-BS72] 1248698:1250044 forward MW:46¢
>0rf01972 orf01972 transcriptional regulator Ct:Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 1674783:1675241 forward MW:17¢

>0rf02056 orf02056 Phosphoglycerate mute paralog Streptococcus pneumoni&sé] 1736147:1736839 forward MW:257
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orf02093 2€ 14 4C >0rf02093 0rf02093 galactc-1-phosphate uridylyltransferasStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 1764451:1765935 forward MW:56:

orf01003 2€ 15 41 >0rf01003 orf0103 potassium uptake protein, Trk famiStreptococcus pneumoniékingary19/-6] 856790:858139 forward MW:498
orf01004 2€ 15 41 >0rf01004 orf01004 DNA polymerase I'Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 858155:859582 forward MW:524

orf01668 2€ 15 41 >0rf01668 orf01668 pyrrolidor-carboxylate peptidasStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1425692:1426123 forward MW:157

orf01669 2€ 15 41 >0rf01669 orf01669 pyrrolidoi-carboxylate peptidasStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1426123:1426335 forward M7952

orf01939 2€ 15 41 >0rf01939 orf01939 hypothetical protein SpneCDC _T&L|Streptococcus pneumoni@dC108-00] 1651224:1652261 forward MW:38C
orf00698 2€ 16 42 >0rf00698 orf00698 hypothetical protein sprl4Streptococcus pneumoni&s] 595845:59702 forward MW:3185

orf02177 2€ 16 42 >0rf02177 orf02177 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1832152:1832622 forward MW:17¢

orf00598 2€ 17 43 >0rf00598 orf00598 hypothetical protein SpneCDC_f@|Streptococcus pneumoni@dC1087-00] 515728:516171 reverse MW:16¢

orf01058 2€ 17 43 >0rf01058 orf01058 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumoni@®C305¢-06] 906442:908124 reverse MW:62¢

orf01611 2€ 17 43 >0rf01611 orf01611 DN-binding response regulatcStreptococcus pneumoni@éGR4] 1376469:1377206 reverse MW:28:

orf00257 2€ 18 44 >0rf00257 orf00257 -dehydroquinate synthasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 227921:228988 forward MW:39(C

orf00541 2€ 18 44 >0rf00541 orf00541 thiol peroxidasStreptococcus pneumoni&®<¢-BS68] 463976:464467 reverse MW:18

orf00853 2€ 18 44 >0rf00853 0rf00853 prol-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 726713:728092 forward MW:532

orf00866 2€ 18 44 >0rf00866 orf00866 aminopeptidase PeStreptococcus pneumoni@dC108'-00] 744309:745550 forward MW:451

orf01357 2€ 18 44 >0rf01357 orf01357 hypothetical protein spr19Streptococcus pneumoni&s] 1159512:1160792 forward MW:49C

orf01499 2€ 18 44 >0rf01499 orf01499 amino acid ABC transporamino aci-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 1279891:1280727 reverse MW:31:
orf01594 26 18 44 >0rf01594 orf01594 oxidoreductase, short chain detyenase/reductase family proteStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 1358125:1358880 reve MW:2775(
orf01799 2€ 18 44 >0rf01799 orf01799 Sucro-6-phosphate hydrolasStreptococcus pneumoni&é] 1522625:1524079 reverse MW:55

orf02106 2€ 18 44 >0rf02106 orf02106 ABC transporter, A-binding/permease proteiStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1774341:1776086 forward MW:65:
orf02216 2€ 18 44 >0rf02216 orf02216 glutathione peroxidaStreptococcus pneumonidéGR4] 1865098:1865574 forward MW:18(C

orf00467 2€ 19 45 >0rf00467 orf00467 branch-chain amino acid ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 395631:396395 forward MW:282
orf00685 2€ 19 45 >0rf00685 orf00685 nc-heme iroi-containing ferritin Streptococcus pneumoni@éGR4] 588308:588826 forward MW:192

orf01024 2€ 19 45 >0rf01024 orf01024 aromic amino acid aminotransferasStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 876473:877642 reverse MW:43

orf01107 2€ 19 45 >0rf01107 orf01107 hypothetical protein SP_18Streptococcus pneumonidiéGR4] 942054:943091 forward MW:375

orf01221 2€ 19 45 >0rf012:1 orf01221 helicase, putativStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1039939:1042305 reverse MW:88

orf01223 2€ 19 45 >0rf01223 0rf01223 ribonuclease HIStreptococcus pneumonidéGR4] 1043051:1043932 reverse MW:32:

orf02107 2€ 19 45 >0rf02107 orf0:107 ABC transporter, AT-binding/permease proteiStreptococcus pneumoni&®1-BS75] 1776076:1777827 forward MW:65¢
orf00160 2€ 20 46 >0rf00160 orf00160 ABC transporter, A-binding/permease proteiStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 132470:134236 verse MW:6570
orf00274 2€ 20 46 >0rf00274 orf00274 homoserine kinaStreptococcus pneumonidéGR4] 243679:244548 forward MW:315

orf00395 2€ 20 46 >0rf00395 orf00395 lactose phosphotransferase myspressorStreptococcus pneumoni@éGR4] 33816:338907 reverse MW:273

orf00733 2€ 20 46 >0rf00733 orf00733 preprotein translocase subuajCY|Streptococcus pneumoni@éGR4] 629254:629553 reverse MW:11(

orf00804 2€ 20 46 >0rf00804 orf00804 formamidopyrimidi-DNA glycosylase Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 681949:682773 forward MW:311

orf01419 2€ 20 46 >0rf01419 orf01419 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 1216297:1216527 forward MW:84

orf01622 2€ 20 46 >0rf01622 orf01622 aspart-semialdehyde dehydrogengStreptococcus pneumoni&s&] 1388260:1389336 forward MW:38<

orf01659 2€ 20 46 >0rf01659 orf01659 threonine synthaStreptococcus pneumonidéGR4] 1419727:1421211 forward MW:537

orf01676 26 20 46 >0rf01676 orf01676 competence protein CgStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1433527:1434468 forward MW:35¢€

143



orf01846 2€ 20 46 >0rf01846 orf01846 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 1564126:1564485 forward MW:13¢

orf02321 2€ 20 46 >0rf02321 orf02321 undecaprenyl pyrophhate phosphatasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1942408:1943253 reverse MW:31,

orf02375 2€ 20 46 >0rf02375 orf02375 oligopeptide ABC transporter,B-binding protein AmiF Streptococcus pneumoni@éGR4] 1977013:1977939 reverse MW:34
orf02376 2€ 20 46 >0rf02376 orf02376 oligopeptide ABC transporter,B-binding protein AmiE Streptococcus pneumoni&®1-BS70] 1977950:1979017 reverse MW:39
orf02377 2€ 20 46 >0rf02377 orf02377 oligopeptide ABC transportemmease protein AmiCStreptococcus pneumoniaéGR4] 1979026:1979952 reverse MW:34
orf02378 2€ 20 46 >0rf02378 orf02378 oligopeptide ABC transportemrpease protein AmiCStreptococcus pneumoni&®-BS68] 1979952:1981448 reverse MW:55
orf01233 2€ 21 47 >0rf01233 orf01233 aspartekinase Streptococcus pneumoniB®] 1052632:1053996 reverse MW:50:

orf01350 2€ 21 47 >0rf01350 orf01350 peptidase, M20/M25/M40 familp{in |Streptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1148295:1149626 reverse MW:48

orf01351 2€ 21 47 >0rf01351 orf01351 Fpothetical protein spr195!Streptococcus pneumoni&s] 1149648:1151159 reverse MW:541

orf01880 2€ 21 47 >0rf01880 orf01880 PTS system, IIC component, preggStreptococcus pneumoni&@1¢-BS74] 1596402:1597877 forward MW:52¢

orf02168 2€ 21 47 >0rf02168 orf02168 -sialoglycoprotein endopeptidasStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 1823121:1823975 forward MW:31:

orf00311 2€ 22 48 >0rf00311 orf00311 hypothetical protein SpneCDCD7®EL|Streptococcus pneumoni@®dC187:-00] 273182:273733 reverse M20462

orf00454 2€ 22 48 >0rf00454 orf00454 hypothetical protein CGSSp11BII85 Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 388451:389296 reverse MW:30!

orf00821 2€ 22 48 >0rf00821 orf00821 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&s] 695642:96484 reverse MW:305.

orf00905 2€ 22 48 >0rf00905 orf00905 PTS system, lact-specific [IBC componeniStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 774065:775756 forward MW:61(C
orf01052 2€ 22 48 >0rf01052 orf01052 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumoni@éGR4] 903453:903779 reverse MW:12!

orf01619 2€ 22 48 >0rf01619 orf01619 Large conductance mecl-sensitive ion channeStreptococcus pneumoni&sé] 1386224:1386601 reverse MW:13

orf01674 2€ 22 48 >0rf01674 orf01674 alcohol dehydrogeni zinc-containing Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 1431877:1432935 forward MW:38:

orf02083 2€ 22 48 >0rf02083 orf02083 choline transportStreptococcus pneumoni@éGR4] 1755286:1756014 forward MW:27C

orf00275 2€ 23 49 >0rf00275 orf00275 pepticmethionine sulfoxide reductase msrA/msrEStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 244843:245781 forward MW:357
orf00405 26 23 48 >0rf00405 orf00405 DNA polymerase |l subunits gamamd tauStreptococcus pneumoni&® 1-BS69] 348434:350089 reverse MW:(54
orf00904 2€ 23 49 >0rf00904 orf00904 PTS system, lact-specific IIA componentStreptococcus pneumoni&®1-BS75] 773748:774065 forward MW:11E

orf00961 2€ 23 49 >0rf00961 orf00961 bifunctional methionine sulfoxiceductase A/B proteilStreptococcus pneumoni&s] 817713:818825 reverse MW:41¢
orf01530 2€ 23 49 >0rf01530 orf01530 sugar ABC transporter, permgaseein Streptococcus pneumonidéGR4] 1297337:1298176 reverse MW:31

orf02037 2€ 23 49 >0rf02037 orf02037 30S ribosomal proteil4 |Streptococcus pneumonid&GR4] 1725864:1726133 forward MW:10C

orf02208 2€ 23 49 >0rf02208 orf02208 glucuronyl hydrolasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1855472:1856662 reverse MW:46!

orf02254 2€ 23 49 >0rf02254 orf02254 hypothetical protein 1694 Streptococcus pneumoni&s] 1894634:1895155 forward MW:19¢

orf00542 26 24 5C >0rf00542 orf00542 ABC transporter subst-binding proteir- manganese transporStreptococcus pneumonii®] 464590:465519 reverse MW:34!
orf01949 2€ 24 5C >0rf01949 orf01949 membrane proteStreptococcus pneumonidéGR4] 1658340:1659158 forward MW:30€

orf02000 26 24 5C >0rf02000 orf02000 -Methyladenine DNA glycosylase I, constitutiStreptococcus pneumoni&s] 1698612:1699175 forward MW:214

orf02098 2€ 24 5C >0rf02098 0rf02098 xanthine permeaStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1769156:1770418 reverse MW:44

orf02206 2€ 24 5C >0rf02206 orf02206 PTS system, IIC componStreptococcus pneumonidéGR4] 1854176:1854955 reverse MW:27.

orf02211 2€ 24 5C >0rf02211 orf02211 hypothetical protein CGSSp3BIBB19 Streptococcus pneumoni&@-BS71] 1858214:1858855 forward MW:23¢

orf00406 2€ 25 51 >0rf00406 orf00406 hypothetical protein sprO7Streptococcus pneumoni&s] 350089:350586 reverse v:18421

orf00729 2€ 25 51 >0rf00729 orf00729 alcohol dehydrogenase,-containing Streptococcus pneumoni&®-BS71] 625416:628067 reverse MW:97

orf01025 2€ 25 51 >0rf01025 orf01025 hypothetical protein SpneCDC_106|Streptococcus pneumoni@dC10¢7-00] 877791:878801 forward MW:360

orf01314 26 25 51 >0rf01314 orf01314 Glycerol uptake facilitator vt [Streptococcus pneumoni&s] 1112666:1113370 forward MW:244
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orf02019
orf02210
orf00061
orf00325
orf00326
orf00514
orf00515
orf00543
orf00901
orf01313
orf01751
orf01950
orf02186
orf02201
orf01375
orf01773
orf02069
orf00145
orf00393
orf00644
orf00688
orf00701
orf00742
orf00840
orf01103
orf01131
orf01311
orf01312
orf01535
orf01828
orf01930
orf02067
orf02068
orf02099
orf00601
orf00735
orf00739

25
25
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
27
27
27
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
29
29
29

>0rf02019 orf02019 hypothetical protein sprO1Streptococcus pneumoni&s] 1717253:1717759 forward MW:19(C

>0rf02210 orf02210 gluconate-dehydrogenaseStreptococcus pneumoni&s] 1857380:1858195 forward MW:29(

>0rf00061 orf00061 DNA processing protein DprA, ativte |Streptococcus pneumoni@éGR4] 53422:54270 reverse MW:31(
>0rf00325 orf00325 -acetylneuraminate lyase, putati\Streptococcus pneumoni@éGR4] 279706:280017 forward MW:111
>0rf00326 orf00326 hypothetical proteirr1185 Streptococcus pneumoni&s] 280035:280238 forward MW:73

>0rf00514 orf00514 -acetylneuraminate lyase, putatiStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 437651:437962 forward MW:111
>0rf00515 orf00515 ROK fami protein Streptococcus pneumonidéGR4] 437980:438864 forward MW:316

>0rf00543 orf00543 hypothetical protein SpneT_0ZEM|Streptococcus pneumonidéGR4] 465551:466399 reverse MW:30:
>0rf00901 orf00901 Tagate-6-phosphate kinastStreptococcus pneumoni&s&] 770731:771660 forward MW:334

>0rf01313 orf01313 alpl-glycerophosphate oxidasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1110770:1112596 forward MW:66¢
>0rf01751 orf0151 oligoendopeptidase F, putatiStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1489346:1491142 reverse MW:68!
>0rf01950 orf01950 hypothetical protein sprO5Streptococcus pneumoni&s] 1659160:1659945 forward MW:30z

>0rf02186 orf02186 glucan l-alphe-glucosidaseStreptococcus pneumoni@®C108-00] 1836561:1838168 reverse MW:62
>0rf02201 orf02201 sugar binding transcriptiongulator RegR Streptococcus pneumoni@éGR4] 1850094:1851095 reve MW:3833:
>0rf01375 orf01375 hypothetical protein SpneT_0ZIHHL|Streptococcus pneumonidéGR4] 1183747:1184430 forward MW:24¢
>0rf01773 orf01773 general stress protein 24, pigtdStreptococcus pneumonidéGR4] 1507663:1508271 forward MW:218
>0rf02069 orf02069 hypothetical protein SpneT_0ZXHIO|Streptococcus pneumonidéGR4] 1744814:1746106 forward MW:462
>0rf00145 orf00145 he-inducible transcription repress(Streptococcus pneumoni&$] 119132:120166 reverse MW:39:

>0rf00393 orf00393 PTS system, Fru family, IIC cament Streptococcus pneumonibieingary19/-6] 335310:337262 reverse MW:66¢
>0rf00644 orf00644 ABC transpor, ATP-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 557568:558269 reverse MW:25°
>0rf00688 orf00688 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 589462:589632 forward MW:65

>0rf00701 orf00701 Fpothetical protein SP_155Streptococcus pneumonidiéGR4] 598918:599292 forward MW:144

>0rf00742 orf00742 PTS system, membrane compopetdtive Streptococcus pneumoni&®-BS71] 637934:639391 reverse MW:52!
>0rf00840 orf00840 glycerol dehydrogenaStreptococcus pneumoni&s] 712870:713958 forward MW:391

>0rf01103 orf01103 asparagine synthetase AsStreptococcus pneumoni@éGR4] 939997:940989 forward MW:376

>0rf01131 orf01131 competence dam-inducible protein A Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 963913:965169 forward MW:45(C
>0rf01311 orf01311 glycerol kinasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1109221:1109568 forward MW:12€

>0rf01312 orf01312 glycerol kinasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1109553:1110728 forward MW:43&

>0rf01535 orf01535 -acetylmannosamil-6-phosphate -epimeraseStreptococcus pneumoni@éGR4] 1302299:1302997 reverse MW:25.
>0rf01828 0rf01828 alanine racemaStreptococcus pneumoni&s] 1547192:1548295 forward MW:39¢

>0rf01930 orf01930 nitroreductase family proteStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1646533:1647138 forward MW:22¢
>0rf02067 orf02067 PTS system, IIA componeStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1744123:1744443 forward MW:12(

>0rf02068 orf02068 PTS system, 1IB componeStreptococcus pneumonidéGR4] 1744489:1744797 forward MW:1C4

>0rf02099 orf02099 xanthine phosphoribosyltransferStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 1770418:1770999 reverse MW:20
>0rf00601 orf00601 hypothetical protein SpneT_0aR1BL|Streptococcus pneumonidéGR4] 5172:3:517820 forward MW:221:
>0rf00735 orf00735 putative-ascorbate -phosphate lactonasStreptococcus pneumonidéGR4] 631760:632851 reverse MW:41¢
>0rf00739 orf00739 Hexulo-6-phosphate synthase (Hump Streptococcus pneumoniB®é] 636386:637051 reverse MW:23¢
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orf00740
orf00741
orf00949
orf02225
orf02234
orf02329
orf00005
orf00228
orf00437
orf00438
orf00493
orf00526
orf00838
orf00839
orf00899
orf00948
orf01352
orf01409
orf01413
orf01437
orf01500
orf01501
orf01914
orf02064
orf02065
orf02136
orf02308
orf00213
orf00359
orf00432
orf00453
orf00490
orf00491
orf00495
orf00675
orf00732
orf00858

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

29
29
29
29
29
29
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31

>0rf00740 orf00740 PTS system, IIA componeStreptococcus pneumoni&®1-BS75] 637068:637553 reverse MW:17.

>0rf00741 orf00741 PTS system, 1IB compon¢Streptococcus pneumonidéGR4] 637630:637911 reverse MW:9¢

>0rf00949 orf00949 cytidylate kinasStreptococcus pneumoni&®1:-BS69] 809685:810356 reverse MW:24:

>0rf02225 orf02225 DNA replication intiation conkfarotein YabA [Streptococcus pneumoni@iéGR4] 1869497:1869814 reverse MW:12.
>0rf02234 orf02234 lipoprotein signal peptidaStreptococcus pneumonidéGR4] 1877657:1878118 reverse MW:17

>0rf02329 orf02329 NAl-dependnt DNA ligase LigA Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1946079:1947503 forward MW:51:

>0rf00005 orf00005 deoxyuridine-triphosphate nucleotidohydrolasStreptococcus pneumonid@éGR4] 7909:8352 forward MW:158

>0rf00228 orf00228 phosphate ABC transporter, pha&-binding protein, putativeStreptococcus pneumonidéGR4] 202773:203651 forward MW:312
>0rf00437 orf00437 oxidoreductase, short chain detyenase/reductase family proteStreptococcus pneumoni&@¢-BS73] 378444:379142 reverse MW:25:
>0rf00438 orf00438 hypothetical protein spr07Streptococcus pneumoniis] 379135:379371 reverse MW:8'

>0rf00493 0rf00493 16S rRN-processing proteirStreptococcus pneumoni@®C108-00] 418447:418965 forward MW:197

>0rf00526 orf00526 isoleuc-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®-BS71] 449537:450208 forward MW:25E

>0rf00838 orf00838 Formate acetyltraerase 3Streptococcus pneumonii®] 709967:712165 forward MW:817

>0rf00839 0rf00839 fructo-6-phosphate aldolasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 712184:712852 forward MW:244

>0rf00899 orf00899 galactc-6-phosphate isomerase subunit LaStreptococcus pneumoni&8] 769749:770174 forward MW:152

>0rf00948 orf00948 phnA proteilStreptococcus pneumonidéGR4] 809217:809555 reverse MW:12:

>0rf01352 orf01352 carbamakinase Streptococcus pneumoni@®C108-00] 1151368:1152315 reverse MW:33i

>0rf01409 orf01409 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 1206271:1206912 reverse MW:22

>0rf01413 orf01413 brancd-chain amino acid aminotransferaStreptococcus pneumoniaéGR4] 1212014:1213036 forward MW:374

>0rf01437 orf01437 hypothetical protein CGSSp23BSAB10 Streptococcus pneumoni&®2-BS72] 1231191:1232465 forward MW:49:
>0rf01500 orf01500 amino acid ABC transporter, ~binding protein Streptococcus pneumoni@®C028(-04] 1280740:1281369 reverse MW:23
>0rf01501 orf01501 amino acid ABC transporter, pesise proteinStreptococcus pneumonid@éGR4] 1281379:1282020 reverse MW:23!
>0rf01914 orf01914 fructo-bisphosphate aldolasStreptococcus pneumonidéGR4] 1628533:1629414 forward MW:314

>0rf02064 orf02064 glyc-radical enzyme activating prot family protein Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1741291:1742067 reverse MW:30
>0rf02065 orf02065 DEO-type transcriptional regulatoStreptococcus pneumoniB$)] 1742189:1742935 forward MW:27¢

>0rf02136 orf0:136 heat shock protein Htp:Streptococcus pneumoni@&®C305¢-06] 1800952:1801851 reverse MW:32

>0rf02308 0rf02308 hypothetical protein SP_05Streptococcus pneumonidiéGR4] 1934890:1935144 forward MW:101

>0rf00213 orf00213 ribosomal protein SZStreptococcus pneumonidéGR4] 193084:193260 forward MW:69

>0rf00359 orf00359 hypothetical protein CGSSp18BS2816 Streptococcus pneumoni&®1-BS74] 306868:307461 forward MW:22E
>0rf00432 orf00432 aminopeptidase Streptococcus pneumonidéGR4] 374002:376548 reverse MW:95!

>0rf00453 orf00453 hypothetical protein SP_07Streptococcus pneumonidiéGR4] 387217:388392 reverse MW:42!

>0rf00490 orf00490 30S ribosomal protein SStreptococcus pneumonid&GR4] 416521:416793 forward MW:102

>0rf00491 orf00491 KH domain proteiStreptococcus pneumonidaéGR4] 416813:417052 forward MW:89

>0rf004¢5 orf00495 hypothetical protein sprO6(Streptococcus pneumoni&s] 419686:420024 forward MW:129

>0rf00675 orf00675 ABC transporter A-binding proteir- multiple sugar transporStreptococcus pneumoniB&] 580614:581744 forward M:4183¢
>0rf00732 orf00732 nicoting-nucleotide pyrophosphorylasStreptococcus pneumoni&®-BS71] 628779:629207 reverse MW:16!

>0rf00858 orf00858 30S ribosomal protein :Streptococcus pneumoniBé] 736097:73677 forward MW:1422
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>0rf00900 orf00900 galactc-6-phosphate isomerase subunit LaStreptococcus pneumoni&s] 770205:770720 forward MW:189
>0rf00958 0rf00958 hypothetical protein CGSSp3B®7B46 Streptococcus pneumoni&®-BS71] 814557:815354 reverse MW:29'
>0rf00959 orf00959 B-2 family protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 815341:816018 reverse MW:24¢

>0rf01070 orf01070 -asparaginase, putativStreptococcus pneumoni@éGR4] 916003:916965 reverse MW:34¢

>0rf01180 orf01180 hypothetical protein SP_0CStreptococcus pneumoni@iéGR4] 1000929:1001123 reverse MW.:7-

>0rf01199 orf01199 recombination proteinStreptococcus pneumoni@éGR4] 1018963:1020060 reverse MW:41!

>0rf01220 orf01220 trigger factoStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1038608:1039891 forward MW:47:

>0rf01257 orf01257 transcription antiterminatioltein NusB Streptococcus pneumonig&®<-BS68] 1066465:1066854 reverse MW:14
>0rf01265 orf01265 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 1073388:1073576 forward MW:68

>0rf01266 orf01266 hypothetical protein_0442 Streptococcus pneumonidéGR4] 1073733:1074098 forward MW:12¢

>0rf01420 orf01420 30S ribosomal protein :Streptococcus pneumoniié] 1216900:1218102 forward MW:43¢

>0rf01621 orf01621 citrulline clust-linked gene Streptococcus pneumoni&sé] 1387237:1387746 forward MW:18¢

>0rf01757 orf01757 hypothetical protein CGSSp23BX22104 Streptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1494502:1494972 reverse MW:18
>0rf01794 orf0194 hydroxymethylglutar-CoA synthaseStreptococcus pneumoniaéGR4] 1519173:1520369 forward MW:444
>0rf01965 orf01965 replicative DNA helicasStreptococcus pneumonidéGR4] 1668797:1670149 forward MW:50Z

>0rf02023 0rf02023 50S ribosomal protein IStreptococcus pneumoni@éGR4] 1719757:1720383 forward MW:221

>0rf02025 orf02025 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@iéGR4] 1721031:1721327 forward MW:107

>0rf02137 orf02137 LemA proteitStreptococcus pneumoni@®C108°-00] 1801853:1802413 reverse MW:20

>0rf02283 orf02283 diphosphomevalonate decarbogy|Streptococcus pneumoni&®] 1921454:1922407 forward MW:35E

>0rf02450 orf02450 DN-binding protein HU Streptococcus pneumonidéGR4] 2041373:2041648 forward MW:9€

>0rf00003 orf00003 adenylosuccinate synthetStreptococcus pneumoniikingary19/46] 5727:7055 forward MW:492¢

>0rf00011 orf00011 hypothetical protein SP_0CStreptococcus pneumonidiéGR4] 10317:10814 forward MW:184

>0rf00031 orf00031 amino acid ABC transporter, amaeic-binding protein/permease proteStreptococcus pneumoni@éGR4] 27195:29360 forward MW:783i
>0rf00212 orf00212 -acetylglucosamir-6-phosphate isomerasStreptococcus pneumoni&s] 192237:192944 forward MW:257
>0rf00253 orf00253 cytoplasmic alg-amylase Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 225221:226384 forward MW:43¢

>0rf00261 orf00261 -phosphoshikimate-carboxyvinyltransferaseStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 231718:233001 forward MW:457
>0rf00304 orf00304 translation initiati factor IF-2 [Streptococcus pneumoni&s] 268586:271378 reverse MW:102!

>0rf00339 orf00339 Toxin expressi- transcriptional accessory prote Streptococcus pneumoni@®C1087-00] 290285:292414 reverse MW:78¢
>0rf00356 orf00356 GT-binding protein Streptococcus pneumonidiéGR4] 304556:305662 forward MW:409

>0rf00431 orf00431 DN-binding response regulator CiaStreptococcus pneumonidéGR4] 373219:373893 reverse MW:25:
>0rf00487 orf00487 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 412947:414488 forward MW:583
>0rf00548 orf00548 GTP pyrophosphokinaStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 471046:473268 forward MW:84€

>0rf00549 orf00549 -tyrosy-tRNA deacylaseStreptococcus pneumoni&s] 473298:473741 forward MW:162

>0rf00559 orf00559 amino acid ABC transporter, ~binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 478601:479344 revee MW:2736°
>0rf00560 orf00560 amino acid ABC transporter, pesise proteinStreptococcus pneumoni@éGR4] 479344:480144 reverse MW:28¢
>0rf00609 orf00609 hypothetical protein SP_05Streptococcus pneumonidiéGR4] 528662:529189 forward MW:197

>0rf00610 orf00610 transcriptional regulator, MdaRily [Streptococcus pneumonidéGR4] 529266:529622 forward MW:138
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orf00673 2€ 32 58 >0rf00673 orf00673 IsochorismatasStreptococcus pneumoni&e€] 579589:580164 forward MW:213

orf00746 2€ 32 58 >0rf00746 orf00746 ribonuclease Streptococcus pneumoni&s&] 642000:642371 reverse MW:14:

orf00792 2€ 32 58 >0rf00792 orf00792 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 673035:67325 forward MW:783I

orf00834 2€ 32 58 >0rf00834 orf00834 phosphomethylpyrimidine kinaStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 706121:707464 reverse MW:49

orf00859 2€ 32 58 >0rf00859 orf00859 elongation factor Streptococcus pneumoni&®<-BS68] 736902:38983 forward MW:768%

orf00872 2€ 32 58 >0rf00872 orf00872 PTS system, manr-specific IIC componeniStreptococcus pneumoni@éGR4] 749323:750126 reverse MW:27:

orf00912 2€ 32 58 >0rf00912 orf00912 Nrd-redoxin Streptococcus pneumonidiéGR4] 782:91:782509 reverse MW:81

orf01072 26 32 58 >0rf01072 orf01072 universal stress protein farfStreptococcus pneumoni@éGR4] 918454:918906 reverse MW:16!

orf01096 2€ 32 58 >0rf01096 orf01096 Pyruve-formate lyase activating enzynStreptococcus pneumoni&$] 936221:937015 forward MW:301

orf01198 2€ 32 58 >0rf01198 orf01198 inosit-5-monophosphate dehydrogenaStreptococcus pneumoni@éGR4] 1017435:1018913 forward MW:524

orf01227 26 32 58 >0rf01227 orf01227 sodium:alanine symporter fa protein Streptococcus pneumoni@®C108°-00] 1047649:1048971 forward MW:467

orf01232 2€ 32 58 >0rf01232 orf01232 ser-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1052258:1052629 reverse MW:13

orf01262 2€ 32 58 >0rf01262 orf01262 peptidehain release factor :Streptococcus pneumoni&®195] 1070988:1072532 forward MW:58

orf01397 2€ 32 58 >0rf01397 orf01397 cytidine deamina:Streptococcus pneumoni&@:-BS71] 1199214:1199603 forward MW:14:

orf01440 2€ 32 58 >0rf01440 orf01440 uriine kinase [Streptococcus pneumoniae TIGR4] 1234(B41642 forward MW:244¢

orf01455 2€ 32 58 >0rf01455 orf01455 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 1244466:1244615 reverse MW:5!

orf01593 2€ 32 58 >0rf01593 0rf01593 transcripnal regulator, putativeStreptococcus pneumoniaéGR4] 1357103:1358071 forward MW:37:

orf01631 2€ 32 58 >0rf01631 orf01631 Sua5/YciO/YrdC/YwIC family prategStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1395169:1395771 forward MW:22:

orf01718 26 - sg >0rf01718 orf01718 bifunctional phosphoribosylaminoinzidkecarboxamide formyltransferase/IMP cyclohydrel{Streptococcus pneumoni&®2:-BS72]
1462566:1464113 reverse MW:56293

orf01812 2€ 32 58 >0rf01812 orf01812 hypothetical protein SpneT_0ZX2L|Streptococcus pneumonidéGR4] 1532906:1533601 reverse MW:25

orf02048 2€ 32 58 >0rf02048 orf02048 translation initiation factor-1 [Streptococcus pneumoni&&] 1731506:1731724 forward MW:82

orf02050 2€ 32 58 >0rf02050 orf02050 30S ribosomal protein [Streptococcus pneumonid&GR4] 1732266:1732649 forward MW:132

orf02051 2€ 32 58 >0rf02051 orf02051 DN-directed RNA polymerase subunit alpiStreptococcus pneumonidéGR4] 1732692:1733627 forward MW:34Z

orf02102 2€ 32 58 >0rf02102 orf02102 exowoxyribonuclease IllStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1772271:1773098 reverse MW:31

orf02151 2€ 32 58 >0rf02151 orf02151 flavodoxirStreptococcus pneumoni@éGR4] 1811241:1811684 reverse MW:16!

orf02272 2€ 32 58 >0rf02272 orf02272 hypotheticarotein SP_0373Streptococcus pneumonidiéGR4] 1911382:1912539 forward MW:43Z

orf02372 2€ 32 58 >0rf02372 orf02372 amino acid ABC transporter, ~binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 1975161:1975901 forward MW:27¢

orf02436 2€ 32 58 >0rf02436 orf02436 inorganic polyphosphate//-NAD kinase Streptococcus pneumoni@éGR4] 2031938:2032756 forward MW:31C

orf02449 2€ 32 58 >0rf02449 orf02449 degV family proteiStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 2040427:2041266 forward MW:30€

orf00028 2€ 33 59 >0rf00028 orf00028 excinuclease ABC, B subuStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 24005:25993 reverse MW:75

orf00074 2€ 33 58 >0rf00074 orf00074 pyrimidine regulatory proteinrRy[Streptococcus pneumoni@éGR4] 67836:68357 reverse MW:60€

orf00099 2€ 33 58 >0rf00099 orf00099 sing-strand DN/-binding protein Streptococcus pneumonii®] 84269:84664 forward MW:149

orf00136 2€ 33 59 >0rf00136 orf00136 ABC transporter A-binding proteir- unknown substrateStreptococcus pneumoni&é] 112225:112956 reverse MW:27(

orf00157 2€ 33 58 >0rf00157 orf00157 gluco-6-phosphate isomerasStreptococcus pneumoni&s] 130123:131472 reverse MW:49¢

orf00211 2€ 33 58 >0rf00211 orf00211 -adenosylmethionine:tRNA ribosyltransfer-isomeras{Streptococcus pneumoniae ¢-BS71] 191058:192086 reverse MW:38

orf00215 2€ 33 59 >0rf00215 orf00215 prolipoprotein diacylglyceryairsferaseStreptococcus pneumoni@89] 194318:195106 forward MW:303
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>0rf00223 orf00223 transcttional regulator SpxStreptococcus pneumoni@éGR4] 199548:199853 forward MW:117

>0rf00233 0rf00233 phosphate transport system atgyl protein PhoU, putativiStreptococcus pneumoni@éGR4] 207039:207692 forward MW:250
>0rf00343 orf00343 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&s] 295124:295939 forward MW:310

>0rf00357 orf00357 hypothetical protein SP_17Streptococcus pneumonidiéGR4] 305876:306187 forward MW:117

>0rf00363 orf00363 hypothetical protein CGSSp18BI2836 Streptococcus pneumoni&®1-BS74] 309187:310284 forward MW:412
>0rf00394 orf00394 -phosphofructokinase, putativStreptococcus pneumonidéGR4] 337259:33817 reverse MW:326€

>0rf00423 orf00423 DNA gyrase subunit Streptococcus pneumoni@®C028¢-04] 363422:365368 reverse MW:72;

>0rf00428 orf00428 hypothetical protein SpneC_01[Streptococcus pneumoni@®dC305¢-06] 270505:371434 reverse MW:35E

>0rf00481 orf00481 dihydroorotate dehydrogenasdStreptococcus pneumonidéGR4] 407887:408822 forward MW:345

>0rf00485 orf00485 hypothetical protein CGSSp6BIAB43 Streptococcus pneumoni&@¢-BS73] 411378:412463 forward MW:412
>0rf00518 orf00518 recombination protein Re:Streptococcus pneumoni&®195] 441999:442595 forward MW:21¢

>0rf00524 orf00524 cell division protein FtsStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 446883:448256 forward MW:494

>0rf00525 orf00525 cell division protein FtsStreptococcus pneumoni@®C108'-00] 448273:449532 forward MW:444

>0rf00584 orf00584 -serine dehydratase, i-sulfur-dependent, beta suburStreptococcus pneumoni@éGR4] 500282:500953 forward MW:243
>0rf00585 orf00585 -serine dehydratase, i-sulfur-dependent, alpha suburStreptococcus pneumoni@éGR4] 500962:501834 forward MW:303
>0rf00597 orf00597 RNA methyltransferase, TrmH figrfiStreptococcus pneumoni@déGR4] 515032:515535 reverse MW:19!

>0rf00634 orf00634 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 547539:547772 forwd MW:928¢

>0rf00636 orf00636 gluco-inhibited division protein AStreptococcus pneumoni&®<-BS68] 549832:551745 reverse MW:71i

>0rf00651 orf00651 elongation factor TStreptococcus pneumonidéGR4] 563115:56421 forward MW:4397

>0rf00672 orf00672 transcriptional repressor CoStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 578801:579589 forward MW:297

>0rf00690 orf00690 GTPase EngStreptococcus pneumonidéGR4] 590905:591492 forard MW:2227:

>0rf00705 orf00705 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 602379:604250 forward MW:708

>0rf00707 orf00707 catic-transporting ATPase, I-E2 family protein Streptococcus pneumoni@®C108’-00] 605881:608577 forward MW:970
>0rf00772 orf00772 uridylate kinasStreptococcus pneumoni&sé] 660378:661115 forward MW:264

>0rf00774 orf00774 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&s] 661702:662595 forward MW:338

>0rf00775 orf00775 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&s] 662604:662819 forward MW:84

>0rf00776 orf00776 PhoH family proteiStreptococcus pneumoniaéGR4] 662905:663873 forward MW:363

>0rf00791 orf00791 translation initiation factor-3 [Streptococcus pneumoni&s] 672445:673002 forward MW:211

>0rf00793 orf00793 50S ribosomal protein L:Streptococcus agalacti&2603V/R] 673287:673646 forward MW:13€

>0rf00801 orf00801 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&s] 680111:680608 forward MW:192

>0rf00802 orf00802 Diacylglycerol kinasStreptococcus pneumoni&é] 680589:680984 forward MW:147

>0rf00814 orf00814 oligoendopeptidaseStreptococcus pneumonid#V -016] 689793:691595 forward MW:699

>0rf00815 orf00815 -methyltransferaseStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 6¢1633:692310 forward MW:255!

>0rf00832 orf00832 proline dipeptidase Pe|Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 704131:705213 reverse MW:40

>0rf00833 orf00833 hypothetical protein SpneCD_@b[Streptococcus pneumoni@DC028¢-04] 705339:706121 reverse MW:29:

>0rf00854 orf00854 -fructose«6-phosphate amidotransfera:Streptococcus pneumonidiéGR4] 728284:730092 forward MW:656

>0rf00857 orf00857 30S ribosomal protein SStreptococcus pneumoni@éGR4] 735574:735987 forward MW:151
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>0rf00868 orf00868 ribosomal small subunit pseuitboe synthase AStreptococcus pneumoni&®-BS71] 746058:746780 forward MW:274
>0rf00871 orf00871 PTS stem, manno:-specific IID componeniStreptococcus pneumonidéGR4] 748388:749299 reverse MW:33"
>0rf00887 orf00887 30S ribosomal protein Streptococcus pneumoni&s] 760886:761278 forward MW:142

>0rf00911 0f00911 ribonucleotic-diphosphate reductase subunit algStreptococcus pneumoni@éGR4] 780051:782210 reverse MW:81!
>0rf00920 0rf00920 UT-glucos«1-phosphate uridylyltransferasStreptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 788964:78986:everse MW:3324
>0rf00921 orf00921 NAD(P)-dependent glycer-3-phosphate dehydrogena:Streptococcus pneumoni@éGR4] 789885:790901 reverse MW:36°
>0rf00936 orf00936 phosphopantothenoylcysteine ri@oglase Streptococcus pneumonidiéGR4] 801880:802431 forward MW:198
>0rf01022 orf01022 DNA repair protein RecStreptococcus pneumonidéGR4] 875706:876476 reverse MW:29'

>0rf01088 orf01088 ribosor-associated GTPasStreptococcus pneumonidéGR4] 929325:930203 forward MW:329

>0rf01091 orf01091 hypothetical protein CGSSp11BS2@16 Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 931497:932753 forward MW:47¢
>0rf01109 orf01109 UD-N-acetylglicosamine -carboxyvinyltransferaseStreptococcus pneumonidéGR4] 943403:944686 forward MW:458
>0rf01151 orf01151 Maltodextrin phosphorylaStreptococcus pneumoni&$] 980615:982873 forward MW:851

>0rf01169 0f01169 hypoxanthine phosphoribosyltransferiStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 991688:992230 reverse MW:20
>0rf01177 orf01177 transcripti-repair coupling factorStreptococcus pneumonidéGR4] 995580:999089 reverse MW:134i

>0rf01196 orf01196 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidaéGR4] 1014430:1016052 reverse MW:60:

>0rf01204 orf01204 CC-diacylglycero--glycero-3-phosphate -phosphatidyltransferasStreptococcus pneumoni@éGR4] 1023994:1024539 forward MW:20C
>0rf01205 orf01205 ABC transporter, A-binding protein Streptococcus pneumonidéGR4] 1024536:1025363 forward MW:311

>0rf01236 orf01236 transcriptional regior, MarR family Streptococcus pneumoni@aéGR4] 1055244:1055678 forward MW:167

>0rf01250 orf01250 acel-CoA carboxylase subunit beiStreptococcus pneumoni@éGR4] 1063287:1064153 forward MW:317

>0rf01258 orf0258 elongation factor FStreptococcus pneumonidaéGR4] 1066876:1067436 reverse MW:20!

>0rf01267 orf01267 hypothetical protein CGSSp6BI4391 Streptococcus pneumoni&¢-BS73] 1074101:1075768 forward MW:60:
>0rf01353 orf01353 ornithine carbamoyltransfereStreptococcus pneumonidéGR4] 1152480:1153496 reverse MW:37!

>0rf01381 orf01381 ribo-5-phosphate isomerase Streptococcus pneumoni&s] 1187471:1188154 forward MW:247

>0rf01398 0rf01398 probable membrane lipoproteirpTnprecursorStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1199694:1200746 forward MW:36
>0rf01403 orf01403 sugar ABC transporter, permgaseein, putative Streptococcus pneumonidéGR4] 1203479:1204435 forward MW:337
>0rf01423 orf01423 DN-binding response regulatcStreptococcus pneumonidéGR4] 1219730:1220434 forward MW:26€

>0rf01424 orf01424 Histidine kinasStreptococcus pneumoni&sé] 1220427:1221776 forward MW:517

>0rf01429 orf01429 -lactate dehydrogenasStreptococcus pneumonidéGR4] 1224256:1225242 reverse MW:35:

>0rf01448 orf01448 DNA repair protein RecStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1238411:1240078 forward MW:62¢

>0rf01456 orf01456 50S ribosomal protein L'Streptococcus pneumoni&6] 1244631:1244813 reverse MW:6’

>0rf01579 orf01579 orotate phosphoribosyltransfeiStreptococcus pneumoni@éGR4] 1344370:1345002 reverse MW:22i

>0rf01580 orf01580 orotidine-phosphate decarboxylasStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 1345036:1345737 reverse MW:25
>0rf01592 orf01592 hypothetical protein s594 |Streptococcus pneumoniB8] 1356830:1357099 reverse MW:10

>0rf01597 orf01597 GT-binding protein HflX Streptococcus pneumonidéGR4] 1360461:1361699 reverse MW:46'

>0rf01601 orf01601 thymidylate synthasStreptococcus pneumonid@éGR4] 1362915:1363754 reverse MW:32!

>0rf01608 orf01608 hypothetical protein CGSSp18BIB435 Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1374102:1374665 reverse MW:20
>0rf01634 orf01634 hypoetical protein CGSSp9BS68_039¢Streptococcus pneumoni&¢-BS68] 1397530:1398504 forward MW:37:
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orf01671
orf01710
orf01720
orf01723
orf01725
orf01815
orf01842
orf01844
orf01845
orf01873
orf01922
orf01943
orf01973
orf02010
orf02012
orf02017
orf02020
orf02026
orf02027
orf02035
orf02046
orf02049
orf02052
orf02128
orf02147
orf02152
orf02171
orf02224
orf02251
orf02258
orf02403
orf02429
orf02433
orf02435
orf00013
orf00032
orf00072

26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
34
34
34

>0rf01671 orf01671 queuine tRMribosyltransferaseStreptococcus pneumoniaéGR4] 1427350:1428492 forward MW:431

>0rf01710 orf01710 adenylosuccinate lyaStreptococcus pneumonidéGR4] 1457615:1458913 reverse MW:49

>0rf01720 orf01720 phosphoribosylglycinamide fortratsferaseStreptococcus pneumoni&s] 1464731:1465276 reverse MW:20

>0rf01723 orf01723 amidophosphoribosyltransferiStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 1466332:1467774 reverse MW:52

>0rf01725 orf01725 phosphoribosylaminoimida-succinocarboxamide syntha:Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1471794:1472501 reverse MW:26
>0rf01815 orf01815 hypothetical protein SP_17Streptococcus pneumonidéGR4] 1534111:1534584 forward MW:18:

>0rf01842 orf01842 sing-strand DN/-binding protein Streptococcus pneumoni@éGR4] 1561688:1562158 forward MW:172

>0rf01844 orf01844 30S ribosomal protein SStreptococcus pneumoni@éGR4] 1562190:1562429 forward MW:92

>0rf01845 orf01845 Cof family protein/pepti-pralyl cis-trans isomerase, cyclophilin tygStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1562724:1564124 forward MW:52.
>0rf01873 orf01873 argin-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®] 1591445:1593136 forward MW:634

>0rf01922 orf01922 metal-betélactamase superfamily proteiStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1636815:1638476 forward MW:61.
>0rf01943 orf01943 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 1653767:1654192 forward MW:80C

>0rf01973 orf01973 chaperone ClpBStreptococcus pneumonigkingary19/4-6] 1675243:1677675 forward MW:901

>0rf02010 orf02010 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumoni@iéGR4] 1708198:1708464 forwaMW:10227

>0rf02012 orf02012 hypothetical protein SP_01Streptococcus pneumonidiéGR4] 1708903:1709208 forward MW:117

>0rf02017 orf02017 anaerobic ribonucleoside trigitage reductasStreptococcus pneumoni&€18-BS74] 1714850:1717057 forward MW:83¢
>0rf02020 orf02020 anaerobic ribonucleo-triphosphate reductase activating protStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1717752:1718342 forward MW:22¢
>0rf02026 orf0202¢50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumonidéGR4] 1721345:1722178 forward MW:29¢

>0rf02027 orf02027 30S ribosomal protein SStreptococcus pneumonid&GR4] 1722282:1722563 forward MW:107

>0rf02035 orf0235 50S ribosomal protein L2:Streptococcus pneumoni@éGR4] 1724975:1725280 forward MW:10¢

>0rf02046 orf02046 preprotein translocase subueify§Streptococcus pneumoni@éGR4] 1729290:1730600 forward MW:47%

>0rf02049 orf02049 30S ribosomal protein SStreptococcus pneumonidéGR4] 1731883:1732248 forward MW:134

>0rf02052 orf02052 50S ribosomal protein L'Streptococcus pneumoniB®$] 1733639:1734025 forward MW:14E

>0rf02128 orf02128 glyceraldehy-3-phosphate dehydrogenase, typStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 1794236:1795243 forward MW:35¢
>0rf02147 orf02147 50S ribosomal protein L'Streptococcus pneumoni@éGR4] 1809699:1810046 revie MW:1313¢

>0rf02152 orf02152 hypothetical protein sprl1Streptococcus pneumoni&s] 1811788:1812723 forward MW:34¢

>0rf02171 orf02171 ABC transporter, permease prnofaitative Streptococcus pneumonidéGR4] 1826504:1827196 forward MW:245
>0rf02224 orf02224 hypothetical protein CGSSp11BIBA25 Streptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1868625:1869494 reverse MW:32
>0rf02251 orf02251 glutamate racemaStreptococcus pneumonidéGR4] 1892896:1893690 forward MW:291

>0rf02258 orf02258 segregation and condensatiotejpr® |Streptococcus pneumoni@éGR4] 1897091:1897660 forward MW:21(

>0rf02403 orf02403 cell division protein Fts\putative Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 2002231:2003460 forward MW:45¢

>0rf02429 orf02429 red«-sensing transcriptional repressor RStreptococcus pneumonidéGR4] 2027093:2027734 reverse MW:24
>0rf024330rf02433 ribos-phosphate pyrophosphokina:Streptococcus pneumoni@éGR4] 2029517:2030476 reverse MW:35

>0rf02435 orf02435 hypothetical protein SP_1CStreptococcus pneumonidiéGR4] 2031283:2031954 forward MW:261

>0rf00013 orf00013 ribo-phosphate pyrophosphokina:Streptococcus pneumoni@éGR4] 11799:12767 forward MW:354

>0rf00032 orf00032 ABC transporter A-binding proteir- glutamine transporiStreptococcus pneumoniB6] 29360:3100 forward MW:2735
>0rf00072 orf00072 carbamoyl phosphate synthasdl soiaunit [Streptococcus pneumonidéGR4] 65765:66844 reverse MW:39¢
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orf00073 26 34 6C >0rf00073 orf00073 aspartate carbamoyltransferassytic subunitStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 66894:67817 reverse MW:34¢

orf00106 2€ 34 6C >0rf00106 orf00106 hypothetical protein SP_19Streptococcus pneumonidiéGR4] 88189:88722 reverse MW:21%

orf00137 2€ 34 6C >0rf00137 orf00137 HIT family proteirStreptococcus pneumonidéGR4] 113024:113434 forward MW:150

orf00141 2€ 34 6C >0rf00141 orf00141 dnaJ proteiStreptococcus pneumoniaéGR4] 114394:115530 reverse MW:40!

orf00142 26 34 6C >0rf00142 orf00142 molecular chaperone DnStreptococcus pneumoni&sé] 116289:118112 reverse MW:64¢

orf00143 2€ 34 6C >0rf00143 orf00143 heat shock protein Gr|Streptococcus pneumoni@éGR4] 118581:119105 reverse MW:19¢

orf00168 2€ 34 6C >0rf00168 orf00168 hypothetical protein SpneT_0ZXID|Streptococcus pneumonidéGR4] 138688:139356 forward MW:246

orf00169 2€ 34 6C >0rf00169 orf00169 mutator MutT proteiStreptococcus pneumonidéGR4] 139366:139830 forward MW:178

orf00181 2€ 34 6C >0rf00181 orf00181 ribosomal biogenesis GTP:Streptococcus pneumonidéGR4] 153011:153862 reverse MW:32!

orf00201 2€ 34 6C >0rf00201 orf00201 peptidase, U32 famiStreptococcus pneumoni@aéGR4] 181486:182211 forward MW:274

orf00207 2€ 34 6C >0rf00207 orf00207 nicotinate phosphoribosyltrarede Streptococcus pneumonidéGR4] 185357:186817 forward MW:551

orf00208 2€ 34 6C >0rf00208 orf00208 NAD+ synthetasStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 186814:187638 forward MW:301

orf00218 2€ 34 6C >0rf00218 orf00218 coproporphyrinogen Il oxidaStreptococcus pneumonidéGR4] 195979:197109 forward MW:427

orf00221 2€ 34 6C >0rf00221 orf00221 hydrolase, haloacid dehaloge-like family protein Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 197862:198635 forward MW:281

orf00230 2€ 34 6C >0rf00230 orf00230 phosphateBC transporter, permease protein, putatStreptococcus pneumoniaéGR4] 204558:205442 forward MW:315

orf00231 2€ 34 6C >0rf00231 orf00231 phosphate ABC transporter, -binding protein, putativeStreptococcus pneumonidéGR4] 205453:206256 forwa MW:3036°

orf00232 2€ 34 6C >0rf00232 orf00232 phosphate ABC transporter, -binding protein, putativeStreptococcus pneumonidéGR4] 206269:207027 forward MW:279

orf00242 2€ 34 6C >0rf00242 orf00242 UD-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductaStreptococcus pneumonibieingary19/4-6] 211702:212607 forward MW:329

orf00244 2€ 34 6C >0rf00244 orf00244 ABC transporter membr-spanning permea:- spermidine/putrescine transpcStreptococcus pneumoni&é] 213906:214712 forward MW:306

orf00245 2€ 34 6C >0rf00245 orf00245 spermidine/putrescine ABC tramtgy, permease proteiStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 214709:215482 forward MW:28¢

orf00246 26 ” 60 >0rf00246 orf00246 spermidine/putrescine ABC tramigy, spermidine/putresci-bindingprotein Streptococcus pneumoni@iéGR4] 215479:216549 forwal
MW:41029

orf00280 2€ 34 6C >0rf00280 orf00280 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 251124:251624 forward MW:174

orf00301 2€ 34 6C >0rf00301 orf00301 ribosor-binding factor A [Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 267985:268335 reverse MW:13:

orf00306 2€ 34 6C >0rf00306 orf00306 hypothetical protein SP_05Streptococcus pneumonidéGR4] 271395:271694 reverse MW:10¢

orf00307 2€ 34 6C >0rf00307 orf00307 hypothetic protein SP_0554Streptococcus pneumonidéGR4] 271687:271980 reverse MW:11:

orf00309 26 34 6C >0rf00309 orf00309 transcription elongation fadsrsA [Streptococcus pneumoniaéGR4] 272002:273126 reverse MW:42:

orf00312 2€ 34 6C >0rf00312 orf0032 tRNA (guanin-N(7))-methyltransferaseStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 273788:274423 reverse MW:24.

orf00342 2€ 34 6C >0rf00342 orf00342 hypothetical protein sprO8Streptococcus pneumoni&®] 294222:295127 forward MW:333

orf00361 2€ 34 6C >0rf00361 orf00361 hypothetical protein spr15Streptococcus pneumoni&s] 307975:308328 forward MW:128

orf00368 2€ 34 6C >0rf00368 orf00368 guanylate kina:Streptococcus pneumoni@éGR4] 312764:313390 forward MW:236

orf00371 2€ 34 6C >0rf00371 «f00371 methiony-tRNA formyltransferaseStreptococcus pneumonidiéGR4] 316204:317139 forward MW:339

orf00372 2€ 34 6C >0rf00372 orf00372 rRNA methylasStreptococcus pneumoni@®C108°-00] 317132:318445 forward MW:490

orf00387 2€ 34 6C >0rf003870rf00387 thiamine biosynthesis protein TIStreptococcus pneumonidéGR4] 329839:331053 reverse MW:45:

orf00399 2€ 34 6C >0rf00399 orf00399 NifU family proteirStreptococcus pneumonidéGR4] 344338:344778 reverse MW:16(

orf00401 2€ 34 6C >0rf00401 orf00401 FeS assembly protein SuStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 346002:347264 reverse MW:46:

orf00408 26 34 6C >0rf00408 orf00408 peptide deformylaStreptococcus pneumoni&sé] 351609:352220 reverse MW:22¢
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orf00418
orf00419
orf00447
orf00473
orf00480
orf00497
orf00519

orf00520

orf00537
orf00545
orf00565
orf00573
orf00574
orf00608
orf00611
orf00629
orf00635
orf00642
orf00671
orf00693
orf00694
orf00695
orf00700
orf00803
orf00808
orf00809
orf00810
orf00820
orf00823
orf00826
orf00827
orf00841
orf00848
orf00850
orf00852
orf00910

26
26
26
26
26
26
26

26
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26
26
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26
26
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26
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26
26
26
26
26
26
26
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34
34
34
34
34
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34
34
34
34
34
34
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34
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34
34
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6C
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6C
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>0rf00418 0r00418 transcriptional regulator, GntR family prat{Streptococcus pneumoni@®C028¢-04] 357973:358671 reverse MW.:26¢
>0rf00419 orf00419 bifunctional GMP synthase/glutzeramidotransferase prote Streptococcus pneumonidéGR4] 358813:360375 forward MW:574
>0rf00447 orf00447 mannc-6-phosphate isomerasStreptococcus pneumonidaéGR4] 383445:384389 forward MW:352

>0rf00473 orf00473 cell division Al-binding protein FtsEStreptococcus pneumoni&@¢-BS73] 399341:400033 forward MW:257

>0rf00480 orf00480 -adenosylmethionine syntheta:Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 406144:407334 forward MW:43Z

>0rf00497 orf00497 hypothetical protein SpneT_(0469 Streptococcus pneumonidéGR4] 420472:420687 forward MW:81

>0rf00519 orf00519 -alany-alanine synthetase /Streptococcus pneumoni&®195] 442771:443814 forward MW:38¢

>0rf00520 orf00520 UD-N-acetylmuramylalanyl-D-glutamy-2, €-diaminopimelat--D-alany-D-alanyl ligase Streptococcus pneumoni@®C028¢-04] 443898:44527
forward MW:50303

>0rf00537 orf00537 phosphoglyceromutaStreptococcus pneumonidéGR4] 457063:457755 forward MW:251

>0rf00545 orf00545 endopeptidase Streptococcus pneumoni@éGR4] 467409:469301 forward MW:718

>0rf00565 orf00565 hemolysiiStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 482254:482901 forward MW:242

>0rf00573 orf00573 hypothetical protein SP_14Streptococcus pneumonidiéGR4] 489172:489429 reverse MW:9¢

>0rf00574 orf00574 glyc-tRNA synthetase subunit be:'Streptococcus pneumonidéGR4] 489471:491507 reverse MW:75!

>0rf00608 orf00608 phosphoglycerate kineStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 527330:528526 forward MW:41¢

>0rf00611 orf00611 glutamine synthetase, tygStreptococcus pneumoni&®¢-BS68] 529659:531005 forward MW:502

>0rf00629 orf00629 -sialoglycoprotein endopeptidasStreptococcus pneumoni@®C028¢-04] 544087:545097 reverse MW:36:

>0rf00635 orf00635 metal-betélactamase superfamily proteiStreptococcus pneumoni@éGR4] £47774:549453 forward MW:610

>0rf00642 orf00642 methior-tRNA synthetaseStreptococcus pneumonidéGR4] 554186:556183 reverse MW:75!

>0rf00671 orf00671 AT-dependent RNA helicase, putatiStreptococcus pneumoni&®1-BS75] 576962:578536 forward MW:58¢

>0rf00693 orf00693 hypothetical protein SpneC_04kStreptococcus pneumoni@®OC305¢-06] 591935:592825 forward MW:337

>0rf00694 orf00694 hypothetical protein SP_15Streptococcus pneumonidiéGR4] 592822:593799 forward MW:360

>0rf00695 orf00695 hypothetical protein sprl4Streptococcus pneumoni&s] 593796:594707 forward MW:341

>0rf00700 orf00700 phosphoglucomutase/phosphoomutase family proteirStreptococcus pneumonidiéGR4] 597492:598844 forward MW:481
>0rf00803 orf00803 GT-binding protein EraStreptococcus pneumonidéGR4] 681001:681900 forward MW:340

>0rf00808 orf00808 preotein translocase subunit SecStreptococcus pneumonidéGR4] 684753:684986 forward MW:85

>0rf00809 orf00809 preprotein translocase subueiGs Streptococcus pneumoni&®1-BS69] 685088:687442 forward MW:892

>0rf00810 orf00810 Ssr-binding protein Streptococcus pneumoni&$] 687405:687872 forward MW:177

>0rf00820 orf00820 Regulatory prote Streptococcus pneumoniRs&] 695160:695642 reverse MW:17!

>0rf00823 orf0082:UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylaStreptococcus pneumoni&s)] 697511:698890 forward MW:494

>0rf00826 orf00826 -methylthioadenosine-adenosylhomocysteine nucleosideStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 699788:700480 forrd MW:2465
>0rf00827 orf00827 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 700569:701048 forward MW:185

>0rf00841 orf00841 leuc-tRNA synthetaseStreptococcus pneumonidiéGR4] 714413:716914 forvrd MW:9439:

>0rf00848 orf00848 undecaprenyl diphosphate systIStreptococcus pneumonidéGR4] 721897:722655 forward MW:287

>0rf00850 orf00850 Determinant for enhanced exjpwessf pheromoneStreptococcus pneumoni&s&] 723489:724748 forward MW:458
>0rf00852 orf00852 prol-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 724761:726614 forward MW:68E

>0rf00910 orf00910 ribonucleoti-diphosphate reductase subunit k[Streptococcus pneumoni&8] 778901:779863 reverse MW:36¢
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orf00943 26 34 6C >0rf00943 0rf00943 tRNA pseudouridine synthaseStreptococcus pneumoni@éGR4] 806128:806877 reverse MW:28:

orf01016 2€ 34 6C >0rf01016 orf01016 formate acetyltransfel [Streptococcus pneumoni&®-BS71] 870635:872959 reverse MW:87

orf01021 2€ 34 6C >0rf01021 orf01021 fatty acid/phospholipid syntlsgsiotein Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 874717:875709 reverse MW:34!

orf01028 2€ 34 6C >0rf01028 0rf01028 DIA polymerase | Streptococcus pneumoni&®195] 879561:882194 reverse MW:99

orf01042 2€ 34 6C >0rf01042 orf01042 30S ribosomal protein :Streptococcus pneumoni@éGR4] 893080:893691 forward MW:230

orf01068 2€ 34 6C >0rf01068 orf01068 catabolitcontrol protein A Streptococcus pneumonidaéGR4] 914562:915572 forward MW:370

orf01078 2€ 34 6C >0rf01078 orf01078 hydrolase, TatD family proteStreptococcus pneumoni@®OC187:-00] 922244:923017 forward MW:288

orf01079 2€ 34 6C >0rf01079 orf0107 primaserelated proteinStreptococcus pneumoni&®1-BS70] 923017:923577 forward MW:21¢

orf01092 2€ 34 6C >0rf01092 orf01092 hypothetical protein SpneT_0ZBI0|Streptococcus pneumonidéGR4] 932743:933684 forward MW:357

orf01099 2€ 34 6C >0rf01099 orf01099 Acylphosphate phosphohydroliStreptococcus pneumoni&&] 938094:938372 reverse MW:10:

orf01104 2€ 34 6C >0rf01104 orf01104 N-adenin-specific methylaseStreptococcus pneumonigkingary19/-6] 941054:941593 forward MW:198

orf01112 2€ 34 6C >0rf01112 orf01112 CBS domain membrane protStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 945959:947290 forward MW:49€

orf01117 2€ 34 6C >0rf01117 orf01117 DN-directed RNA polymerase subunit be Streptococcus pneumonidaéGR4] 951618:955295 forwa MW:13701¢€

orf01128 2€ 34 6C >0rf01128 0rf01128 conserved hypothetical protdi@R00150 Streptococcus pneumonidéGR4] 961853:962296 forward MW:164

orf01156 26 34 6C >0rf01156 orf01156 histid-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®:-BS71] 98!310:986599 forward MW:487!

orf01178 2€ 34 6C >0rf01178 orf01178 peptid-tRNA hydrolase Streptococcus pneumoni@éGR4] 999090:999659 reverse MW:21:

orf01179 2€ 34 6C >0rf01179 orf01179 translati-associated GTPasStreptococcus pneumoni@iéGR4] €99730:1000845 reverse MW:41!

orf01181 2€ 34 6C >0rf01181 orf01181 DNA polymerase Il subunit bfStreptococcus pneumoni@éGR4] 1001188:1002324 reverse MW:42!

orf01207 2€ 34 6C >0rf01207 orf01207 hypothetical protein SP_22Streptococcus pneumonidéGR4] 1026180:1026974 forward MW:294

orf01211 2€ 34 6C >0rf01211 orf01211 ribosomal protein SStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1029841:1030620 forward MW:28¢

orf01226 2€ 34 6C >0rf01226 orf01226 MutS2 family proteiStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1044970:1047306 forward MW:87¢

orf01231 2€ 34 6C >0rf01231 orf01231 ser-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 1050770:1052044 reverse MW:47

orf01235 2€ 34 6C >0rf01235 orf01235 enc-CoA hydrataseStreptococcus pneumonidaéGR4] 1054365:1055150 forward MW:287

orf01238 2€ 34 6C >0rf01238 orf01238-oxoacy-(acyl carrier protein) synthase IStreptococcus pneumoni@iéGR4] 1055678:1056652 forward MW:34¢

orf01239 2€ 34 6C >0rf01239 orf01239 acyl carrier proteiStreptococcus pneumonidéGR4] 1056712:1056936 forward MW:82

orf01242 2€ 34 6C >0rf01242 orf01242 ac-carrier-protein -malonyltransferaseStreptococcus pneumonidaéGR4] 1058022:1058942 forward MW:33C

orf01243 2€ 34 6C >0rf01243 orf01243 -ketoacy-(acy-carrie-protein) reductaseStreptococcus pneumonidiéGR4] 1058976:1059707 forward MW:257

orfo1244 26 ” 60 >0rf01244 orf01244 gi|30750044|pdb|1OX0|A ChaimAe Crystal Structure Of Be-Ketoacy-[acyl Carrier Protein] ;Synthase li FronStreptococcus pneumoniae
1059729:1060964 forward MW:43932

orf01248 2€ 34 6C >0rf01248 orf01248 (3F-hydroxymyristoyl ACP dehydratasStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1061449:1061871 forward MW:15:

orf01251 2€ 34 6C >0rf01251 orf01251 acel-CoA carboxylae subunit alphaStreptococcus pneumoni&$] 1064150:1064917 forward MW:282

orf01259 2€ 34 6C >0rf01259 orf01259 aspartyl/glutar-tRNA amidotransferase subunit Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1067565:1069007 reverse MW:53

orf01260 2€ 34 6C >0rf01260 orf01260 aspartyl/glutan-tRNA amidotransferase subunit Streptococcus pneumoni&®<¢-BS68] 1069007:1070473 reverse MW:52

orf01261 2€ 34 6C >0rf01261 orf01261 aspartyl/glutar-tRNA amidotransferase subunit Streptococcus pneumoni&$] 1070473:1070775 reverse MW:11(

orf01308 2€ 34 6C >0rf01308 orf01308 hypothetical protein spr19Streptococcus pneumoniB$] 1105631:1106611 reverse MW:35

orf01309 2€ 34 6C >0rf01309 orf01309 Hsp:-like chaperoninStreptococcus pneumoni@éGR4] 1106598:1107470 reverse MW:31¢

orf01325 2€ 34 6C >0rf01325 orf01325 -alanine-poly(phosphoribitol) ligase subunit Streptococcus pneumonidéGR4] 1121836:1122075 forward MW:8¢
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orf01330 2€ 34 6C >0rf01330 orf01330 zinc ABC transporter, A-bindingprotein Streptococcus pneumonidéGR4] 1123931:1124635 forward MW:265

orf01368 2€ 34 6C >0rf01368 orf01368 tyros-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1170449:1171705 reverse MW:47

orf01373 2€ 34 6C >0rf01373 orf01373 ATP depenct proteaseStreptococcus pneumoni&é] 1180839:1183097 reverse MW:83

orf01374 26 34 6C >0rf01374 orf01374 hypothetical protein SP_08Streptococcus pneumonidiéGR4] 1183326:1183556 reverse MW:8i

orf01377 2€ 34 6C >0rf01377 orf01377 amino acidBC transporter, AT-binding protein Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1184430:1185164 forward MW:27(
orf01378 2€ 34 6C >0rf01378 orf01378 bifunctional protein FollStreptococcus pneumonibieingary19/-6] 1185297:1186175 forward MW:31&

orf01382 2€ 34 6C >0rf01382 orf01382 phosphopentomutsStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1188168:1189379 forward MW:44(

orf01385 2€ 34 6C >0rf01385 0rf01385 purine nucleoside phosphorylas®sine and guanosi-specific Streptococcus pneumonigtingary19/46] 1189925:1190734 forward MW:29C
orf01391 26 34 6C >0rf01391 orf01391 30S Ribosomal protein subun@ {Streptococcus pneumoni&s&] 1194695:1194931 reverse MW:8!

orf01394 2€ 34 6C >0rf01394 orf01394 pantothenate kinaStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1196692:1197273 forward MW:21:

orf01402 26 34 6C >0rf01402 orf01402 sugar ABC transporter, permgaseein, putative Streptococcus pneumonidéGR4] 1202418:1203476 forward MW:374
orf01412 2€ 34 6C >0rf01412 orf01412 DNA topoisomerase IStreptococcus pneumon]ak209447:1211882 forward MW:917

orf01425 2€ 34 6C >0rf01425 orf01425 vicX proteirStreptococcus pneumonidéGR4] 1221778:1222587 forward MW:29¢

orf01430 2€ 34 6C >0rf01430 orf01430 DNA gyrase subunit Streptococcus pneumoniB$] 1225436:1227904 forward MW:92(C

orf01443 2€ 34 6C >0rf01443 orf01443 exodeoxyribonuclease VII smabsnit |Streptococcus pneumoni@iéGR4] 1236088:1236300 forward MW:7¢€

orf01446 2€ 34 6C >0rf01446 orf01446 hemolysin A, putativStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1237165:1237980 forward MW:297

orf01497 2€ 34 6C >0rf01497 orf01497 phosphoglucomutaStreptococcus pneumoni@éGR4] 1277437:1279155 forward MW:62€

orf01506 2€ 34 6C >0rf01506 orf01506 FOF1 ATP synthase subunit epgStreptococcus pneumoniaéGR4] 1285753:1286172 reverse MW:15!

orf01507 2€ 34 6C >0rf01507 orf01507 FOF1 ATP synthase subunit kStreptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1286183:1287589 reverse MW:50

orf01509 2€ 34 6C >0rf01509 orf01509 FOF1 ATP synthase <nit alpha Streptococcus pneumoni&®¢-BS68] 1288569:1290074 reverse MW:54

orf01546 2€ 34 6C >0rf01546 orf01546 hypothetical protein SP_21Streptococcus pneumonidiéGR4] 1316760:1317701 forward MW:352

orf01568 2€ 34 6C >0rf01568 orf01568 lys-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&s] 1335816:1337306 reverse MW:56!

orf01583 2€ 34 6C >0rf01583 orf01583 UD-N-acetylmuramoy-L-alany-D-glutamate synthetasStreptococcus pneumoni@aéGR4] 1348239:1349591 reverse MW:48
orf01595 2€ 34 6C >0rf01595 orf01595 ribonuclease Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1358901:1359830 reverse MW:34

orf01598 2€ 34 6C >0rf01598 orf01598 tRNA delta(-isopentenylpyrophosphate transfereStreptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1361692:1362576 reverse M\338<
orf01602 2€ 34 6C >0rf01602 orf01602 glucokinase [Streptococcus preniae SP1-BS70] 1363851:1364810 reverse MW:33

orf01626 2€ 34 6C >0rf01626 orf01626 hypothetical protein SpneT_0ZBID|Streptococcus pneumonidéGR4] 1391884:1392066 reverMW:674€

orf01633 2€ 34 6C >0rf01633 0rf01633 serine hydroxymethyltransfefStreptococcus pneumoni&®1-BS74] 1396266:1397522 forward MW:45:

orf01637 2€ 34 6C >0rf01637 orf01637 23S rRNA (ura-5-)-methyltransferase Rum/Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1400240:1401871 forward MW:61¢
orf01712 2€ 34 6C >0rf01712 orf01712 phosphoribosylaminoimidazolebcaylase, ATPase subunStreptococcus pneumoni&@¢-BS73] 1459213:1460304 reverse MW:39
orf01713 2€ 34 6C >0rf01713 orf01713 phosphorisylaminoimidazole carboxylase catalytic subuStreptococcus pneumoni&sé] 1460291:1460779 reverse MW:16'
orf01716 2€ 34 6C >0rf01716 orf01716 phosphoribosylam--glycine ligase Streptococcus pneumoni@®C028¢-04] 1461182:1462444 reverse MW:45

orf01721 2€ 34 6C >0rf01721 orf01721 phosphoribosylaminoimidazoletbgtase Streptococcus pneumoni&®1¢-BS74] 1465273:1466295 reverse MW:36

orf01724 2€ 34 6C >0rf01724 orf01724 phosphoribosylaminoimida-succinocarboxamide syntha:Streptococcus pneumoni&®1¢-BS75] 1467867:1471592 reverse MW:135
orf01746 2€ 34 6C >0rf01746 orf01746 thioredoxirStreptococcus pneumonidéGR4] 1486120:1486434 forward MW:11<4

orf01752 2€ 34 6C >0rf01752 orf01752 nicotinic acid mononucleotidemayltransfease Streptococcus pneumoni&®1+-BS69] 1491153:1491896 reverse MW:27
orf01763 2€ 34 6C >0rf01763 orf01763 recombination factor protein R{Streptococcus pneumoni&s] 1496920:1498191 forward MW:46¢
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orf01803
orf01819
orf01824
orf01863
orf01867
orf01888
orf01899
orf01901
orf01902
orf01933
orf01944
orf01957
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orf01999
orf02007
orf02029
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orf02034
orf02036
orf02039
orf02040
orf02042
orf02043
orf02044
orf02045
orf02047
orf02134
orf02138
orf02141
orf02143
orf02170
orf02188

orf02192
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26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

26
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34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34

34
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6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C

60

>0rf01803 0rf01803 fructokase Streptococcus pneumoni@®C108-00] 1526488:1527375 forward MW:31¢

>0rf01819 orf01819 GT-binding protein EngAStreptococcus pneumonidéGR4] 1537375:1538685 forward MW:49(C

>0rf01824 orf01824 preprotein nslocase, SecA subunStreptococcus pneumoni&P¢-BS73] 1542137:1544650 forward MW:95(
>0rf01863 orf01863 UD-N-acetylmuraman-L-alanine ligaseStreptococcus pneumoni&é] 1581630:1582964 forward MW:49¢
>0rf01867 orf01867 transcription elongation factor GfStreptococcus pneumoni&89] 1585736:1586218 forward MW:17¢
>0rf01888 orf01888 hypothetical protein SpneT_02®21|Streptococcus pneumonidéGR4] 1604665:1605711 forward MW:391
>0rf01899 orf01899 serine acetyltransfereStreptococcus pneumoni@aéGR4] 1617117:1617734 forward MW:224

>0rf01901 orf01901 cysteir-tRNA synthetaseStreptococcus pneumonidiéGR4] 1618717:1620060 forward MW:5(5

>0rf01902 orf01902 hypothetical protein SP_05Streptococcus pneumonidéGR4] 1620053:1620439 forward MW:14¢€

>0rf01933 orf01933 hypothetical protein CGSSp6BIZ3115 Streptococcus pneumoni&®¢-BS73] 1648605:649183 forward MW:221(
>0rf01944 orf01944 50S ribosomal protein IStreptococcus pneumonidéGR4] 1654400:1655089 forward MW:244

>0rf01957 orf01957 cysteine synthaStreptococcus pneumonidiéGR4] 1661716:1662¢6 reverse MW:318¢

>0rf01962 orf01962 ribosomal subunit interface eio{Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 1665648:1666196 forward MW:21:
>0rf01999 0rf01999 Holliday junction DNA helicasetor protein Streptococcus pneumoni&®-BS71] 1698009:1698602 forward MW:21¢
>0rf02007 orf02007 transcriptional regulator SStreptococcus pneumoni@éGR4] 1707078:1707476 forward MW:14¢

>0rf02029 orf02029 50S ribosomal protein L[Streptococcus pneumoni@éGR4] 1722575:1722919 forward MW:12Z

>0rf02030 orf02030 30S ribosomal protein :Streptococcus pneumoni@éGR4] 1722932:1723585 forward MW:24(

>0rf02031 orf02031 50S ribosomal proteil6 [Streptococcus pneumonidéGR4] 1723589:1724002 forward MW:154

>0rf02032 orf02032 50S ribosomal protein L:Streptococcus pneumoni@éGR4] 1724012:1724218 forward MW:7¢

>0rf02033 orf02033 30S ribosomal prin S17 Streptococcus pneumonid&GR4] 1724243:1724503 forward MW:10C

>0rf02034 orf02034 50S ribosomal protein L 'Streptococcus pneumonidiéGR4] 1724529:1724897 forward MW:13(

>0rf02036 orf02036 50S ribosomaotein L5 [Streptococcus pneumoni@éGR4] 1725304:1725846 forward MW:197

>0rf02039 orf02039 30S ribosomal protein ‘Streptococcus pneumonidéGR4] 1726418:1726816 forward MW:147

>0rf02040 orf02040 50S ribosornrprotein L6 Streptococcus pneumoni&s] 1727008:1727544 forward MW:194

>0rf02042 orf02042 hypothetical protein SpneT_0ZB|Streptococcus pneumonidéGR4] 1727628:1727984 forward MW:12¢
>0rf02043 orf02043 30ribosomal protein SEStreptococcus pneumonidéGR4] 1728002:1728496 forward MW:17(C

>0rf02044 orf02044 50S ribosomal protein L'Streptococcus pneumoni@iéGR4] 1728510:1728692 forward MW:63

>0rf02045 orf02045 ES ribosomal protein L1EStreptococcus pneumonidiéGR4] 1728837:1729277 forward MW:154

>0rf02047 orf02047 hypothetical protein SpneT_0Z00|Streptococcus pneumonidéGR4] 1730751:1731389 forward MW:237
>0rf02134 orf02134 hypothetical protein sprO7:Streptococcus pneumoni&s] 1799796:1800095 reverse MW:11.

>0rf02138 0rf02138 gluco-inhibited division protein BStreptococcus pneumoni@aéGR4] 1802507:1803220 forward MW:271
>0rf02141 orf02141 signal recognition particle pint[Streptococcus pneumoni@éGR4] 1804952:1806523 reverse MW:57

>0rf02143 orf02143 hypothetical protein SP_12Streptococcus pneumonidiéGR4] 1806535:1806867 reverse M1334¢

>0rf02170 orf02170 ABC transporter A-binding proteir- unknown substrateStreptococcus pneumoni&é] 1825441:1826502 forward MW:387
>0rf02188 orf02188 -ribosylhomocysteinastStreptococcus pneumoni@éGR4] 1839900:1840382 forward MW:179

>0rf02192 orf02192 gi|148996751|ref|ZP_0182446%hbpph+-N-acetylmuramoy-pentapeptic-transferaseStreptococcus pneumoni&®1:-BS70] 1843950:184492
reverse MW:35966
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6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C
6C

>0rf02195 0f02195 ¢-adenosy-methyltransferase MraWStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1847517:1848467 reverse MW:36
>0rf02227 orf02227 thymidylate kinasStreptococcus pneumoni@®C305¢-06] 1870741:1871379 reverse MW:23:

>0rf02235 orf02235 Regulatory function on capsuderession in group B streptococStreptococcus pneumoniB®] 1878115:1879023 reverse MW:34!
>0rf02259 orf02259 ribosomal large subunit pseuiine synthase BStreptococcus pneumoni@éGR4] 1897647:1898369 forward MW:271
>0rf02268 orf02268 Holliday juncti-specific endonucleas Streptococcus pneumonidéGR4] 1909308:1909904 reverse MW:23
>0rf02289 orf02289 DN-binding response reguor [Streptococcus pneumonidéGR4] 1926177:1926809 forward MW:23E

>0rf02315 orf02315 val-tRNA synthetaseStreptococcus pneumoni&®-BS71] 1937525:1940176 forward MW:100¢

>0rf02338 0rf02338 phosphopyruvate ratase Streptococcus pneumonidéGR4] 1955933:1957237 forward MW:471

>0rf02409 orf02409 RNA polymerase sigma factor RjStreptococcus pneumoni@éGR4] 2011136:2012245 forward MW:42C

>0rf02415 orf02415 GT-binding protein, GTP1/Obg familyStreptococcus pneumoni&®2:-BS72] 2015557:2016861 forward MW:48
>0rf02420 orf02420 methionine aminopeptideStreptococcus pneumoni@éGR4] 2021228:2022088 forward MW:31€

>0rf024:1 orf02431 hypothetical protein SP_10'Streptococcus pneumonidiéGR4] 2028040:2028387 reverse MW:13

>0rf02437 orf02437 inorganic polyphosphate//-NAD kinase Streptococcus pneumoni&®:-BS71] 2032753:2033649 forward MW:33¢
>0rf02440 orf02440 hypothetical protein spr10Streptococcus pneumoni&s] 2035008:2035307 reverse MW:10!
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A coluna 2 - “numero de genomas 8epneumonidetemos o nimero de genomas
analisados para esta espécie, ou seja, 26; naacdlufnimero de genomas 8&eptococcus
sp.” temos 0 numero de genomas totais analisadasopéras espécies que ndo pneumococos,
os quais foram utilizados para a montagem dos lsatkea@ados de proteinas estreptocécicas
(maximo de 34 genomas), totalizando 60 genomasr{act).

Os genes sublinhados foram aqueles encontradaasapempneumococos, utilizando
os parametros de 60% de identidade e 70% de “@/efDs demais genes descritos na tabela
mas nao sublinhados foram encontrados em pneun®¢oainna 2) mas também em outros

genomas d&treptococcusp. (coluna 3).
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Anexo 9: Programas utilizados para as analises “in siliadds proteinas
pneumocécicas e numero de proteinas classificdelaiso de cada uma das caracteristicsa
avaliadas pelos programas

Programas

Caracteristicas das proteinas p ., prediipo Phobius PhobiusSignal SOSUI+SOSUISignal TMHMM ~ SignalP

analisadas
citoplasmatica 9 83 8 NA NA 3 NA
ndo citoplasmatica ou 7 NA 73 NA NA 76 NA
extracelular
presenca de regao 66 53 70 NA 72 72 NA
transmembrana
parede celular 2 NA NA NA NA NA NA
desconhecida 67 NA NA NA NA NA NA
soluvel NA NA NA NA 79 NA NA
presenca de peptideo sinal NA 11 NA 30 30 NA 41
auséncia de peptideo sinal NA NA NA 121 121 NA 110
lipoproteina NA 4 NA NA NA NA NA
Total de proteinas analisadas 151 151 151 151 NA 1 15 151

INA — n3o se aplica
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Anexo 10:Analises “in silico” das 159 proteinas ortélogasgentes em pneumococos

SF’GI\?Q%f?;OO P(—::i)rt]gileo Localizacéo Pespi)r:gjleo Localizacéo Pred-Lipo Phobius pe;?c?ebcl)u;nal SOSUI  sOsUlsignal TMHMM  SignalP Anotacéo
Psortb v2.0.4 Psortb v3.0.2

00002 N? citoplasmatica N desconhecida citoplasmaticecitoplasmatica N solavel N externa N hypothetiaatein CGSSp3BS71_07921
00026 N desconhecida N desconhecida citoplasmaticaitoplasmatica N solavel N externa N phosphopasetotliylcysteine decarboxylase

. - . . o~ - 2 . Homologous to LicC, which regulates expressionRSL
00062 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica S solavel S externa N epitopes irH. influenzae
00063 N membrana N membrana membrana  n&o citoplasmatica N  membrana N membrana N protein LicB
00064 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N cholimeke
00065 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N soluvel N externa N alcohdlydeogenase, zinc-containing
00067 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N 2-C-miebverythritol 4-phosphate cytidylyltransferase
00068 N membrana N membrana  citoplasméatica membrana N membrana N membrana N polysaccharide biosynthesis protein, putative
00080 N membrana N citoplasméticaitoplasméatica néo citoplasmatica N solavel N externa N ABC tramsgy, ATP-binding protein
00083 N desconhecida N desconhecida citoplasmatité@o citoplasmatica N solavel N externa N hypotlaticotein SP_1925
00085 N citoplasmatica N extracelular  citoplasmatigado citoplasmatica N solavel N externa N pneumalysi
00090 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica S solavel S externa N hypotakgimotein SP_1917
00095 S desconhecida S desconhecida peptideo sinal to@tasmatica S membrana S membrana N hypothetical protein SP_1912
00133 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmaticecitoplasmatica N solavel N interna N BlpS protein
00134 N desconhecida N membrana  citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N interna N BlpT piotéusion
00138 S desconhecida S desconhecida peptideo sinal to@tasimatica S solavel S externa N hypotheticaigmdSP_0520
00185 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N hypotlaticotein SpneCDC_05065
00196 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N type lIDModification methyltransferase, putative
00205 N membrana N membrana membrana membrana N membrana N membrana N hypothetical protein spr1278
00209 N citoplasmatica N desconhecida citoplasméatiodo citoplasmatica N soluvel N externa N acetyftfarase, GNAT family
00217 N desconhecida N desconhecida citoplasmatit@o citoplasmatica S solavel S externa S prolipeyialiacylglyceryl transferase
00265 N desconhecida N membrana  citoplasmatica membrana N membrana N membrana N psr protein
00270 N membrana N membrana membrana membrana N membrana N membrana N hypothetical protein spr1222
00271 N membrana N desconhecida  membrana membrana N membr N membrana N hypothetical protein spr1221
00315 N membrana N membrana membrana membrana N membrana N membrana N ABC transporter ATP binding protein - unknown stibte
00333 N membrana N membrana membrana membrana N membrana N membrana N ABC-type antlmlcroblaég;zté?]ee;rtansport systentpease
00397 S citoplasmatica S membrana  peptideo sinal né&plagmatica S solavel S externa S D-alanyl-D-alanarboxypeptidase
00415 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N C3-degmggiroteinase
00427 N desconhecida N citoplasmaticeitoplasmatica néo citoplasmatica N solavel N externa N DnaQ famxonuclease/DinG family helicase, putative
00429 N desconhecida N membrana membrana membrana N meanbr N membrana N hypothetical protein SP_0800
00528 N desconhecida N membrana membrana membrana N meanbr S membrana N ylmG protein
00529 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N hypotlaticotein spr1506
00540 N membrana N membrana membrana membrana N membrana N membrana S efflux ABC transporter, permease protein
00558 N desconhecida N membrana membrana membrana N meanbr N membrana N hypothetical protein SP_1459
00566 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatica membrana S solavel S externa N hypothetical pr&@&n1467
00579 N citoplasmaética N extracelular membrana membrana N membrana N membrana N peptidoglycan GlcNAc deacetylase
00580 N citoplasmatica N desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica N solavel N externa N glycyl-#RBlynthetase subunit alpha
00587 N citoplasmaética N desconhecida citoplasmaticecitoplasmatica N solavel S externa N hydrolasepd@t dehalogenase-like family protein
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00589
00599
00619
00645
00723
00724
00726
00727
00743
00787
00790
00813
02265
02273
02277
02284
02288
02337
02380
02413
02416
02430
02434

00863

00879
00881
00885
00944
00962
00967
00986
01029
01049
01050
01051
01064
01065
01090
01127
01133
01135
01159
01161
01163
01164
01195
01201
01203

2222222222222 22222Z222Z222 Z Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2ZZ020W222222222222
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membrana membrana
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citoplasmatiodo citoplasmatica
desconhecida peptideo sinal membra
desconhecida citoplasmatiodo citoplasmatica
citoplasmaticaitoplasmatica néo citoplasmatica
membrana membrana membrana
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desconhecida citoplasmatindo citoplasmatica
membrana membrana membrana
membrana membrana membrana
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desconhecida citoplasmatica membrana
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capsular polysaccharide biosynthesis proteirgtjuet
hypottaticotein SpneC_00140
Positreagcriptional regulator of mutA
methionyl-tRNA synthetase
transionat! regulator, GntR family
Beta-gldese
PTS system, IIC component
hypothlgtiotein SpneT_02000121
hypotlaticotein CGSSp3BS71_05024
competence protein CelB
hypothetical protein SpneCDC1_02325
foldas®egin PrsA
cell wall surface anchor family protein
hypothetical protein SpneCD_01145
choline binding protein C
phosphomevalonate kinase
sensor histidine kinase, putative
hypotlaticotein SP_1127
hypothetical protein spr1708
hypothetical protein SP_1077
hypotlaticotein SP_1080
hypottegtirotein spr0999
adenylatease) putative
addiction module antitoxin, RelB/DinJ family pratei
putative
hypothetical protein CGSSp9BS68_08907
alcohdlydeogenase
hypottaticotein SpneT_02001811
hypothetical protein SP_1600
thioredoxin faiotein
hypotlafcotein SP_0653
glycosyhsferase, family 2
hypotlaticotein SP_0031
hypothetical protein CGSSp14BS69_08820
hypothetical protein SpneCDC_08279
hypothetical protein SpneCD_10204
hypothetical protein CGSSp3BS71_11463
sensor histidine kinase, putative
hypotheticait@in spr1796
hypothetical protein SP_1945
hypothetical protein CGSSp14BS69_13233
autolysin
hypothetical protein CGSSp14BS69_00480
hypothetical protein SpneT_02001880
hypothetical protein spr1926
hypothetical protein SP_2115
ABC transporter, permease protein, putative
hypotleticotein CGSSp18BS74_00160
hypothetical protein SpneT_02000236
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ribonuclease HIll
23S rRNIAGTMS5 methyltransferase
type trieion-modification system, M subunit, putative
ribosomal protein L11 methyltransferase
hypotlaticotein CGSSp6BS73_09384
thiamihegphate pyrophosphorylase
hydroxyltiazole kinase, putative
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hypothépeotein SP_1786
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Type 4 prepilin peptidase
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amino acid ABC transporter, amino acid-binding piot
putative
compeiamtein ComF, putative
Choline binding protein D
DNA mischaepair protein
riboflasymthase subunit alpha
riboflasymthase subunit alpha
hypothetical protein SP_0184
hypothetical protein SP_0191
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iron-compound ABC transporter, iron-compound-birgdin
protein
iron-compound ABC transporter, permease protein
hypotlafcotein SP_1864
hypotheticatein CGSSp14BS69_10426
ABC tramtgy, ATP-binding protein
ABC transporter, permease protein
MgtC/SapB family protein
sugar4bipdranscriptional regulator, Lacl family
hypothetical protein SP_0153
hypothetical protein CGSSp19BS75_11308
hypotlaticotein CGSSp19BS75_ 11313
hypothetical protein spr0296
PTS systiéntomponent

keto-hydroxyglutarate-aldolase/keto-deoxy-phosphoghate

aldolase
DNA polyase Ill, delta prime subunit
CbpE

site-djietirosine recombinase XerD-like protein

IN — n&o, auséncia de peptide siRgl- sim, presenca de peptideo sinal. Os 99 gebbstados foram re-analisados e um total de 20niaselecionados para amplificago, clonagem, exwesgurificagio.
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Anexo 11: Purificacdo das proteinas recombinantes pneunmazicD1909, 00265,
01065, 00080, 00962, 02009, 01929, 02072, 0223270201967, 00589, 00787, 00397,
01195, 02265, 00271 e 00062.

Purificacdo da proteina 01909:

Esta proteina foi expressa de forma solavel°’€£3&m a adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. A Figura 5.7.2 ilustra ailtado obtido para a purificacdo da proteina
01909. As etapas de purificagdo empregadas est@adas no cromatograma.
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Figura 1: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%puidicacdo da proteina
01909.0 gel foi corado empregando comassie blue-R RHplisado da cultura d&. coli ndo
induzida;_IND, lisado da cultura de coliinduzida;_SON, sonicado (lisado total sonicado, da
cultura deE. coli induzida, aplicado na coluna); EL, eluato (protsim&o adsorvidas na
coluna);_fracdes 14 a 19 — proteina (s) eluidags) 300 mM de imidazol. No cromatograma
0s numeros em vermelho (eixo dos x) representafmaeSes coletadas; a linha em azul a
Absygo; a linha em verde as concentracdes de imidadadadas nas etapas de purificacdo; a
linha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas frac@@8@D mM de imidazol, ndo havendo
perda proteica detectavel nem no eluato (fracacad&orvida) e nem nas fracoes de 20 mM e
60 mM de imidazol (fragcbes 1 a 10) (dados n&do radeB). A proteina purificada apos

dialisada apresentou concentracao de 1,2 mg/mlkez@ue 97%.
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Purificacdo da proteina 00265:

Esta proteina foi expressa de forma solavel°’€£3&m a adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. A Figura 5.7.3 ilustra ailtado obtido para a purificacdo da proteina
00265. As etapas de purificagdo empregadas est@adas no cromatograma.
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Figura 2: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%put#icacdo da proteina
00265.0 gel foi corado empregando comassie blue-R BS0"BenchMark Pre-Stained Protein
Ladder” (Life Technologies); fracbes 7 a 10 — pirde(s) eluida (s) com 300 mM de
imidazol. No cromatograma os numeros em marromo(€lizs x) representam as fracdes
coletadas; a linha em azul a Afsa linha em verde as concentracfes de imidadddadas
nas etapas de purificagao; a linha em marrom autandia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracdes3d0 mM de imidazol e sem a
presenca significativa de contaminantes; houve wuc@ de perda proteica no eluato
(material ndo adsorvido) (dado ndo mostrado). Atebna purificada apds dialisada

apresentou concentracao de 0,8 mg/mL e purezade 91
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Purificacdo da proteina 01065:

Esta proteina foi expressa de forma solavel°’€£3&m a adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. A Figura 5.7.4 ilustra ailtado obtido para a purificacdo da proteina
01065. As etapas de purificagdo empregadas est@adas no cromatograma.
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Figura 3: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%put#icacdo da proteina
01065.0 gel foi corado empregando comassie blue-R EbQ.eluato (proteinas ndo adsorvidas
na coluna);_PBS: proteinas eluidas da coluna éavan PBS pH 7,4; fracdes 4 e 5 —
proteina (s) eluida (s) com 20 mM de imidazol;dex;17 e 18 — proteina (s) eluida (s) com
300 mM de imidazol;_fracbes 35 a 37 — proteinaligida (s) com 300 mM de imidazol. No
cromatograma os numeros em vermelho (eixo dogx¢sentam as fracdes coletadas; a linha

em azul a Abgg a linha em verde as concentracdes de imidazlidadas nas etapas de
purificagéo; a linha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracée8@ mM, no entanto houve perda
proteica no eluato (material ndo adsorvido) (da@l® mostrado). A proteina purificada ap6s
dialisada apresentou concentracao de 0,5 mg/mlkez@ue 80%.
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Purificacdo da proteina 00080:

Esta proteina foi expressa de forma soluvel°’€2Z®m a adicdo de detergente triton X-
100 no tampéo de lise. No entanto como essa peaotgiresentou problema de preciptacao
apos a purificacdo, utilizamos o detergente durtode processo purificativo para manter a
solubilidade da mesma. A Figura 5.7.5 ilustra aultado obtido para a purificacdo da

proteina 00080. As etapas de purificacdo empregzsias indicadas no cromatograma.

10VC-1M
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Figura 4: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%put#icacdo da proteina
00080.0 gel foi corado empregando comassie blue-R RHplisado da cultura d&. coli ndo
induzida;_IND, lisado da cultura d& coliinduzida;_EL, eluato (proteinas ndo adsorvidas na
coluna); fracdes 22 e 23 — proteina (s) eluidads) 300 mM de imidazol. No cromatograma
0os numeros em vermelho (eixo dos x) representafmae8es coletadas; a linha em azul a
Absygo; a linha em verde as concentracdes de imidadadadas nas etapas de purificacdo; a
linha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracoes3d0 mM de imidazol e sem a
presenca significativa de contaminantes; houve gpgmbteica no eluato (material ndo
adsorvido) como também precipitacdo de parte dtenaheluido. Em funcdo disso, foi
realizado um “pool” das fracbes eluidas nas diwemaificacdes realizadas (empregando-se
o processo de purificacdo descrito na Figura 5.7C)material foi centrifugado e o
sobrenadante concentrado com “Amicon Ultra-15" [ipre) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A proteina concentoadialisada contra tampéo PBS pH 7,4
contendo 0,005% de triton X-100. A proteina pusifia apdés dialisada apresentou
concentracdo de 0,3 mg/mL e pureza de 51%.

Novas purificacdes foram realizadas com otimizad@qrotocolo visando aumentar a
concentracdo, estabilidade e solubilidade proteixgorotocolo que apresentou o melhor
resultado e reprodutibilidade foi alcancado aunreddaas lavagens com 20 mM e 60 mM
para 10 VC cada, sendo que a proteina purificatlizando esta metodologia, e dialisada

apresentou concentracao de 0,7 mg/mL e pureza%e 86
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Purificacao da proteina 00962:

Esta proteina foi expressa de forma sollvel ‘@€3em adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. No entanto como esta peotginesentou problema de precipitagdo
apos a purificagdo, utilizamos o detergente durtnte processo purificativo. A Figura 5.7.6
ilustra o resultado obtido para a purificagdo datgdna 00962. As etapas de purificacdo

empregadas estdo indicadas no cromatograma.
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Figura 5: Andlise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 15%put#ficacdo da proteina
00962.0 gel foi corado empregando comassie blue-R 8@, lisado da cultura dé&. coli
induzida; fracdes 19 a 21 — proteina (s) eluida o@n 300 mM de imidazol. No
cromatograma os numeros em vermelho (eixo dogx¢sentam as fracdes coletadas; a linha
em azul a Abgg a linha em verde as concentracdes de imidazlidadas nas etapas de
purificagéo; a linha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracbes360 mM e sem a presenca
significativa de contaminantes; ndo houve perdaepr®a detectavel no eluato (material n&o
adsorvido) (dado ndo mostrado). A proteina puufica dialisada apresentou concentracdo de

1,2 mg/mL e pureza de 97%.
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Purificacado das proteinas 02009 e 01929:

Estas proteinas foram expressas de forma soludF@ sem adicdo do detergente
triton X-100 no tampao de lise. As Figuras 5.75 %8 ilustram os resultados obtidos para as
purificagdes das proteinas 02009 e 01929 empreggadeentes de purificagdo sem imidazol
na amostra inicial (painel A) e com imidazol (20 inivk amostra inicial (painel B). Tendo
em vista que essas duas proteinas foram purificdead®rma satisfatoria, ndo testamos o

processo empregando etapas de purificacao.
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Figura 6: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 15%putificacdo da proteina
02009.0s géis foram corados empregando comassie blu&RvR5Bench Mark Protein ladder”;
NI, lisado da cultura dE. colindo induzida; IND, lisado da cultura Hecoliinduzida; SON,
sonicado (lisado total sonicado, da culturaEdecoli induzida, aplicado na coluna); EL,
eluato (proteinas ndo adsorvidas na coludg);fracbes 1 e 4 — proteinas eluidas apds
lavagens da coluna com PBS pH 7.4; fracdes 9,112-eproteina (s) eluida (s) com cerca de
180 mM a 230 mM de imidazadB) fracdes 2 e 4 — proteinas eluidas apos lavageos|adaa
com PBS pH 7,4 contendo 20 mM de imidazol; fracfize 13 — proteina (s) eluida (s) com
cerca de 180 mM a 230 mM de imidazol. No cromatogras numeros em vermelho (eixo
dos x) representam as fracOes coletadas; a linhazmna Abgs,; a linha em verde o
gradiente de purificagcdo (concentracdo crescentand@azol); a linha em marrom a
condutancia.

Verificamos que em ambas as metodologias utilizadgsoteina 02009 foi eluida

apenas nas fragbes 12 e 13 (cerca de 180 mM a BB@enimidazol) e sem a presenca
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significativa de contaminantes; ndo houve perdaéea detectavel no eluato (material nao
adsorvido). Foi realizado “pool” das fracOes ehsicdendo que a proteina purificada apds
dialisada apresentou concentragdo de 1,0 mg/mlkezpade 80%.

Elll
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NI INDSONEL 2 9 10 13 14
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Figura 7: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%putificacdo da proteina
01929.0s géis foram corados empregando comassie bluéBRN\25lisado da cultura d&. coli
nao induzida;_IND, lisado da cultura d& coli induzida; _SON, sonicado (lisado total
sonicado, da cultura dE. coli induzida,aplicado na coluna); EL, eluato (proteimd®
adsorvidas na colunak) fracdes 2, 9 e 10 — proteinas eluidas apos: lagadge coluna com
PBS pH 7,4 (2) e com cerca de 130 mM a 170 mM dedairol (9 e 10); fracdes 13 e 14 —
proteina (s) eluida (s) com cerca de 200 mM a 3PDda imidazol;B) fracdo 2 — proteinas
eluidas apos lavagem da coluna com PBS pH 7,4rmamt20 mM de imidazol; fracdes 12 e
13 — proteina (s) eluida (s) com cerca de 200 n8@0amM de imidazol. No cromatograma
0s numeros em vermelho (eixo dos x) representafmrag8es coletadas; a linha em azul a

Absygo; a linha em verde o gradiente de purificacéo (eotracdo crescente de imidazol); a
linha em marrom a condutancia.

Verificamos que em ambas as metodologias utilizadgsoteina 01929 foi eluida
apenas nas fragbes 12 a 14 (cerca de 200 mM a 300denimidazol), sem presenca
significativa de contaminantes; ndo houve perdaéea detectavel no eluato (material ndo
adsorvido). Foi realizado “pool” das fracGes elsidaa proteina purificada apos dialisada

apresentou concentracao de 0,7 mg/mL e pureza%e 81
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Purificacado da proteina 02072:

Esta proteina foi expressa de forma sollUvel“€3em adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. No entanto como essa peaotgiresentou problema de preciptacao
apos a purificacdo, utilizamos o detergente durtntte processo purificativo. A Figura 5.7.9
ilustra o resultado obtido para a purificagdo datgdna 02072. As etapas de purificacédo
empregadas estdo indicadas no cromatograma.
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Figura 8: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%put#ficacdo da proteina
02072.0 gel foi corado empregando comassie blue-R 280.‘Bench Mark protein ladder”;
fracdes 20 e 21 — proteina (s) eluida (s) com 300 de imidazol. No cromatograma os
nameros em vermelho (eixo dos x) representam g8dsacoletadas; a linha em azul a Afs
a linha em verde as concentracdes de imidazataiéis nas etapas de purificacédo; a linha em
marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracoes360 mM de imidazol, sem a
presenca significativa de contaminantes; ndo hquerela proteica detectavel no eluato
(material ndo adsorvido) (dado ndo mostrado). Atghna purificada apds dialisada
apresentou concentracdo de 0,7 mg/mL e purezadde 90

171



Purificacdo da proteina 02232:

Esta proteina foi expressa de forma solavel°’€£3&m a adicdo do detergente triton X-
100 no tampéo de lise. A Figura 5.7.10 ilustra sultado obtido para a purificacdo da
proteina 02232. As etapas de purificacdo empregesias indicadas no cromatograma.
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) 20 o o) & B 2 240 20 a1

Figura 9: Analise, por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%put#icacdo da proteina
02232. O gel foi corado empregando comassie bl@aéR M, “Bench Mark Protein ladder”;
fracBes 7 a 9 — proteina (s) eluida (s) com 300deMnidazol;_fracdes 12 a 14 — proteina (s)
eluida (s) com 1 M de imidazol. No cromatogramandseros em vermelho (eixo dos X)
representam as fracdes coletadas; a linha em ayg; a linha em verde as concentracdes
de imidazol utilizadas nas etapas de purificacdmha em marrom a condutancia.

Verificamos que a proteina foi eluida nas fracoes88 mM de imidazol, sem a
presenca significativa de contaminantes; ndo hqesla proteica detectavel no eluato
(material ndo adsorvido). A proteina purificadasapé@lisada apresentou concentracdo de 1

mg/ml e pureza de 80%.

Purificacdo das proteinas 02277, 01967, 00589, Q00@397, 01195, 02265, 00271 e
00062)

Para essas proteinas foram aplicados e avaliagessds protocolos de purificacao,

dentre eles a purificacdo do corpo de inclusaoidegie utilizacdo de agente desnaturante
para aquelas proteinas que demonstraram ser iesal(@ontudo, ndo obtivemos éxito na
purificacdo dessas proteinas. Entre os problemaseqtados nas purificacdes estdo: a baixa
interacdo com a matriz carregada com niquel, levangerda proteica no eluato (material ndo
adsorvido), o alto percentual de contaminantes congpleta precipitacdo proteica durante e
apos o processo de purificacdo. Assim sendo, gyosses o estudo com as 10 proteinas que

conseguimos purificar com éxito.
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Anexo 12:Presenca dos genes em amostraStoptococcus mitis, Streptococcus oralis e Stogmicus pseudopneumoniae

Gene em S. mitis S. oralis S. mitisB6 S mitis . S. oralisUos S oralis S. pseudopneumoniae S. pseu_dopneumoniae
SPN 5617/00 ATCC 49456 ATCC 10557 projeto WGS projeto WGS 1IS7493 projeto WGS
Gene amplificado por PCR Presenca de proteinas identificadas por “blastp”
(este estudo) (60% de identidade e 70% de “overlap” para o primeio HSP)
00062 sim sim sim sim sim sim sim sim
00265 nao nao sim sim sim sim sim sim
00271 sim nao sim sim nao sim sim sim
00589 sim sim sim sim sim sim sim sim
00962 nao sim sim sim sim sim sim sim
01065 sim sim sim sim sim sim sim sim
01195 sim sim sim sim sim sim sim sim
01909 sim sim sim sim sim sim sim sim
01929 nao nao sim sim nao nao sim sim
01967 sim sim sim sim sim sim sim sim
02009 sim sim sim sim sim sim sim sim
02072 sim sim nao sim nao sim sim sim
02232 sim nao sim sim nao nao sim sim
00333 sim sim sim sim sim sim sim sim
00080 nao nao sim sim sim sim sim sim
00397 nao nao sim sim sim sim sim sim
00787 sim nao sim sim sim sim sim sim

WGS - “Whole Shotgun Genomes”
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Os genomas d8. mitis S. oralis S. pseudopneumoniaes. pasteurianudisponiveis
no “GenBank” utilizados para verificarmos a presedags proteinas de pneumococos foram:

Numero de
Genoma .
proteinas anotadas
S. pasteurianudTCC 43144 NC_015600 1.869
S. pseudopneumo@dS7493 NC_015875 2.230
S. pseudopneumonidZ AICS00000000 2.113
S. pseudopneumonidZ AJKE00000000 2.154
S. mitisB6 NC_013853 2.004
S. mitisNZ_AEDT00000000 1.757
S. mitisNZ_AEDUO00000000 1.893
S. mitisNZ_AEDV00000000 1.871
S. mitisNZ_AEDX00000000 1.636
S. mitisNZ_AEENO00000000 1.793
S. mitisNZ_AFQT00000000 2.003
S. mitisNZ_AFQV00000000 1.854
S. mitisNZ_AFUB00000000 2.006
S. mitisNZ_AFUF00000000 1.850
S. mitisNZ_AFUO00000000 1.861
S. mitisNZ_AICR00000000 1.910
S. mitisNZ_AICU00000000 1.937
S. mitisNZ_AJJL0O0000000 1.908
S. mitisNZ_ALCH00000000 1.678
S. oralisNZ_ADMV00000000 1.847
S. oralisNZ_AEDWO00000000 1.793
S. oralisNZ_AFNMO00000000 2.005
S. oralisNZ_AFUU00000000 2.022
S. oralisNZ_AICT00000000 1.763
S. oralisNZ_AJKP00000000 1.925
S. oralisNZ_AJKO00000000 1.879
S. oralisNZ_ALJN0O0000000 2.007
S. oralisNZ_AJKQO00000000 1.895

S. oralisUo5 NC_015291 1.907
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Anexo 13:Arvores filogenéticas

Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentossel@séncias de nucleotideos dos
genes.

Para as andlises filogenéticas baseadas na masdrmasimilhnanca foram utilizados
todos os sitios alinhados com o algoritmo MUSCLEBtdedo programa MEGA 5.2. As
arvores filogenéticas foram construidas utilizandmodelo Tamura-Nei. Para avaliarmos a
confiabilidade dos ramos foram geradas 100 replcate “bootstrap”. SPN, sequéncias
génicas de amostras 8e pneumoniadisponiveis no “GenBank”; SP, sequéncias génieas d
amostras de origem clinica 8e pneumoniageste estudo).
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Figura 1: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhameni@s skquéncias de
nucleotideos dos gen89062e 00265mostrando a relacdo filogenética entre as amod&as
S. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 2: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamersossiequéncias de
nucleotideos dos gen88271e 00589mostrando a relagéo filogenética entre as amodeas
S. pneumoniaés. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 3: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas skquéncias de
nucleotideos dos gen88962e 01065mostrando a relagéo filogenética entre as amodeas

S. pneumoniaés. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 4: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas equéncias de
nucleotideos dos gen4195e 01909mostrando a relacdo filogenética entre as amod&as
S. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 5: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhament@s ehuéncias de
nucleotideos dos gen84929e 01967mostrando a relacdo filogenética entre as amod&as
S. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 6: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhaments skquéncias de
nucleotideos dos gen82009e 02072mostrando a relagéo filogenética entre as amodeas
S. pneumoniaés. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 7: Arvore filogenética baseada no alinhamento dasé&wegas de nucleotideos
do gendd2232mostrando a relacéo filogenética entre as amodé&r8s pneumoniges. oralis,
S. mitise S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentosseaséncias aminoacidicas das
proteinas.

Para as analises filogenéticas utilizamos o progrdnicGA 5.2” empregando a analise
filogenética de maxima verossimilhanga. As arvofésgenéticas foram construidas
utilizando o modelo Jones-Taylor-Thornton. Paralianaos a confiabilidade dos ramos
foram geradas 100 replicatas de “bootstrap”. SeYué&ncias de aminoacidos de amostras de
S. pneumoniaglisponiveis no “GenBank”; SP, sequéncias de amidoa de amostras de
origem clinica dé&. pneumoniageste estudo).
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Figura 1: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentss sg@uéncias de
aminoacidos das proteinas 00062 e 0026Strando a relacédo filogenética entre as amostras
deS. pneumoniaes. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 2: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas s#gjuéncias de
aminoacidos das proteinas 00271 e 00589 mostranelagiio filogenética entre as amostras
deS. pneumoniaés. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.

183



00962

01065

S8 SPNAJS (3)
SN S23A

STF 5238

S7C — STF

S6C —54

568 SPN AP200 (11A)

861 «{SH

85 S8

S41 | 5PN G54 (19F)

54 S§23F

s34 d2| | SPN Taiwan19F-14 (19F)

5358 SPN TCHB431/19A (18A)

S3 SPN ST556

S23F S17F

5238 SPN gamPNIO373

S23A S5

520 | E{85 617/00

S19F Tpg| 'SPN 70585 (5)

S19A SPN034183 (3)

S18C SPN OXC141 (3)

$18B 61| SPN994039 (3)

S14 SPN394038 (3)

S12F SPN Hungary19A-6 (194)

s S10A

S10A — S. pseudopneumoniae 157493
S1 S12F

SPN994038 (3)
SPN394033 (3)
SPN gamPNI0373
SPNAdS (3)

SPN ST556

SPN 670-68 (68)
SPN AP200 (114)
SPN INV200 (14)

SPN ATCC 700669 (23F)

SPN OXC141 (3) SPN D39 (2)
SPN034156 (3) SPN RS (2)
SPN034183 (3) s188
SPN033038 (1) s18C
SPN032672 (1) 520
SPN INVA04 (1) 568
SPN TCHB431/19A (19A) S6C

. SPNRE (2) s7C
SPN Taiwan19F-14, (19F) SIN

SPN P1031 (1)
SPN JJA (14)
SPN 70585 (5)

1l SPN JUA (14)
30| | SPN CGSP14 [14)
SPH INV200 (14)

SPN ATCC 700663 (23F) S14
SPN G54 (19F) S19A
SPN TIGR4 (4) 5358

SPN CGSP14 (14)
SPN D33 (2)

SPN Hungary19A-6 (19A)
SV

SPN 670-68 (68)

S. oralis Uos
SPN INV104 (1)
SPN032672 (1)
SPN033038 (1)

51

S19F

85 617/00
S16F
_51{317?: L SPN P1031 (1)
s 157493 SPN034156 (3)
5. mitis B6 97183
L5 oralis Uos S. mitis B6
e ! 001

Figura 3: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas s#mjuéncias de
aminoacidos das proteinas 00962 e 01065 mostranglagiio filogenética entre as amostras
deS. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 4: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas s#mjuéncias de
aminoacidos das proteinas 01195 e 01909 mostranglagiio filogenética entre as amostras
deS. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 5: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas s#gjuéncias de
aminoacidos das proteinas 01929 e 01967 mostranelagio filogenética entre as amostras
deS. pneumoniaés. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 6: Arvores filogenéticas baseadas nos alinhamentas s#mjuéncias de
aminoacidos das proteinas 02009 e 02072 mostranglagio filogenética entre as amostras
deS. pneumoniges. oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Figura 7: Arvore filogenética baseada no alinhamento daséegias de aminoacidos
da proteina 02232 mostrando a relacéo filogenéintee as amostras & pneumoniges.
oralis, S. mitie S. pseudopneumoniagaminadas neste estudo.
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Anexo 14: Padrbes de tamanho e peso molecular
No presente trabalho foi utilizado o padrédo de tamamolecular (para DNA) “1 Kb

DNA ladder” (Life Technologies) na quantidade deulQ correspondendo a concentracéo de
0,5ug de DNA. Os padrdes de peso molecular (para padteitilizados foram “Bench Mark
Prestained Protein Ladder” e o “Bench Mark Proteadder” (Life Technologigs na

quantidade de 1fL cada.
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