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RREESSUUMMOO    

 

Enterococcus spp. são bactérias Gram-positivas presentes em diversos ambientes e 

que tem emergido como causadores de infecções nosocomiais graves. Têm sido identificados 

em diferentes espécies genes envolvidos na sua virulência, entre eles os operões fsr e gelE-

sprE. A expressão do operão gelE-sprE é regulada pelo operão fsr via “quorum sensing” 

envolvendo o péptido GBAP. Recentes estudos mostraram a existência de estirpes com todos 

os genes destes operões mas sem a capacidade de degradar a gelatina em meio sólido (teste da 

gelatinase). O objectivo deste trabalho foi o estudo desta incongruência. 

A presença dos genes dos referidos operões e a actividade da gelatinase foram 

estudados em E. faecalis (LN68, LN66, QSE125 e QA29b), E. durans (QN8, QSE15 e LSE4) 

e E. faecium (QSE32). Apesar de todas as estirpes apresentarem todos os genes dos operões 

somente duas estirpes, QSE32 e QA29b, apresentaram fenótipo gelatinase positivo. Os 

operões fsr e gelE-sprE foram sequênciados nas estirpes QSE32 e LN68 e as sequências 

comparadas com a sequência da estirpe V583. Identificaram-se diferentes mutações, 

destacando-se na estirpe QSE32 uma mutação que conduz à produção de GBAP com uma 

estrutura diferente e, na estirpe LN68, uma mutação responsável pela síntese da histidina 

cinase FsrC truncada afectando o domínio HAtpase. 

O possível efeito das mutações encontradas foi também analisado sobre o 

processamento dos transcritos primários produzidos por estes operões nas estirpes QSE32 e 

LN68. Os resultados preliminares obtidos parecem indicar um processamento dos transcritos 

fsrA e fsrBDC nas estirpes QSE32 e LN68 distinto do observado na estirpe V583. 

A virulência das estirpes E. faecalis LN68 e QA29b, E. durans LSE4 e E. faecium 

QSE32, foi estudada nos modelos C. elegans e G. mellonella, verificando-se que as espécies 
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E. faecium e E. durans são menos virulentas que E. faecalis e não foi encontrada correlação 

entre a virulência e o fenótipo gelatinase. 

 

Palavras-chave: Enterococcus; fsr; GBAP; Gelatinase; virulência. 
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AABBSSTTRRAACCTT  

  

Enterococcus spp. are Gram Positive bacteria found in diverse environments and 

which have emerged as the cause of serious nosocomial infections. Genes involved in its 

virulence, in particular fsr and gelE-sprE operons, have been detected in different species. 

The expression of gelE-sprE operon is regulated by the fsr operon in a quorum sensing way 

involving the GBAP peptide. Recent studies have shown the existence of strains with all 

genes of those operons, but without the ability to degradate gelatinase in solid medium 

(gelatinase test). The objective of this work was the study of this incongruity.  

 The presence of the genes of those operons and the gelatinase activity were screened 

in E. faecalis (LN68, LN66, QSE125 and QA29b), E. durans (QN8, QSE15 and LSE4) and 

E. faecium (QSE32) strains. All strains had all genes, but only two, QSE32 and QA29b were, 

able to degrade gelatinase. The fsr and gelE-sprE operons were sequenced in the strains 

QSE32 and LN68 and compared with the sequence of E. faecalis V583 strain. Different 

mutations were identified, of which we highlight, in QSE32 strain, one mutation leading to 

the production of GBAP with a different structure and, in LN68 strain, one responsible for a 

truncated histidine kinase FsrC affecting the HAtpase domain.  

 The possible effects of the mutations were also analyzed on the processing of the 

primary transcripts produced by those operons from QSE32 and LN68 strains. Preliminary 

results suggest that the processing of fsrA and fsrBDC transcripts in these strains is distinct of 

that of V583 strain. 

 The virulence of E. faecalis LN68 and QA29b, E. durans LSE4 and E. faecium 

QSE32 strains was studied in C.elegans and G. mellonella animal models. The species 
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E. faecium and E. durans were less virulent than E. faecalis and no correlation between the 

gelatinase phenotype and virulence was found in these species. 

 

Keys - words: Enterococcus; fsr; GBAP; Gelatinase; Virulence. 
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CCAAPPIITTUULLOO  11..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  GGEERRAALL  EE  OOBBJJEECCTTIIVVOOSS    

 

1.1 Historial 

 

O nome “entérocoque” foi utilizado pela primeira vez por Thiercelin em 1899 para 

nomear uma nova espécie de diplococcus gram-positivos encontrados no tracto intestinal 

humano 117. No mesmo ano, MacCallum e Hastings descreveram um caso de endocardite 

provocado por um microrganismo a que chamaram Micrococcus zymogenes 71. 

Posteriormente, foi sugerido que esse microrganismo fosse um enterococo hemolítico. Em 

1906, Andrewes e Horder chamaram-lhe Streptococcus faecalis (faecalis devido a ter sido 

isolado das fezes) 2. Durante a década seguinte, vários autores analisaram isolados de S. 

faecalis, e em 1919 Orla-Jensen e colaboradores descreveram as espécies S. glycerinaceus e 

S. faecium como sendo filogeneticamente próximas de S. faecalis 91. 

Sherman, em 1937, desenvolveu um esquema de classificação no qual os streptococos 

eram divididos em quatro grupos: “enterococos”, “lácticos”, “viridans” e “piogénicos” 106. 

Aproximadamente quatro décadas depois da designação da espécie Streptococcus faecalis, 

Kalina propôs a sua substituição por Enterococcus faecalis, bem como a da espécie 

S. faecium, proposta por Orla-Jensen em 1919, para Enterococcus faecium 58. O 

género Streptococcus manteve-se para designar um grupo distinto de bactérias. Somente em 

1984, Schleifer e Kilpper-Balz utilizando técnicas moleculares de hibridação DNA-DNA e 

DNA-rRNA, demonstraram que as espécies S. faecalis e S. faecium pertenciam a um género 

distinto do género Streptococcus 101 e foram incluídas neste género cerca de vinte espécies 101. 

Actualmente o género Enterococcus inclui 38 espécies, nomeadamente, E. avium, E. asini, 

E. aquimarinus, E. cecorum, E. canis, E. columbae, E. caccae, E. canintestini, 
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E. casseliflavus, E. durans, E. díspar, E. devriesei, E. flavescens, E. gallinarum, E. gilvus, 

E. hirae, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. italicus, E. mundtii, E. moraviensis, 

E. malodoratus, E. faecalis, E. faecium, E. pallens, E. phoeniculicola, E. porcinus, 

E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. solitarius, E. sacharolyticus, E. sulfureus, 

E. silesiacus, E. saccharominimus, E. seriolicida, E. termitis e E. villorum 45. 

 

1.2 Características do género Enterococcus 

 

Os enterococcus são bactérias lácticas Gram-positivas, com forma circular (cocos) que 

se podem apresentar isolados, aos pares ou em pequenas cadeias. São anaeróbios facultativos 

e a sua temperatura óptima de crescimento situa-se entre os 35 e os 37ºC, podendo também 

crescer entre os 10 e os 45ºC. Os enterococos crescem em meios com elevada concentração 

salina, tais como, 6,5 % de NaCl, com elevados valores de pH, tais como, pH 9,6, e 

hidrolizam a esculina em presença de 40% de sais biliares 25, 79. Alguns são móveis e poucos 

produzem pigmentos. No que respeita à reacção catalase são negativos, embora alguns 

possuam pseudocatalases 25, 79. Exceptuando E. faecalis, todas as outras espécies possuem 

paredes celulares com o mesmo tipo de peptidoglicano, com lisina-asparagina. São 

quimiotróficos e quase todas as espécies são homofermentativas, sendo o ácido láctico o 

produto final da via glicolítica. A maioria das espécies produz um antigénio específico, o 

ácido teicóico, associado á parede celular, que é identificado como antigénio do grupo D dos 

Streptococcus 25, 79. 

A identificação do género Enterococcus através de testes fisiológicos foi sempre 

difícil devido à sua considerável diversidade fenotípica 90. Por outro lado, a sua identificação 

por testes convencionais requer tempos de incubação longos 90. Os métodos de identificação 
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genotípica, utilizando os genes dos RNAs ribossomais 16 e 23S, são mais exactos pois 

permitem a identificação do género, mas, por sua vez, não permitem diferenciar espécies (por 

exemplo, E. gallinarium e E. casseliflavus apresentam 99,8% de homologia no gene do RNA 

ribossomal 16S) 1, 90. Neste contexto, métodos alternativos têm sido desenvolvidos, tais como, 

a amplificação de genes específicos, como por exemplo ddl (gene que codifica para a proteína 

D-alanina-D-alanina ligase), genes do operão van (genes relacionados com a resistência à 

vancomicina), sodA (gene que codifica a proteína superóxido dismutase dependente do 

manganês) 20, 52, 60, 81, 100. Existem igualmente testes disponíveis comercialmente, como por 

exemplo, o API 20S, API Rapid ID 32, Vitek system, MicroScan gram positive identificacion 

panel, Crystal gram positive e Crystal Rapid gram positive kits 19, 25. 

Os enterococos crescem em ambientes muito distintos, tais como, solo, alimentos, 

águas, areias, animais e humanos. Nos humanos, tal como nos animais, existem nos tractos 

gastrointestinais e genitourinário 25. A espécie E. faecalis é a mais frequentemente isolada do 

tracto gastrointestinal humano, seguida de E. faecium 25, 35. Este género de bactérias pode ser 

encontrado no leite e nos queijos, pois, como referido anteriormente, têm a capacidade de 

sobreviver em meios com características físico-químicas muito distintas, tais como, valores de 

pH, temperatura e salinidade extremos 27, 29, 35. A sua presença nos queijos tradicionais poderá 

ser positiva, segundo alguns autores, pois parecem ter um papel importante na maturação dos 

mesmos - podendo isto estar relacionado com uma das suas características essenciais, a sua 

capacidade de hidrolisar os triglicéridos do leite libertando ácidos gordos voláteis. Os 

enterococos, também têm a capacidade de produzir enzimas proteolíticas endo e exocelulares, 

importantes no desenvolvimento do sabor e aroma 27, 35, 90. Adicionalmente, espécies como E. 

faecalis e E. faecium produzem uma variedade de bacteriocinas que poderão ser usadas para 

combater outras espécies bacterianas como por exemplo Listeria monocytogenes, 
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Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens e Vibrio cholerae 27, 

35. Estas espécies de enterococos também parecem ser importantes no processamento das 

carnes, nomeadamente chouriços e salsichas 29. Todavia, a presença destas bactérias durante a 

maturação de alimentos poderá ter aspectos negativos, como por exemplo, poderem produzir 

aminas biogénicas. Esta característica já foi detectada em algumas espécies de Enterococcus 

encontrados em queijos e chouriços fermentados90. 

Devido à sua natureza comensal, os enterococos também são utilizados na produção de 

produtos probióticos para humanos e animais 27, 29, 114. Estes podem ser usados na produção de 

iogurtes, leites fermentados e não fermentados e produtos farmacêuticas, podendo apresentar 

aspectos benéficos para a saúde humana 27. Como evidenciado por tudo o que foi dito, existe 

controvérsia acerca da sua utilização na maturação dos alimentos. A sua capacidade de 

transferirem resistências microbianas e factores de virulência para outras espécies bacterianas 

existentes no homem é um dos factores mais preponderantes na argumentação contra a 

presença destas bactérias nos alimentos 28. 

 

1.3 Patogenese em Enterococcus 

 

 Os Enterococcus têm emergido como causa de um número crescente de infecções 

nosocomiais graves, incluindo bacteremia, infecções intrabdominais, endocardites, infecções 

do sistema nervoso central e do tracto urinário 27, 116. Estas bactérias, são nos Estados Unidos 

da América a terceira causa nosocomial de bacteremias, e, na Europa, a quarta causa 

nosocomial 46, 120. 

Apesar de várias espécies de Enterococcus terem sido identificadas como causadoras 

de infecções humanas, existem duas espécies que prevalecem nas infecções, nomeadamente 
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E. faecalis e E. faecium 11, 96. Entre estas, E. faecalis é a espécie predominante, sendo 

responsável por 85 a 90% das infecções clínicas, enquanto que E. faecium é apenas 

responsável por 5 a 10 % 11, 90, 96. Estudos recentes têm demonstrado que as infecções 

provocadas por E. faecium têm vindo a aumentar e que esse aumento está relacionado com a 

acumulação de resistências a antibióticos nesta espécie 7, 11, 118. As espécies E. gallinarum, 

E. casseliflavus, E. durans, E. avium e E. raffinosis, têm também sido encontradas, mas são 

apenas responsáveis por 5% dos casos identificados 74, 90. Todavia, as estirpes de enterococos 

isoladas do meio clínico têm sido maioritariamente de indivíduos internados em unidades de 

cuidados intensivos, no fim de doença prolongada ou com sistema imunitário debilitado, pelo 

que são designados por patogénicos oportunistas 90. Assim, os enterococos, por serem 

patogénicos nosocomiais, têm um impacto directo e significante na economia, devido a 

implicarem o prolongamento das estadias hospitalares e a requerem tratamentos terapêuticos 

adicionais 119. 

 

1.3.1 Resistência a antibióticos 

 

 O aparecimento de resistências a antibióticos é uma consequência do uso clínico de 

drogas antimicrobianas. Inicialmente, este problema foi resolvido através da descoberta de 

novas classes de antibióticos, como os aminoglicósidos, macrólidos e glicopéptidos, bem 

como pela modificação química de antimicrobianos previamente existentes. Contudo, parece 

não haver certezas de que o desenvolvimento de novos fármacos antibacterianos acompanhe a 

capacidade das bactérias desenvolverem resistência a um determinado composto 36. 

Entre os mecanismos de resistência conhecidos, contam-se a inactivação enzimática 

do antibiótico (exemplo, as β-lactamases), eliminação dos locais de entrada de antibióticos 
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(exemplo, as proteínas de ligação à penicilina), modificação do alvo (exemplo, mutações que 

conduzam a uma alteração da sequência de aminoácidos) e mecanismos de exportação de 

antibióticos antes de estes encontrarem o seu alvo 13. 

O uso de antibióticos promoveu a colonização e infecção por enterococos com 

resistências variadas, MDR (“Multi-Drug Resistance”). A razão para a emergência da MDR 

em enterococos deve-se à resistência intrínseca a vários agentes antimicrobianos e à 

resistência adquirida através da aquisição de genes de resistência associados a elementos 

móveis, como por exemplo, plasmídeos e transposões 79. Relativamente ao primeiro ponto, 

existem algumas bactérias que devido a não terem o local alvo para o antibiótico ou a este não 

conseguir chegar ao seu local alvo, estas adquirem resistência, como por exemplo, os 

antibióticos β-lactâmicos e cefaloesporinas 36. No que se refere à resistência adquirida existe o 

exemplo da tetraciclina, cloranfenicol, aminoglicósidos e glicopéptidos 79. 

 No entanto, nos enterococos a fonte de resistência a antibióticos não se confina aos 

meios hospitalares. A própria comunidade consumidora de antibióticos, as águas de esgotos, a 

utilização de antibióticos na agricultura, tanto como promotores de crescimento como no 

tratamento de animais, constituirem fontes e reservatórios de genes de resistência a 

antibióticos 15, 67. Pelo seu impacto clínico, a resistência a antibióticos de E. faecalis e 

E. faecium tem sido mais estudada. As suas características genéticas conferem tolerância a 

baixas concentrações de várias classes de antibióticos, incluindo amininoglicosídeos, beta-

lactâmicos (terceira geração das cefalosporinas) e quinolonas 90. Em particular, estirpes 

clínicas de E. faecium são resistentes a altas concentrações de penicilina 57. Adicionalmente 

tem sido demonstrado que E. faecium pode também adquirir determinantes genéticos que 

conferem resistência a várias classes de antibióticos, nomeadamente a glicopéptidos 

(vancomicina e teicoplanina), e produzem efeitos sinergéticos com beta-lactâmicos e 
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aminoglicosídeos 22. Ao longo dos anos, utilizou-se gentamicina para o tratamento de 

endocardites, mas, com o aumento de resistência a este antibiótico, começou-se a utilizar a 

vancomicina 97. 

A resistência dos Enterococcus aos antibióticos da classe dos glicopétidos deve-se à 

síntese de precursores modificados da parede celular que apresentam uma afinidade diminuída 

para a vancomicina e teicoplanina. A alteração do precursor do peptidoglicano de 

D-Ala-D-Ala para D-Ala-D-Lac (D-alanina-D-lactato) não parece ter qualquer efeito sobre a 

rigidez dos peptidoglicanos ou na sua capacidade para formar ligações cruzadas, mas diminui 

a afinidade da vancomicina 4, 16. Durante a última década houve um aumento da resistência à 

vancomicina em enterococos (“vancomycin-resistant enterococci” (VRE)) constituindo uma 

das maiores preocupações 97. Este antibiótico tem sido utilizado como último recurso no 

combate a casos de resistências múltiplas observadas em enterococos 10, 51.  

A estirpe E. faecalis V583 foi isolada pela primeira vez nos EUA como VRE. Esta 

estirpe tem sido caracterizada e é a única estirpe totalmente sequênciada 44. Neste momento a 

sequênciação do genoma de E. faecium D.O. encontra-se no final das anotações e a sequência 

do genoma de E. faecalis OG1RF acabou de ser publicada, mas não está ainda disponível 44.  

 

1.3.2 Virulência de Enterococcus  

 

A associação entre Enterococcus e virulência está inteiramente relacionada com a 

identificação destas bactérias 71. Em 1899, MacCallum e Hastings descreveram um caso fatal 

de endocardite no Hospital Johns Hopkins causado pelo organismo Micrococcus zymogenes. 

Neste caso, a bactéria expressava actividade hemolítica e actividade gelatinase 71. Desde então 

a virulência destas bactérias tem sido alvo de numerosos estudos. Alguns destes estudos têm 
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sido efectuados no sentido de identificação de genes com uma função na virulência de 

enterococos, nomeados por factores de virulência. Têm sido identificados factores de 

virulência relacionados com a aderência às células dos hospedeiros, a matrizes de proteínas 

extracelulares, a resistência a macrófagos, a deterioração das células e tecidos e à evasão ao 

sistema imunitário 34, 115. Uma questão interessante relacionada com a identificação de genes 

envolvidos na virulência de Enterococcus prende-se com a observação de que alguns desses 

genes estarem disseminados tanto em estirpes de origem clínica como alimentar 28, 65, 102.  

Embora tenham sido identificados diversos genes envolvidos na virulência de 

Enterococcus, a regulação da sua expressão tem sido pouco estudada. Existem dois estudos 

que mostram variações nos níveis dos transcritos correspondentes a diversos factores de 

virulência, variações que dependem do ponto da curva de crescimento, do ambiente e da 

origem do isolado 42, 105.  

Nos últimos anos tem sido demonstrado que as células bacterianas regulam também a 

expressão dos seus genes como resultado da sua interacção com outras células bacterianas da 

mesma espécie ou de espécies distintas (quase como um organismo multicelular). Este 

mecanismo é denominado de “Quorum Sensing” (QS). Assim, as bactérias controlam a 

expressão génica em resposta à densidade celular 5, 73, 113. Estes sistemas QS têm sido 

encontrados tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas. 

Os mecanismos de QS são caracterizados pela libertação pelas células de pequenas 

moléculas que actuam como um sinal químico, designadas por “autoinducers” (AIs) 63. Estas 

moléculas ao acumularem-se no meio extracelular e quando o “quórum” é atingido, as células 

respondem com uma série de mecanismos que passam normalmente pela activação 

transcricional de um conjunto de genes, incluindo genes envolvidos na virulência 30, 63. 
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Entre as bactérias Gram-negativas, Vibrio harveyi tem sido extensivamente usado 

como organismo modelo no estudo de mecanismos de “quorum sensing”. Estas bactérias 

possuem dois sistemas de QS que controlam a expressão da bioluminescência (lux) 

(dependente da densidade celular) 113. Estes são caracterizados pela produção e libertação de 

uma molécula sinal (AI), “homoserine lactones”, que é acumulada no meio extracelular até a 

densidade celular atingir um determinado valor 41, 113.  

Em bactérias Gram-positivas têm sido caracterizados sistemas de QS em que os 

péptidos (AI) apresentam diferentes estruturas 41. Estes sistemas de QS, ao contrário dos 

encontrados em bactérias Gram-negativas, normalmente, ligam os AIs a uma proteína 

localizada na membrana que faz parte de um sistema de dois componentes 70. Esta, por sua 

vez, activa uma resposta intracelular envolvendo uma cascata de fosforilações e/ou 

desfosforilações, cuja resposta final é a expressão de um gene regulador que controla a 

expressão de um ou mais genes (figura 1) 70. 

 

 

                           

 

 
 
Figura 1 – Esquema comparativo de QS em bactérias Gram positivas (A) e negativas (B). (A) A ligação de um péptido (assinalado a 
verde) a um receptor da histidina cinase (RHKs) (assinalada a vermelho) activa as fosforilações ou desfosforilações, e, por sua vez, activa a 
resposta reguladora (RR), resultando no controlo da expressão de um ou mais genes. (B) Pequenas moléculas (“homoserine lactones”) 
(assinaladas a azul) difundem-se do meio extra para o intracelular ligando-se ao regulador (R), estabilizando-o e desencadeando a expressão 
dos genes respectivos 70.  
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Um exemplo de QS bem caracterizado em bactérias Gram-positivas é o sistema agr 

(“accessory gene regulator”) em Staphylococcus aureus. Este sistema é composto por quatro 

genes estruturais, designados por agrA-D 33, 88. AgrB é uma proteína membranar envolvida no 

processamento do pró-peptido AgrD (que codifica o AIP - autoinducer peptide), resultando na 

excreção de AIP maduro de aproximadamente 8 resíduos de aminoácidos (figura 2) 33, 55, 56, 70, 

99, 121. A proteína AgrC é uma histidina cinase que, ao ligar-se ao AIP, fosforila o regulador 

transcricional AgrA, o qual vai activar os promotores P2 e P3 originando os transcritos 

RNAII e RNAIII, respectivamente 62, 66 (figura 2). O transcrito RNAIII é um RNA regulador, 

podendo também codificar uma delta toxina (gene hld) (figura 2). A concentracção de delta 

toxina é elevada no final da fase exponencial e a sua síntese é controlada positivamente pelo 

sistema agr e pela extremidade 5´ do RNAIII 54, 78, 89. Diversos estudos têm demonstrado que 

o sistema agr está envolvido na formação de biofilmes e virulência em Staphyolococcus sp 63.  

 

 

 
Figura 2 – Esquema do funcionamento do sistema de QS agr em Sthaphylococcus sp. Este esquema foi adaptado de Kong et al. (2006). 
A proteína AgrB localizada na membrana está envolvida na maturação e exportação do péptido AIP. Quando se atinge uma determinada 
concentração de células e consequentemente de AIP, este péptido liga-se à proteína AgrC que promove a fosforilação do AgrA, que por sua 
vez activa os promotores P2 e P3, originando os transcritos RNAII e RNAIII 63. 
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O RNAIII é um RNA regulador de 514 nucleótidos cuja estrutura secundária é 

constituída por 14 domínios 6 e está envolvido na regulação da expressão de vários genes, 

inclusivé genes envolvidos na virulência de S. aureus 8, 32, 50. 

 

1.3.2.1 Sistema QS em E. faecalis - fsr  

 

Em 2000, Qin et al. identificou um sistema de QS em E. faecalis OG1RF homólogo ao 

sistema agr descrito anteriormente, que designou por fsr (E. faecalis regulator) 95. Este 

sistema é constituído por 4 genes, nomeadamente fsrA, fsrB, fsrD e fsrC, localizados a 

montante dos genes gelE e sprE, que codificam duas proteases extracelulares(figura 3)84, 95, 94. 

O gene fsrA transcrito a partir do promotor Pa, codifica o regulador que vai actuar nos 

promotores Pb (responsável pela transcrição dos genes fsrB, fsrD e fsrC) e Pe (responsável 

pela transcrição dos genes gelE e sprE) (figura 3) 95, 94. O gene fsrB codifica a proteína FsrB, 

possivelmente envolvida no processamento da proteína FsrD (codificada pelo gene fsrD) 

também denominada por GBAP (“Gelatinase Biosynthesis Activating Pheromone”) 84, 95, 94. O 

gene fsrC codifica uma histidina cinase transmembranar, que ao ligar-se à GBAP extracelular, 

fosforila a proteína FsrA, tendo sido sugerido que esta activação se efectue através de uma 

molécula intermediária ainda não identificada (molécula X da figura 4) os promotores Pb e Pe 

(figura 4) 34, 95, 94.  

 

 

 

 
 
Figura 3 – Organização geenómica dos operões fsr e gelE-sprE em E. faecalis. Apresentação dos genes fsrA e fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE, 
respectivos promotores Pe, Pb e Pa, e tamanho. Os genes dos operões fsr e gelE-sprE encontram-se na cadeia 3´-5´.Os “harpins” localizados 
a jusante do gene fsrA, fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE representam os terminadores transcripcionais ( ). 



Capítulo 1.Introdução Geral e Objectivos 

 

13 
 

 

 
 
Figura 4 - Esquema representativo do mecanismo proposto para a activação transcricional do operão fsr e respectivo efeito na 
síntese de gelatinase e protease sérica em E. faecalis. Este esquema é adaptado (com actualizações) de Gilmore, et al. (2002). Neste 
modelo, a GBAP é sintetizada sob a forma de uma molécula precursora (GBAP* vermelha) através do fsrD, e processada pela proteína FsrB 
originando a GBAP madura (GBAP verde). Esta, ao ser secretada para o meio extracelular e depois de atingir uma determinada 
concentração, interage com a histidina cinase (FsrC), que fosforila o regulador (FsrA) que por sua vez regula os promotores Pb e Pe. Gilmore 
et al. (2002) propõe a existência de uma molécula X para a regulação dos promotores Pb e Pe 34.  

 

A GBAP é um péptido de 11 resíduos de aminoácidos com um anel lactona entre o 

grupo α-carboxil da metionina C-terminal e o grupo hidroxil da serina localizada na terceira 

posição 83 (figura 5). A sequência de resíduos de aminoácidos corresponde à extremidade 

C-terminal da proteína FsrB 82. 

 

 

 
Figura 5 – Estrutura da GBAP (“Gelatinase Biosynthesis Activating Pheromone”) 82. 
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Em 2006, Nakayama et al. identificaram o gene fsrD que codifica o pró-pétido 

GBAP´, o qual tem 53 resíduos de aminoácidos (ver GBAP´ da figura 5)84. Em analogia com 

o sistema agr em que a AgrB está envolvida no processamento e transporte da AgrD, a 

GBAP´ poderá ser processada pela proteína FsrB, resultando na GBAP madura 84 (figura 5). 

Após este processamento, a GBAP é transportada para fora da célula, através de um 

mecanismo desconhecido. Esta acumula-se no meio extracelular até atingir uma determinada 

concentração máxima (final da fase estacionária) o que desencadeia a activação transcricional 

dos operões fsrB-fsrD-fsrC e gelE-sprE através do sistema de dois componentes FsrC/FsrA 

(figura 4). Nakayama et al. mediram a actividade da GBAP e da gelatinase ao longo da curva 

de crescimento e observaram que ambas tinham o seu máximo no início da fase estacionária 

82. Recentemente a GBAP têm vindo a ser alvo de estudo para o desenvolvimento de um novo 

antibiótico de forma a atenuar a virulência associada a E. faecalis 86.  

 

1.3.2.1.1 Proteinase Sérica, Gelatinase e Sistema fsr 

 

Tal como o sistema agr de S. aureus, o sistema fsr está relacionado com a virulência 

de E. faecalis. Estão identificados dois genes que são regulados por este sistema, 

nomeadamente o gelE (gelatinase) e sprE (protease sérica). Estas duas proteases tem sido alvo 

de diversos estudos, no entanto, a gelatinase tem sido mais intensamente estudada.  

A protease sérica tem uma similaridade elevada com as glutamil-endopeptidases de 

Staphylococcus, no entanto, não foi ainda caracterizada e purificada 61. Estudos efectuados 

indicam que esta protease tem a mesma importância na formação de biofilmes que a 

gelatinase 61, 76. 
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A gelatinase foi referenciada pela primeira vez em 1975 por Gold et al. que sugeriram 

a existência de uma protease em E. faecalis OG1-10 responsável pela hidrólise da gelatina 

oral humana, sugerindo que se tratava de um factor de virulência 37. Esta proteína é uma 

endopeptidase extracelular (metaloendopeptidase II, proteinase microbial, EC 3.4.24.4) capaz 

de hidrolisar numerosos substratos, incluindo a gelatina, colagénio, caseína, hemoglobina e 

outros pequenos péptidos bioactivos 72. A gelatinase produzida pela estirpe  

E. faecalis OG1-10 (isolado de via oral humana) foi isolada e caracterizada por Makinen et 

al., em 1989 72. Posteriormente o gene que codifica esta enzima foi identificado e a sua 

sequência determinada 111. Estudos recentes indicaram que esta proteína é produzida em 

estirpes clínicas de enterococos 110. Mutantes de gelatinase demonstraram que esta proteína 

tem uma forte influência na virulência em modelos de peritonites, endocardites, endoftalmites 

e na formação de biofilmes 23, 39, 64, 76, 109, 110. Por outro lado, estudos realizados em estirpes 

com origens distintas indicam que a presença dos genes fsr e da gelatinase não são 

necessários para o organismo provocar infecção, mas por sua vez, em modelos animais 

aumentam a severidade da doença 98. 

Numerosos estudos têm demonstrado que em organismos patogénicos a produção de 

biofilmes é regulada por sistemas de QS, incluindo o sistema fsr em E. faecalis 39, 76, 93. Os 

biofilmes são uma população de células ligadas irreversivelmente a superfícies bióticas ou 

abióticas, encerradas numa matriz hidratada de substâncias exopoliméricas, proteínas, 

polissacarídeos e ácidos nucleicos 12. O seu estudo em enterococos é importante porque tem 

sido observado um aumento da resistência a antibióticos por parte destas bactérias quando 

associadas em biofilmes 75. Adicionalmente, a aderência e a formação de biofilmes de  

E. faecalis e E. faecium em diferentes biomateriais, tem vindo a demonstrar uma capacidade 

de estes organismos aderirem a vários materiais médicos, facilitando a infecção 75.  
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Recentemente, foi demonstrado que estirpes deficientes nas proteínas gelatinase e 

protease sérica apresentavam uma diminuição na capacidade de produção de biofilmes 76, 95, 

109. Adicionalmente, outros estudos mostraram que a complementação de uma estirpe mutante 

fsrB e com fenótipo gelatinase negativo, com os genes fsrABC e fsrABC/gelE/sprE resulta na 

produção de gelatinase e na formação de biofilmes 39.  

Estudos epidemiológicos efectuados em estirpes clínicas de E. faecalis indicam que 

não existe relação entre a formação de biofilmes e a gelatinase, ao contrário do que os 

resultados de manipulação genética indicam 75, 77. 

Estudos efectuados em E. faecalis OG1RF têm demonstrado a importância do sistema 

fsrABC e gelatinase na virulência em diferentes modelos animais 9, 92. Em modelos de 

endoflalmites de coelhos e em Caenorhabditis elegans, foi demonstrado que mutantes dos 

genes fsrB e fsrC tem virulência mais atenuada que estirpes mutantes gelE-sprE, indicando a 

possibilidade de o sistema fsr poder regular outros genes envolvidos na virulência de 

Enterococcus 23, 80, 108. De facto, a análise transcricional comparativa entre a estirpe  

E. faecalis OG1RF e a estirpe isogénica com delecção no gene fsrB indicou que o sistema 

fsrABC regula, quer positiva quer negativamente, a expressão de vários genes entre o fim da 

fase exponencial e o início da fase estacionária 9.  

Recentemente, infecções provocadas por E. faecalis em Galleria mellonella 

demonstraram que a gelatinase produz efeitos virulentos no sistema de defesa de  

G. mellonella e no sistema complementar inerente ao soro humano, ao contrário da protease 

sérica que não produz qualquer efeito contra o sistema imunitário do insecto ou no soro 

humano 92. 
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1.3.2.2 Sistema fsr e virulência em modelos animais – C.elegans e G. mellonella 

 

 A virulência envolvida em doenças humanas provocadas por infecções bacterianas 

tem vindo a ser alvo de vários estudos. Recentemente, quatro modelos invertebrados –  

C. elegans, Drosophila melanogaster, Bombyx mori e G. mellonella – têm atraído interesse no 

seu potencial para estudos de virulência bacteriana 24, 53, 92, 104, 107. Este interesse deve-se ao 

facto destes organismos terem um sistema de defesa próximo do sistema de defesa dos 

mamíferos e, adicionalmente, os testes de virulência realizados com estes organismos serem 

menos dispendiosos que os realizados com modelos de mamíferos 31.  

Em 2001, Garsin e colaboradores demonstraram a praticabilidade de C. elegans para 

estudos de virulência envolvendo bactérias Gram-positivas, incluindo E. faecalis e E. faecium 

31. Neste estudo foi demonstrado que ambas as espécies matam os ovos das C. elegans e 

proliferam no intestino do nemátodo, mas somente a espécie E. faecalis causa infecção 

persistente e letal 31, 87. Para além deste resultado, também foi demonstrado a influência de 

outros factores de virulência, citolisina e FsrB, no aumento da mortalidade de C. elegans 31, 87. 

Em 2002, foi demonstrado que mutantes fsrA, fsrB, fsrC, gelE e sprE apresentam morte 

atenuada em C. elegans 108. Desde então o estudo da virulência de enterococos tem vindo a 

ser alargado para outros modelos animais, com por exemplo G. mellonella. A larva deste 

insecto tem um tamanho apropriado para ser injectada, ao contrário dos modelos C. elegans e 

D. melanogaster 92. Estudos efectuados com Pseudomonas aeruginosa indicam resultados 

idênticos entre G. mellonella e ratos 53. Comparando com os invertebrados referidos 

anteriormente, G. mellonella tem um sistema de defesa antimicrobiano elaborado, um sistema 

circulatório e resposta imunológica inata 53. Desta forma, o sistema imunitário da 
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G. mellonella é capaz de efectuar fagocitose, encapsular os microrganismos invasores e 

produzir pequenas proteínas antimicrobianas, chamadas “cecropins” 14, 53. Recentemente, foi 

demonstrado que ao injectar a proteína gelatinase em G. mellonella as “cecropins” eram 

degradadas pela gelatinase, tornando o insecto mais vulnerável 92.  

A análise dos resultados obtidos com os modelos C. elegans e G. mellonella foi 

efectuada recorrendo a métodos estatísticos, nomeadamente, o método “Kaplan-Meier”. Este, 

também conhecido por estimador produto limite, trata-se de um método que estima a 

sobrevivência em função do tempo de vida, tendo a vantagem de poder ser utilizado mesmo 

com dados censurados (por exemplo, perda de amostras antes do final do estudo), neste caso 

pequenas linhas verticais são apresentadas no gráfico. No caso de não ocorrer perda de dados, 

a curva Kaplan-Meier é equivalente à distribuição empírica. Para comparar diferentes curvas 

de Kaplan-Meier poderá ser utilizando o teste “long rank” (construído através de programa de 

computador) 59. 

 

1.4 Objectivos do estudo 

 

Desde a descoberta do sistema fsr e da sua implicação na virulência de E. faecalis, 

numerosos estudos têm sido efectuados com o objectivo de compreender esta correlação. 

Estes mesmos estudos têm demonstrado que, possivelmente, este sistema será tão complexo 

como o seu homólogo agr de Staphylococcus . 

Os operões fsr e gelE-sprE têm sido estudados maioritariamente em estirpes de  

E. faecalis, no entanto, estudos realizados no laboratório “Stress by Antibiotic and Virulence 

in Enterococcus” (S.A.V.E.) (IBET/ITQB) demonstraram que estes dois operões também 

estão presentes em outras espécies do género Enterococcus, nomeadamente, E. faecium e  
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E. durans 68. Este estudo demonstrou que a presença de todos os genes dos operões fsr e  

gelE-sprE não era suficiente para que o fenótipo do teste da gelatinase fosse positivo 68. 

Assim, no presente trabalho decidiu-se estudar em diferentes espécies de Enterococcus, 

nomeadamente E. faecium e E. durans, a incongruência entre a presença de todos os genes 

dos referidos operões e o resultado do teste gelatinase. E. faecalis V583 foi considerada a 

estirpe referência - estirpe cuja sequência do genoma é conhecida e acessível. 

Assim, o trabalho experimental foi dividido em três partes: 

 

 Determinação e análise das sequências dos operões fsr e gelE-sprE em estirpes com 

com todos os genes dos operões fsr e gelE-sprE e com fenótipo gelatinase negativo e 

positivo; 

 

 Estudo dos transcritos dos operões fsr e gelE-sprE ao longo da curva de crescimento; 

 

 Análise da virulência em C. elegans e G. mallonela.  
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CCAAPPÍÍTTUULLOO  22..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

2.1 Material biológico  

2.1.1 Descrição dos isolados 

2.1.2 Conservação e Crescimento 

2.1.3 Teste da actividade de gelatinase 

 

2.2 Análise de DNA 

2.2.1 Extracção de DNA cromossómico 

2.2.2 Amplificação de DNA por PCR – “Polymerase Chain Reaction” 

2.2.3 Electroforese em gel de agarose 

2.2.4 Purificação dos produtos amplificados e sequênciação 

 

2.3 Análise de RNA 

2.3.1 Extracção de RNA ao longo da curva de crescimento 

2.3.2 Análise dos RNAs extraídos 
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CCAAPPÍÍTTUULLOO  22..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

2.1 Material biológico  

 

2.1.1 Descrição dos isolados 

 As estirpes de Enterococcus utilizadas neste trabalho (espécies E. faecalis, E. faecium 

e E. durans) pertencem à colecção de culturas do laboratório de Microbiologia do IBET 

(Instituto de Biologia Experimental e Tecnológica) (quadro 1), tendo sido previamente 

caracterizadas por métodos fenótipicos e moleculares 1, 69. As estirpes usadas foram isoladas 

de produtos alimentares portugueses, nomeadamente queijo (Q) e leite (L), provenientes de 3 

regiões de Denominação de Origem Protegida (D.O.P.) (Decreto-Lei nº 146/84*): Nisa (N), 

Azeitão (A) e Serra da Estrela (SE) (quadro 1).  

 

Quadro 1 – Estirpes usadas neste estudo. Identificação, espécie e origem alimentar das estirpes utilizadas. 

Estirpes Espécie Origem alimentar D.O.P. 
LN68 E. faecalis Leite  
LN66 E. faecalis Leite Nisa 
QN8 E. durans Queijo  

QSE32 E. faecium Queijo  
QSE15 E. durans Queijo Serra da Estrela 
QSE125 E. faecalis Queijo  

LSE4 E. durans Leite  
QA29b E. faecalis Queijo Azeitão 

 

2.1.2 Conservação e crescimento 

 Todos os isolados estão conservados na colecção de culturas do laboratório de 

Microbiologia, a -80 ºC numa concentração final de glicerol de 20 %. Existem duplicados 

conservados a -20 ºC (numa concentração final de glicerol de 45 %) a partir dos quais foram 

preparados os inóculos. Os inóculos foram preparados em meio BHI (Brain Heart Infusion) 

(Oxoid, Inglaterra) e crescidos a 37 ºC sem agitação durante a noite (~16 h). 

                                                 
*
Decreto-lei nº.146/84, de 9/5/1984, Ministério da Agricultura, Florestas e Alimentação, Diário da Republica nº. 107, Série-A, página 1507. 
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2.1.3 Teste da actividade de gelatinase 

A actividade enzimática da gelatinase foi detectada usando o protocolo descrito por 

Sue et al., 199 111. O meio utilizado tem a seguinte composição: peptona (5 g/l) (Oxoid, 

Inglaterra), extracto de levedura (3 g/l) (Oxoid, Inglaterra), agar (15 g/l) (Oxoid, Inglaterra) e 

gelatina (30 g/l) (Oxoid, Inglaterra), pH 7. Adicionou-se 15µl da cultura crescida durante a 

noite na placa e incubou-se durante 48 h a 37ºC. Após este período, adicionou-se solução de 

sulfato de amónio saturado (Merck, Portugal), que promove a precipitação da gelatina e 

consequentemente o aparecimento de um halo transparente em torno das colónias com 

capacidade de degradar a gelatina. 

 

2.2 Análise de DNA 

 

2.2.1 Extracção de DNA cromossómico 

A extracção de DNA cromossómico foi efectuada de acordo com o protocolo 

inicialmente descrito por Fouet et al. (1990), com algumas alterações realizadas por Serror et 

al. (2002) 26, 103. 

Inoculou-se 6 ml de meio BHI e incubou-se durante a noite 37ºC. Dividiu-se esta 

cultura em 3 tubos de 2 ml e recolheu-se as células para centrifugar a 10000 rpm, 10 min, à 

temperatura ambiente. As células foram lavadas com 1 ml de TES (Sacarose 250 g/l; TE 100x 

10 ml/l; autoclavado). Centrifugou-se novamente a 10000 rpm durante 10 min, à temperatura 

ambiente. O “pellet” de células foi ressuspendido numa solução de lisozima (l5 mg/l em TES) 

e incubado a 37 ºC durante 30 min; em seguida, adicionou-se 300 µl de solução salina (150 

mM NaCl; 10mM EDTA pH 8) e 20 µl de SDS 20%, para lisar as células. Misturou-se por 

inversão – se a solução ficou transparente tal indica a eficácia da lise celular. Adicionou-se 
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um volume igual de mistura fenol (pH 7,5): clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) e 

misturou-se até formar emulsão. Centrifugou-se a 13000 rpm, durante 30 min à temperatura 

ambiente. Separou-se a fase superior e repetiu-se duas vezes a extracção fenólica como 

anteriormente descrito. Retirou-se a fase superior e adicionou-se igual volume de clorofórmio. 

Misturou-se até formar emulsão. Centrifugou-se a 13000 rpm, 5 min à temperatura ambiente. 

À fase superior adicionou-se igual volume de isopropanol e misturou-se por inversão até o 

aparecimento de novelos brancos correspondentes ao DNA cromossómico. Centrifugou-se a 

13000 rpm durante 10 min à temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o 

“pellet” com 800 µl de etanol 70% frio. Centrifugou-se a 13000 rpm, 10 min a 4ºC. Retirou-

se o sobrenadante e secou-se o “pellet” à temperatura ambiente, ressuspendeu-se em 50 µl de 

água miliQ e quantificou-se no espectofotômetro NanoDrop ND-1000. 

 

2.2.2 Amplificação de DNA por PCR – “Polymerase Chain Reaction” 

Neste trabalho, os fragmentos de DNA, contendo os operões fsr e gelE-sprE, e que 

foram sequênciados, foram obtidos por PCR. Inicialmente foram utilizados “primers”, 

representados na figura 6, externos aos genes.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

A sequênciação foi iniciada com os “primers” externos (figura 6) e com os resultados obtidos  Figura 6 - Esquema dos operões fsr e gelE-sprE em E. faecalis. Identificação das zonas amplificadas por cada par de “primer”. A azul 
está representada a zona de amplificação dos “primers” fsrA5EcoRI´e fsrA3PstI´ (1153 pb); a verde para os primers fsrB5´EcoRI e 
fsrB3´PstI (976 pb); a laranja para os “primers” fsrC5´EcoRI e fsrC3´PstI (1573 pb); a rosa para os primers gelE5´EcoRI e gelE3´PstI 
(1868 pb); a cinzenta sprE5´EcoRI e sprE3´PstI (1065 pb). Os promotores transcripcionais estão identificados por Pa, Pb e Pe. Os “harpins” 
localizados a jusante do gene fsrA, fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE representam os terminadores transcripcionais ( ). 
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foram desenhados “primers” internos para completar a sequênciação (o numero máximo de 

nucleótidos por reacção de sequênciação foi de 800). 

A escolha das sequências dos “primers” foi efectuada através do programa Vector NTI 

(Invitrogen), tendo como base a sequência do genoma da estirpe E. faecalis V583 (quadro 2).  

 
 

Quadro 2 – “Primers” utilizados, sequências e temperaturas de “melting” (TM).  

“primer”† Sequência (5´→ 3´) TM (ºC) 
fsrA5´EcoRI GAA TCG AAT TCG TTT TTG TTT GCA GG 60,1 

fsrA3´PstI GAA TCC TGC AGT TCG CTT AAC GTC CC 66,4 
fsrB5´EcoRI GAA TCG AAT TCT TAC TTA GGG AGG G 61,3 
fsrB3´PstI GAA TCC TGC AGA ACA TTA ATG CCG C 63,0 

fsrC5´EcoRI GAA TCG AAT TCG ACA ATG GAT GGG AC 63,2 
fsrC3´PstI GAA TCC TGC AGT TGC TTT ATC CTC CC 64,8 

gelE5´EcoRI GAA TCG AAT TCT TGA GTT ATG AGG GG 61,6 
gelE3´PstI GAA TCC TGC AGC AAG CTA AAA CCG GC 66,4 

sprE5´EcoRI GAA TCG AAT TCT GAA TCT GTT CTG GTC 61,9 
mfsrA ATG AGT GAA CAA ATG GC 47,9 
T7fsrA T7 - GT AAG AAA TAG TGC C 65,9 
fsrA_2 CTA GGA AAA AGA TAT TTA GTT GGG C 58,1 

mfsrA_2 CAA GAA CAG TTT GGC GGT TG 57,3 
mfsrB TTG AAG AGG AGG GCG 50,6 
T7fsrB T7 - GT CCA AAT ATA TTG GGC 67,2 

T7mfsrB T7 - GC AAT ACT TGA AGA GGA GGG 70,5 
fsrB GTC CAA ATA TAT TGG GC 47,9 

fsrC_2 TTT ATA ATC ATG ACG AAA CAT CGC 55,9 
mfsrC_2 TGA AGA AAC GAT TGC ACC AAC C 58,4 
fsrC_3 TTT CTT TTT ACA TAT AAC AAT CCC C 54,8 

mfsrC_3 TTT TTG TGT TTT TGA TTT CGC C 52,8 
mfsrC TTT GTT CGT TTG CGG C 49,2 
T7fsrC T7 - GT TGA GTG ACC GCT CC 70,6 
mgelE AAT ATT TAC GCA GGG 42,4 
T7gelE T7 - GT TTA CCT GAA TGT CC 67,1 

T7mgelE T7 -GC AAC AAA TAT TTA CGC AGG G 69,5 
gelE TCA TTC ATT GAC CAG 42,4 

gelE_2 GTG TAA AGC AAT TCC CG 50,4 
mgelE_2 AAC GGA TAA CAC AGG GG 52,8 
gelE_3 CAA CAC TCT GAG TAT CCG CAC C 62,1 

mgelE_3 TCT TCG CCA ACT GGT GAC C 58,8 
msprE TAA CTT TGA TCG CCG G 49,2 
T7sprE T7 - GC TGC TGG CAC AGC GG 73,0 
sprE_2 TCA AAC AAA CGA AAC TGG C 52,4 

msprE_2 TTT GTT TAG TAA AAG TAC TCT GG 53,5 
sprE_3 CAT TCT TAA AAC TTT CAG CCA C 54,7 

T7mfsrD T7 GA AAT TTG GTA AAA A  62,2 

 

As reacções de PCR foram efectuadas com a enzima Taq DNA Polimerase Expand 

High FidelityPLUS (Roche). Esta enzima foi utilizada para diminuir a introdução de erros nos 

fragmentos de DNA amplificados, facto importante para garantir a máxima segurança nos 

                                                 
† Alguns destes primers foram utilizados para a análise RNA (protocolo 2.3.2). 
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resultados da sequênciação. As misturas de reacção foram realizadas num volume total de 50 

µl que continha 250 ng de DNA genómico, 0,4 µM de cada “primer”, 0,2 mM dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP e dTTP), 1x tampão e 2,5U de Taq DNA polimerase e a reacção de PCR teve 

lugar no termociclador da Biometra®.  

Os programas de PCR utilizados foram elaborados de acordo com o TM de cada par 

de “primers” usados (quadro 3). 

 

Quadro 3 – Programa padrão utilizado nos PCRs utilizados. 

Fase Temperatura (ºC) Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 94  2 min 1x 

Desnaturação 94  30 segundos  

“Annealing” TM‡ - 4ºC  30 segundos 35x 

Extensão 68  4 min  

Extensão final 68  7 min 1x 

 

2.2.3 Electroforese em gel de agarose 

Os produtos de PCR foram separados e visualizados em electroforese em gel de agarose 

(0,8% (p/v) em tampão TBE 1x (0,89 M Tris Base, 0,89M ácido bórico, 0,02M EDTA, 

1µg/ml de brometo de etídeo (Sigma, Portugal))). Sendo este o mesmo tampão utilizado para 

a corrida, incorporando-se no gel uma solução de brometo de etídeo com uma concentração 

final de 1% (v/v), de modo a tornar possível a posterior visualização do DNA recorrendo à 

radiação ultravioleta. Aplicaram-se no gel 5 µl de cada produto de PCR com 1µl de tampão de 

corrida (Sigma, Portugal). Utilizou-se o marcador 1Kb “Ladder Plus” (100-12000 pb) 

(Invitrogen) para confirmação do tamanho aproximado dos fragmentos de DNA obtidos. A 

migração das amostras foi efectuada a 80 volts durante 2 h, após o que o gel foi visualizado e 

fotografado recorrendo á radiação ultravioleta (tempo de exposição de 4 segundos) (Kodak 

1D 3.6).  
                                                 
‡ TM do primer que no par respectivo tenha o TM menor. 
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2.2.4 Purificação dos produtos de PCR e sequênciação 

Os fragmentos de DNA obtidos foram purificados usando o “Kit QIAquick PCR 

Purification” (Qiagen) e posteriormente quantificados pelo aparelho espectofotómetro 

NanoDrop 1000, como anteriormente descrito. Os produtos purificados (2 ng/µl por 100pb do 

produto PCR) juntamente com os respectivos pares de “primers” (10 pmol/µl) foram enviados 

para a empresa MWG-Biotech (Alemanha) para a sequênciação. A análise das sequências foi 

efectuada recorrendo ao programa VectorNTI da Invitrogen. As sequências, apresentadas são 

o resultado da sequênciação das duas cadeias de DNA.  

 

2.3 Análise de RNA 

 

2.3.1 Extracção de RNA ao longo da curva de crescimento 

A extracção do RNA total foi realizada por dois métodos distintos, os quais diferiam no 

tamanho das moléculas de RNA obtidas. Assim, um dos métodos utilizados foi baseado no 

método de extracção de RNA pelo fenol quente, utilizada para a extracção de RNA de 

bactérias Gram-negativas, nomeadamente Escherichia coli 3. Este método permite a obtenção 

de moléculas de RNA de qualquer tamanho, todavia, é um protocolo moroso e que envolve 

produtos muito tóxicos (fenol quente). Por esta razão foi também utilizado um kit de 

extracção de RNA (RNeasy Mini Kit da Qiagen) que, contudo, permite apenas recuperar 

moléculas de RNA superiores a 200 ribonucleótidos.  

Recolheram-se amostras de RNA representativas da curva de crescimento. Para esse efeito 

preparou-se um pré-inóculo em 3ml BHI e incubou-se durante a noite, a 37ºC, sem agitação. 

No dia seguinte, inoculou-se 1 ml de pré-inóculo em 200 ml de BHI, num erlenmayer de 1 

litro, e incubou-se a 37ºC sem agitação. Retiraram-se 25 ml de cultura para os pontos iniciais 
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(fase lag e início da fase exponencial) e 12 ml de cultura para os restantes pontos (fase 

exponencial e fase estacionária) para a extracção por fenol quente. Para a extracção por kit foi 

retirado 1 ml de cultura para todos os pontos. Os volumes de cultura retirados foram 

adicionados a um igual volume de etanol frio (-80 ºC) de forma a parar o metabolismo celular.  

O protocolo seguinte constitui uma fusão de dois protocolos distintos: protocolo de 

extracção de DNA 26, para a lise celular, e protocolo de extracção de RNA de E. coli pelo 

método do fenol quente, para a purificação do RNA total 3. As amostras de cultura recolhidas 

e colocadas em etanol foram centrifugadas a 7500 rpm, 4ºC durante 10 min. Lavaram-se as 

células com 6 ml de SET (20% Sacarose; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-Hcl pH 7,6; 

autoclavado). Centrifugou-se a 4ºC, durante 10 min. Em seguida, as células foram 

ressuspendidas em 3 ml de uma solução contendo lisozima (50 mg/l em SET) e 20 U de 

Inibidor de RNAses (Promega) e incubou-se a 37ºC durante 60 min. Em seguida adicionou-se 

solução salina (150 mM NaCl; 10mM EDTA pH 8) e SDS 10% numa proporção de 1:2 

(solução salina: SDS 10%). Misturou-se por inversão, e a cor transparente indicava a eficácia 

da lise celular.  

De seguida procedeu-se à extracção e purificação do RNA total, para tal adicionou-se 

1 volume da mistura fenol (saturado em água): clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) e 

misturou-se até formar emulsão. Aqueceu-se a 65ºC durante 10 min. Centrifugou-se a 7500 

rpm durante 10 min. Retirou-se a fase superior aquosa e repetiu-se a extracção fenólica. 

Retirou-se a fase superior e adicionou-se 1 volume da mistura de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1). Misturou-se até formar emulsão, durante 10 min à temperatura ambiente. 

Centrifugou-se a 7500 rpm durante 10 min. Para precipitar o RNA foi adicionado NaCl para 

uma concentração final de 0,3M e 2,5 volumes de etanol 100% e foi colocado a -80ºC durante 

30 min. Centrifugou-se a 4ºC a 7500 rpm durante 50 min. Ressuspendeu-se o pellet em 200 µl 
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de água miliQ (sem RNAses) e precipitou-se novamente o RNA como anteriormente referido. 

Centrifugou-se a 7500 rpm a 4ºC durante 10 min e lavou-se o “pellet” com etanol 70%. 

Centrifugou-se a 7500 rpm a 4ºC, 10 min e deixou-se secar à temperatura ambiente. Por fim 

resuspendeu-se em água miliQ (sem RNAses) e quantificou-se recorrendo ao aparelho 

espectofotômetro NanoDrop 1000. 

A extracção e purificação de RNA efectuada por kit foi executada de acordo com o 

protocolo apresentado “RNeasy Mini Kit” da Qiagen. Este procedimento consiste na retenção 

do RNA por colunas e a posterior purificação recorrendo a tampões do kit e eluição em água.  

Os RNAs extraídos foram visualizados por electroforese em gel de agarose 0,8% TBE 

1X para avaliar a integridade e quantificação dos RNAs extraídos bem como a quantificação 

previamente efectuada  

 

2.3.2 Análise dos RNAs extraídos 

De acordo com o tamanho dos transcritos que se quis analisar, os RNAs totais foram 

separados por electroforese em gel de agarose, para RNAs geralmente com tamanho superior 

~700 ribonucleótidos, ou em gel de acrilamida para RNAs de tamanho inferior a ~700 

ribonucleótidos. 

 

2.3.2.1 Separação dos RNAs em gel desnaturante de acrilamida e transferência por 

membrana (Northern-blot)  

 O gel utilizado tinha a seguinte composição: acrilamida/bisacrilaminda (19:1) 6 % 

(Biorad), ureia 7 M (Sigma), TBE x1 (USB). Para a polimerização do gel foram adicionados 

APS 10% e TEMED na proporção 1:100 e 1:1000, respectivamente.  
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As amostras de RNA foram preparadas da seguinte forma: a 5µg de RNA total 

adicionou-se o tampão de migração desnaturante (azul bromofenol 0,03%, xileno cianol 

0,03%, EDTA 10 mM e formamida desionizada (Ambion)).  

A migração do gel foi precedida de uma pré-corrida à potência constante de 18 W 

durante 1 hora. As amostras de RNA previamente preparadas foram desnaturadas a 85ºC 

durante 5 min e colocadas imediatamente no gelo para evitar renaturação. Em seguida as 

amostras foram aplicadas no gel e separadas por electroforese também à potência constante de 

18 W (o tempo de migração variou de acordo com o tamanho dos transcritos estudados). 

Após a electroforese os RNAs foram transferidos para uma membrana de nylon 

Hybond+ (Amersham), recorrendo-se ao aparelho Royal Genie Blotter (Ideia Scientific). A 

transferência foi efectuada em TAE1x (Tris 0,01M; acetato de sódio 0,005M; EDTA 0,5x10-

5M; pH 7,8), a 7 V, durante 2 horas e 30 min horas a 4ºC. 

Posteriormente os RNAs foram fixados à membrana utilizando uma solução de NaOH 

50 mM, seguida de neutralização numa solução de SSPE 2x (NaCl 3,6M; NaH2PO4.H2O; 

EDTA 0,02M; pH 7,4). 

 

2.3.2.2 Hibridação 

A hibridação das membranas foi precedida de uma pré-hibridação durante 1 hora a 

42 ºC (estufa Biometra OV3) com a mesma solução de hibridação (formamida 50%, SSPE 5x, 

reagente “Denhart” 5x (1% Ficoll 400; 1% polivilpirrolidona; 1% Albumina bovina)), SDS 

0,5% e RNA levedura (200 ng/ml) previamente desnaturado. Em seguida adicionou-se a 

sonda radioactiva e procedeu-se à hibridação durante a noite a 55ºC.  

No dia seguinte, as menbranas foram lavadas - 3 lavagens, a 68ºC durante 30 min 

cada, com os seguintes tampões: SSPE 2x com SDS 0,1%; SSPE 1x com SDS 0,1% e a SSPE 
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0,1% com SDS 0,1%, respectivamente. Em seguida secaram-se e expuseram-se as membranas 

no laser scanner Storm 860 (Molecular Dynamics).  

 

2.3.2 Síntese de moléculas de RNA  

Na análise dos RNAs totais realizada usaram-se RNAs sintetizados in vitro como 

controlos, os quais foram sintetizados utilizando a RNA polimerase (Promega) do 

bacteriofago T7 de E. coli. Para se efectuar uma transcrição in vitro construíram-se 

fragmentos de DNA, por PCR utilizando o DNA cromossómico de E. faecalis V583 como 

matriz, os quais tinham numa das suas extremidades a sequência correspondente ao promotor 

da RNA polimerase T7 (5´- TAA TAC GAC TCA CTA TAG G – 3´) (figura 8). Os 

fragmentos de DNA obtidos por PCR foram purificados com o Kit QIAquick PCR 

purification Kit (Qiagen).  

Para se efectuar a síntese de moléculas de RNA adicionou-se a, aproximadamente, 200 

ng de fragmento de DNA, 4 µl tampão de transcrição 5x, 40 U de RNAsin (Promega), 2 µl 

DTT 100 mM, 4 µl rNTPs 2,5 mM de cada, 20 U de T7 RNA polimerase e água para um 

volume total de 20 µl. Incubou-se a 37ºC durante 1 hora para efectuar a transcrição, após o 

que se degradou o fragmento de DNA com 5U DNAse (Roche) incubando a 37ºC durante 30 

min. Em seguida os RNAs sintetizados foram purificados como descrito no protocolo 2.3.1.  

Para sintetizar as sondas utilizadas na hibridação dos Northerns efectuaram-se 

igualmente transcrições in vitro, como descrito no parágrafo anterior, com a diferença de que 

se adicionou [α-32P]UTP (ILC) (figura 7). Após a transcrição efectuou-se a purificação das 

sondas através do kit MicroSpin G-25 columns (GE Healthcare).  
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A - RNAs Controlos in vitro                                          B - Sondas radioactivas 

 
 
Figura 7 – Esquema representativo da síntese dos RNAs in vitro. A - Síntese dos RNAs controlos in vitro. Foram utilizados os pares de 
primers rfsrD/T7mfsrD e fsrB/T7mfsrB para a amplificação de fragmentos de DNA para os genes fsrD e fsrB, respectivamente. A extensão 
T7 foi adicionada na extremidade 5´ do primer da cadeia codificante para os genes fsrB e fsrD (cadeia negativa) para que o RNA produzido 
seja igual aos RNAs da estirpe V583. B – Síntese das sondas radioactivas. Foram utilizados os pares de primers T7fsrD/mfsrD, 
T7fsrB/mfsrB e T7fsrA/mfsrA para a amplificação de fragmentos de DNA para os genes fsrD, fsrB e fsrA, respectivamente. Estes amplicons 
foram amplificados com a extensão correspondente ao promotor da RNA polimerase T7 na extremidade 5´ (extensão a vermelho) do primer 
da cadeia complementar da cadeia codificante dos genes estudados.  

 

 

2.4 Análise da virulência de enterococos 

 

2.4.1 Testes de virulência de Enterococcus utilizando o nemátodo C. elegans  

Este procedimento foi efectuado conforme descrito por Garsin et al. 31. Ressuspendeu-

se 1 colónia bacteriana da estirpe em estudo em 5 ml de meio M17 suplementado com 0,5% 

glucose (cresceu a 37ºC 7-8h). Prepararam-se placas de meio M17 contendo 40mM piruvato, 

fumarato e gentamicina 25 µg/ml, para evitar o crescimento de E. coli. Adicionou-se 10 µl de 

cada estirpe em cada placa e incubou-se a 37ºC durante a noite. Deixaram-se as placas à 

temperatura ambiente durante 30 - 60 min, antes de se adicionar C. elegans. A estirpe 
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C. elegans N2 foi mantida e propagada em E. coli OP50 utilizando as técnicas standard 112. 

Adicionaram-se entre 25 a 30 C. elegans em estádio L4 ou jovens adultos hermafroditas 

(transferidos da E. coli OP50) à placa com a estirpe em estudo (figura 8). Este procedimento 

foi efectuado em triplicado.  

 

 

 
Figura 8 – Esquema do ciclo de vida de C. elegans. O ciclo de vida de C. elegans é constituído por 4 estadios de larvas – L1, L2, L3 e L4 
até chegar a fase adulta. Em condições de ausência de alimento, este nemátodo entra no estadio “dauer larva” conseguindo sobreviver a 
condições adversas durante vários meses. Quando as condições se tornam favoráveis, a larva sai deste estadio e entra no L4 49.  

 

 

As placas foram incubadas a 25ºC e a partir do terceiro dia foram iniciadas aa 

contagens de mortes de C. elegans e depois, repetidas em cada 24 horas. A viabilidade das 

C. elegans foi verificada através da dissecação ao microscópio. As larvas C. elegans foram 

consideradas mortas quando não respondiam a toques ou picadas com pinças. As C. elegans 

que morriam por ficarem encostadas na parede das placas não foram consideradas para o 

estudo. 
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2.4.2 Testes de virulência de Enterococcus utilizando o nematodo G. mellonella  

Foram utilizadas 30 larvas de G. mellonella com peso aproximado de 200 mg. Estas foram 

infectadas com 10 µl de bactérias (2x106 bactérias) com uma agulha de 0,5 por 25 mm 

(Burckard Manufacturing) e microinjector. O grupo controlo de larvas foi injectado com NaCl 

0,9%. As larvas foram mantidas em caixas individuais a 37ºC. O número de mortes foram 

contadas de 24 em 24h durante 5 dias.  

 

2.4.3 Análise estatística  

A sobrevivência dos modelos animais foi calculada pelo método “Kaplan – Meier” e a 

diferença de sobrevivência foi testada pela significância usando “the log rank test” (GraphPad 

Prism, version 4.0; GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA). Valores de P 

<0,01 foram considerados estatisticamente.  
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CCAAPPIITTUULLOO  33..  DDEESSCCRRIIÇÇÃÃOO  DDAASS  EESSTTIIRRPPEESS  EESSTTUUDDAADDAASS,,  CCOONNFFIIRRMMAAÇÇÃÃOO  DDOO  

GGEENNÓÓTTIIPPOO  ffssrr//ggeellEE--sspprrEE  EE  FFEENNÓÓTTIIPPOO  GGEELLAATTIINNAASSEE  

 

3.1 Objectivos do estudo  

 

3.2 Resultados e Discussão 
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CCAAPPIITTUULLOO  33..  DDEESSCCRRIIÇÇÃÃOO  DDAASS  EESSTTIIRRPPEESS  EESSTTUUDDAADDAASS,,  CCOONNFFIIRRMMAAÇÇÃÃOO  DDOO  

GGEENNÓÓTTIIPPOO  ffssrr//ggeellEE--sspprrEE  EE  FFEENNÓÓTTIIPPOO  GGEELLAATTIINNAASSEE  

 

3.1 Objectivos do estudo  

 

 No início deste estudo, foi necessário confirmar o genótipo, bem como o fenótipo 

gelatinase, uma vez que têm sido descritos na literatura como bastante lábil. Por exemplo, 

Nakayama e colaboradores demonstraram o aparecimento de frequentes delecções no operão 

fsr de E. faecalis e E. faecium, de isolados clínicos 85. Os isolados com delecção de 23,4 kb 

(eliminando o fsrA, fsrB e parte do fsrC), apresentavam fenótipo gelatinase negativo e não 

tinham actividade da GBAP 85. Em estudos preliminares, Nakayama et al. observaram que ao 

final de seis gerações as estirpes se tornavam gelatinase negativas, facto que Eaton e Gasson 

já tinham referido 21, 85. Desta forma, chegou-se à conclusão que este tipo de delecções ocorre 

com frequência em Enterococcus 68, 85. Assim, este capítulo teve como objectivos:  

 

 Verificar a presença dos genes completos fsrA (EF1822), fsrB (EF1821), fsrC 

(EF1820), gelE (EF1818) e sprE (EF1817) através da técnica de PCR; 

 Confirmação do fenótipo gelatinase, através do teste gelatinase. 

 

Para a confirmação do genótipo foi necessária a escolha de primers que abrangessem os 

genes completos. Esta foi efectuada com base na sequência do genoma de E. faecalis V583 e 

das indicações publicadas dos operões fsr e gelE-sprE 84, 95, 94.  
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3.2 Resultados e Discussão 

 

Para a realização deste estudo, foram seleccionadas estirpes de espécies diferentes (E. 

faecalis, E. faecium e E. durans) anteriormente analisadas, e com congruência/incongruência 

entre o genótipo fsr e gelE-sprE e fenótipo gelatinase 68. Os resultados obtidos estão 

apresentados no quadro 4.  

 

Quadro 4 – Confirmação dos resultados anteriormente obtidos. Para cada estirpe o respectivo genótipo (presença dos genes fsrA, fsrB, 

fsrC, gelE e sprE) e fenótipo (teste da actividade gelatinase) foram realizados para as estirpes apresentadas. 

    Genótipo   Fenótipo  

Isolados Espécie fsrA fsrB fsrC gelE sprE Gelatinase 

LN68 E. faecalis + + + + + - 

LN66 E. faecalis + + + + + - 

QN8 E. durans + + + + + - 

QSE32 E. faecium + + + + + + 

QSE15 E. durans + + + + + - 

QSE125 E. faecalis + + + + + - 

LSE4 E. durans + + + + + - 

QA29b E. faecalis + + + + + + 

 

Os resultados obtidos mostram que não ocorreram perdas de genes e/ou mudanças de 

fenótipo nas estirpes escolhidos, pelo que, as incongruências/congruências entre o genótipo e 

o fenótipo em todas as estirpes mantiveram-se relativamente aos resultados publicados por 

Lopes et al. 68.  

O estudo foi iniciado com duas estirpes diferentes com genótipo e fenótipo positivo 

(QSE32 e QA29b) e seis estirpes com genótipo positivo e fenótipo negativo (LN68, LN66, 

QN8, QSE15, QSE125 e LSE4). 
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CCAAPPIITTUULLOO  44..  SSEEQQUUÊÊNNCCIIAAÇÇÃÃOO  DDOOSS  OOPPEERRÕÕEESS  ffssrr  EE  ggeellEE--sspprrEE  

  

4.1 Objectivos do estudo 

 

4.2 Resultados e discussão 

4.2.1 – Identificação das mutações encontradas na estirpe E. faecium QSE32 

4.2.2 – Identificação das mutações encontradas na estirpe E. faecalis LN68 

4.2.3 Análise do efeito das mutações identificadas nas proteínas dos operões fsr e 

gelE-sprE  

4.2.3.1 Proteína FsrA (Regulador) 

4.2.3.2 Proteína FsrB e FsrD (GBAP) 

4.2.3.3 Proteína FsrC (Histidina Cinase) 

4.2.3.4 Gelatinase 

4.2.3.5 Proteínase serínica 

4.2.3.6 Análise da mutação encontrada no gene fsrC na estirpe E. faecalis LN68 em 

outras estirpes com fenótipo gelatinase negativo 



Capítulo 4. Sequênciação dos Operões fsr e gelE-sprE 

38 
 

CCAAPPIITTUULLOO  44..  SSEEQQUUÊÊNNCCIIAAÇÇÃÃOO  DDOOSS  OOPPEERRÕÕEESS  ffssrr  EE  ggeellEE--sspprrEE  

 

4.1 Objectivos do estudo 

 

A presença de mutações nos genes dos operões fsr e gelE-sprE pode ser a explicação 

molecular para a incongruência de genótipo/fenótipo encontrada em algumas estirpes deste 

estudo (LN66, LN68, QN8, QSE15, QSE125 e LSE4). Sequênciaram-se os operões fsr e 

gelE-sprE em duas estirpes anteriormente referidas: uma estirpe com genótipo positivo e 

fenótipo gelatinase negativo (LN68) e outra com genótipo/fenótipo positivo (QSE32). A 

estirpe E. faecium QSE32 foi também escolhida para perceber as possíveis diferenças nestes 

operões existentes entre espécies E. faecalis e E. faecium. Assim, este capítulo tem como 

objectivos:  

 

 Sequênciação e análise dos operões fsr e gelE-sprE das estirpes 

E. faecium QSE32 e E. faecalis LN68; 

  Análise do efeito das mutações encontradas sobre a expressão dos operões. 
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4.2 Resultados e discussão 

 

Foram sequênciadas um total de 6058 pb para a estirpe E. faecium QSE32 e de 

6106 pb para a estirpe E. faecalis LN68, incluindo os genes fsrA, fsrB e fsrD, fsrC, gelE e 

sprE e respectivas zonas intergénicas. A sequênciação das zonas intergénicas foi efectuada 

com o objectivo de detectar possíveis mutações em regiões importantes para a regulação da 

expressão destes operões quer a nível transcricional, pós-transcricional e/ou tradução.  

As mutações são mudanças de pares de bases que podem ocorrer num gene e nas 

zonas intergénicas de um organismo. Neste capítulo, as mutações procuradas foram a nível 

pontual dos genes dos operões fsr e gelE-sprE (quadro 5).  

 
Quadro 5 – Tipos de Mutações Génicas. Apresentação dos três tipos de mutações genicas e respectivas sub-categorias 38.  

 

 

Substituição 

(substituição de uma só 
base do DNA) 

Mutação silenciosa 

(“Silence”) 

Substituição de uma base do DNA por outra (no 3º nucleótido de cada codão), 
resultando num codão que codifica o mesmo aminoácido, devido à redundância 
do código genético.  

Mutação com 
perda de sentido 

(“Missense”) 

Substituição de uma base do DNA por outra, que tem como consequência a 
substituição de um aminoácido por outro na proteína codificada. A conformação 
da proteína pode ser alterada.  

Mutação sem 
sentido 

(“Nonsense”) 

Substituição de uma base do DNA de tal modo que, no mRNA, um codão que 
especifica um aminoácido é alterado para um codão de STOP, ou o contrário. 
Origina uma proteína mais curta ou mais longa do que a proteína normal. 

Delecção 

(remoção de uma ou 
mais bases do DNA) 

 

Pode ser removida uma única base ou mais bases do DNA.  

Inserção 

(Adição de uma ou mais 
bases ao DNA) 

O número de bases adicionadas ao DNA pode variar. Quando é inserida uma sequência igual a outra 
ocorre uma duplicação. 

 

As mutações que conduzem a uma alteração do aminoácido podem ter efeitos distintos 

na funcionalidade da proteína; por exemplo se um aminoácido for alterado por outro 

pertencente ao mesmo grupo de classificação o seu efeito poderá ser inferior ao efeito de uma 

alteração que conduza a um aminoácido pertencente a um grupo diferente (quadro 6) 38. 
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Quadro 6 – Classificação dos aminoácidos. A classificação dos aminoácidos divide-se em quatro grupos: apolares, polares neutros, polares 

básicos e polares ácidos. Este quadro foi efectuado com base de Griffiths et al.38 

GRUPO DE AMINOÁCIDOS  

Apolares Polares Neutros Polares Básicos Polares Ácidos 

Aminoácido  

(Abreviatura/Símbolo) 

Aminoácido 

(Abreviatura/Símbolo) 

Aminoácido 

(Abreviatura/Símbolo) 

Aminoácido 

(Abreviatura/Símbolo) 

Glicina (Gly /G) 

Alanina (Ala/A) 

Leucina (Leu/L) 

Isoleucina (Ile/I) 

Prolina (Pro/P) 

Fenilalanina (Phe/F) 

Triptofano (Trp/W) 

Metionina (Met/M) 

Valina (Val /V) 

Serina (Ser/S) 

Treonina (Thr/T) 

Cisteina (Cys/C) 

Tirosina (Tyr/Y) 

Aspargina (Asn/N) 

Glutamina (Gln/Q) 

Arginina (Arg/R) 

Lisina (Lys/K) 

Histidina (His/H) 

Ácido aspartico (Asp/D) 

Ácido glutâmico (Glu/E) 

 

No caso de as mutações ocorrerem em regiões não codificantes, ditas reguladoras, 

também podem interferir na expressão do gene. Este facto deve-se a estas regiões consistirem 

em sequências envolvidas na transcrição, processamento e/ou estabilidade do transcrito 

respectivo e/ou tradução do gene. 

As sequênciações foram efectuadas pela MWG e foram sequênciadas as duas cadeias 

dos fragmentos de DNA enviados. A análise dos resultados das sequênciações foi efectuada 

com o programa Vector NTI (Invitrogen). As sequências recebidas correspondentes às duas 

cadeias complementares foram alinhadas e apenas se consideraram fiáveis as sequênciações 

em que havia complementaridade das duas cadeias. Em caso de dúvida foram efectuadas 

novas sequênciações. Com as sequências recebidas efectuou-se a construção dos operões para 

ambos as estirpes (QSE32 e LN68) e os alinhamentos apresentados no Anexo 1. Estes 

alinhamentos foram efectuados com as sequências das cadeias codificantes (cadeia 3´-5´) dos 

operões fsr e gelE-sprE da estirpe controlo E. faecalis V583. Os resultados obtidos 

evidenciaram a existência de vários tipos de mutações em ambas as estirpes (quadro 7). A 

identificação e posicionamento das mutações permitiu prever a possível alteração da 
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sequência de aminoácidos das proteínas, bem como, alterações nas regiões envolvidas na 

regulação da transcrição e/ou tradução.   

 

4.2.1 – Identificação das mutações encontradas na estirpe E. faecium QSE32 

 

Na estirpe QSE32 detectaram-se 68 mutações, destacando-se 33 mutações silenciosas, 

20 com perda de sentido, 13 nas zonas intergénicas, 1 delecção e 1 inserção (quadro 7).  

Nas regiões codificantes dos genes fsrA, fsrB, fsrD, fsrC, gelE e sprE foram 

observados vários tipos de mutações de substituição de bases que resultaram em mutações de 

perda de sentido, mutações silenciosas e uma delecção. Assim, no gene fsrA foram 

identificadas 2 mutações de perda de sentido e 2 mutações silenciosas; no gene fsrB 

identificou-se 8 mutações de perda de sentido e 7 silenciosas; no gene fsrC identificou-se 1 

mutação perda de sentido e 5 silenciosas; no gelE 6 mutações perda de sentido, 13 silenciosas 

e 1 delecção; no gene sprE identificaram-se 3 mutações perda de sentido e 6 silenciosas 

(quadro 7). As mutações de perda de sentido identificadas em todos os genes e a delecção 

identificada no gene gelE serão analisadas em pormenor.  

Nas regiões não codificantes foram identificadas um total de 14 mutações de mudança 

de nucleótido e uma inserção: 2 mutações a montante da sequência promotora -35  do gene 

fsrA; 2 mutações a montante da sequência promotora -35 do fsrB-fsrD-fsrC (uma delas é uma 

inserção); 2 mutações entre as regiões promotoras -35 e -10 do fsrB-fsrD-fsrC; 2 mutações a 

montante da sequência promotora -35 do gelE-sprE; 2 mutações a jusante da sequência 

promotora +1 do gelE-sprE; 1 mutação a jusante da sequencia de Shine-Dalgarno dos genes 

gelE-sprE e 3 mutações a jusante da região codificante do sprE (figura 9) (quadro 7).  
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Figura 9 – Identificação das mutações identificadas nas zonas intergénicas dos genes fsrA, fsrB- fsrD- fsrC e gelE-sprE da estirpe 
QSE32. Sequências intergénicas dos operões fsr e gelE-sprE com identificação das zonas reguladoras (sublinhados a verde), mutações 
(vermelho) e respectivas posições apresentadas no quadro 7 e Anexo 1 (números a preto). 
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Quadro 7 – Mutações identificadas nos operões fsr e gelE-sprE na estirpe E. faecium QSE32. Identificação das mutações nos operões fsr e gele-sprE da estirpe QSE32, respectiva posição na cadeia 3´-5´ (cadeia -), 

zona do operão (gene afectado), mudança de nucleótido e aminoácido e respectivo tipo de mutação. (*) Indica que são mutações dentro da zona intergénica e por isso não têm classificação de mutações de substituição.  

Mutação nº. Posição  
(do Anexo 1.1) 

Zona do operão Mudança de nucleótido 
(V583-QSE32) 

Mudança de aminoácido 
(V583-QSE32) 

Tipo de 
Mutação 

1 64 129 pb a montante do -35 fsrA C-G (*) (*) 
2 158 35 pb a montante do -35 fsrA C-T (*) (*) 
3 302  

 
fsrA 

T-C Val-Ala Perda de sentido 
4 759 G-A - Silenciosa 
5 801 G-T - Silenciosa 
6 941 G-A Arg-Lys Perda de sentido 
7 985 26 pb a montante -35 fsrB-fsrD-fsrC -A # inserção Inserção 
8 1004 7 pb a montante -35 fsrB-fsrD-fsrC G-A (*) (*) 
9 1022 Entre -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC G-C (*) (*) 

10 1027 Entre -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC T-C (*) (*) 
11 1184  

 
 
 
 
 
 

fsrB 

C-T Leu-Phe Perda de sentido 
12 1337 C-T - Silenciosa 
13 1340 C-T - Silenciosa 
14 1403 G-T Met-Ile Perda de sentido 
15 1415 C-T - Silenciosa 
16 1442 A-C Gln-His Perda de sentido 
17 1451 C-A - Silenciosa 
18 1465 G-A - Silenciosa 
19 1581 A-G Ile-Val Perda de sentido 
20 1642 A-C Lys-Thr Perda de sentido 
21 1651 A-C Lys-Thr Perda de sentido 
22 1691 A-G - Silenciosa 
23 1694 T-C - Silenciosa 
24 1695 A-C Ser-Arg Perda de sentido 
25 1741 A-T Asn-Ile Perda de sentido 
26 1988  

 
fsrC 

A-G - Silenciosa 
27 2050 G-A Ile-Val Perda de sentido 
28 2053 T-C - Silenciosa 
29 2506 C-T - Silenciosa 
30 2776 T-C - Silenciosa 
31 2986 T-C - Silenciosa 
32 3173 49pb a montante -35 gelE-sprE T-A (*) (*) 
33 3176 46pb a montante -35 gelE-sprE T-C (*) (*) 
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Quadro 7 – (continuação) 

Mutação nº. Posição 
(do Anexo 1.1) 

Zona do operão Mudança de nucleótido 
(V583-QSE32) 

Mudança de aminoácido 
(V583-QSE32) 

Tipo de 
Mutação

34 3303 47pb a jusante +1 gelE-sprE A-G (*) (*) 
35 3312 56pb a jusante +1 gelE-sprE G-A (*) (*) 
36 3371 8 pb a jusante SD gele-sprE T-C (*) (*) 
37 3460  

 
 
 
 
 
 
 

gelE 

C-A - Silenciosa 
38 3663 G-A Arg-Lys Perda de sentido 
39 3667 T-C - Silenciosa 
40 3777 C-T Pro-Leu Perda de sentido 
41 3783 C-A Thr-Asn Perda de sentido 
42 3791 C-A Leu-Ile Perda de sentido 
43 3829 G-A - Silenciosa 
44 3865 G-A - Silenciosa 
45 3881 G-A Val-Ile Perda de sentido 
46 3901 G-A - Silenciosa 
47 3904 C-T - Silenciosa 
48 3989 G-A Ala-Thr Perda de sentido 
49 4000 G-A - Silenciosa 
50 4141 C-T - Silenciosa 
51 4198 C-T - Silenciosa 
52 4375 A-G - Silenciosa 
53 4819 A-G - Silenciosa 
54 4858 G-A - Silenciosa 
55 4894 G-A - Silenciosa 
56 4905 G- # delecção Delecção 
57 5020  

 
 
 

sprE 

C-A - Silenciosa 

58 5230 C-T - Silenciosa 
59 5343 C-T Thr-Ile Perda de sentido 
60 5626 C-A - Silenciosa 
61 5629 C-T - Silenciosa 
62 5658 A-C Asp-Ala Perda de sentido 
63 5663 G-T Val-Phe Perda de sentido 
64 5713 T-C - Silenciosa 
65 5755 T-C - Silenciosa 
66 5829 20 pb a jusante sprE G-A (*) (*) 
67 5852 43 pb a jusante sprE C-T (*) (*) 
68 6028 219 pb a jusante sprE C-T (*) (*) 
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4.2.2 – Identificação das mutações encontradas na estirpe E. faecalis LN68 

 

As sequênciações relativas à estirpe LN68 permitiram identificar 60 mutações no total, 

sendo 31 mutações silenciosas, 19 de perda de sentido 1 sem sentido, 1 inserção e 8 mutações 

nas zonas intergénicas.  

Nas regiões codificantes fsrA, fsrB, fsrD, fsrC, gelE e sprE foram observados vários tipos 

de mutações de substituição de bases que resultaram em mutações de perda de sentido, 

mutações silenciosas e uma delecção. Assim, no gene fsrA foram identificadas 2 mutações 

silenciosas e 2 mutações de perda de sentido; no gene fsrB identificaram-se 3 mutações perda 

de sentido e 4 silenciosas; no gene fsrC identificaram-se 5 mutação perda de sentido, 

5 silenciosas e 1 sem sentido; no gene gelE identificaram-se 5 mutações perda sem sentido, 

12 silenciosas; no gene sprE identificaram-se 3 mutações perda de sentido e 8 silenciosas. As 

mutações de perda de sentido identificadas em todos os genes e a mutação sem sentido 

identificada no gene fsrC serão analisadas em pormenor.  

Nas regiões não codificantes foram identificadas um total de 9 mutações de mudança 

de nucleótido e uma inserção: 3 mutações a montante da sequência promotora -35 do fsrA; 2 

mutações a montante da sequência promotora -35 do fsrB-fsrD-fsrC (uma delas é a inserção); 

2 mutações entre as sequências promotoras -35 e -10 do fsrB-fsrD-fsrC; 1 mutação no -10 do 

fsrB-fsrD-fsrC; 1 mutações a jusante da parte codificante do sprE (figura 10).  
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Figura 10 – Identificação das mutações identificadas nas zonas intergénicas dos genes fsrA, fsrB- fsrD- fsrC e gelE-sprE da estirpe 
LN68. Sequências intergénicas dos operões fsr e gelE-sprE com identificação das zonas reguladoras (sublinhado verde), mutações 
(vermelho) e posições apresentadas no quadro 7 e no Anexo 1(números a preto). 
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Quadro 8 – Mutações observadas nos operões fsr e gelE-sprE na estirpe E. faecalis LN68. Identificação das mutações nos operões fsr e gelE-sprE da estirpe Ln68, respectiva posição na cadeia 3´-5´ (cadeia -), zona 

do operão (gene afectado), mudança de nucleótido e aminoácido (com a comparação do V583), e respectivo tipo de mutação. (*) Indica que são mutações dentro da zona intergénica e por isso não têm classificação de 

mutações de substituição.  

Mutação nº. 
 

Posição 
(do Anexo 1.1) 

Zona do operão 
Mudança de nucleótido 

(V583-Ln68) 
Mudança de aminoácido 

(V583-Ln68) 
Tipo de 

Mutação
1 29 164 pb a montante -35  fsrA A-T (*) (*) 
2 64 129 pb a montante -35  fsrA C-G (*) (*) 
3 158 44 pb a montante -35  fsrA C-T (*) (*) 
4 302 

fsrA 

T-C Val-Ala Perda de sentido 
5 759 G-A - Silenciosa 
6 801 G-T - Silenciosa 
7 941 G-A Arg-Lys Perda de sentido 
8 985 28 pb a montante -35  fsrB-fsrD-fsrC -A # Inserção de 1 base 
9 1004 8 pb a montante -35  fsrB-fsrD-fsrC G-A (*) (*) 

10 1022 Entre o -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC G-C (*) (*) 
11 1027 Entre o -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC T-C (*) (*) 
12 1038 -10  fsrB-fsrD-fsrC T-A (*) (*) 
13 1109 

fsrB 

G-A Met-Ile Perda de sentido 
14 1185 C-T Leu-Phe Perda de sentido 
15 1298 T-C - Silenciosa 
16 1395 C-T - Silenciosa 
17 1403 G-T Met-Ile Perda de sentido 
18 1451 G-A - Silenciosa 
19 1454 T-C - Silenciosa 
20 1954 

fsrC 

C-T - Silenciosa 
21 1956 A-G Tyr-Cys Perda de sentido 
22 2165 C-A Leu-Ile Perda de sentido 
23 2549 T-A Tyr- Asn Perda de sentido 
24 2776 T-C - Silenciosa 
25 2949 A-G Lys-Arg Perda de sentido 
26 2986 T-C - Silenciosa 
27 3004 G-A Trp-Stop Sem sentido 
28 3051 T-C - Silenciosa 
29 3076 G-T Ala-Ser Perda de sentido 
30 3082 C-T - Silenciosa 

 



           Capítulo 4. Sequênciação dos Operões fsr e gelE-sprE 

 48

Quadro 8 – (continuação) 

 

Mutação nº 
Posição  

(do Anexo 1.1) 
Zona do operão 

Mudança de nucleótido 
(V583-Ln68) 

Mudança de aminoácido 
(V583-Ln68) 

Tipo de 
Mutação

31 3576 

gelE 

T-C - Silenciosa 
32 3663 G-A Arg-Lys Perda de sentido 
33 3667 T-C - Silenciosa 
34 3709 A-T - Silenciosa 
35 3783 C-A Thr-Asn Perda de sentido 
36 3829 G-A - Silenciosa 
37 3865 G-A - Silenciosa 
38 3989 G-A Ala-Thr Perda de sentido 
39 4000 G-A - Silenciosa 
40 4105 A-G - Silenciosa 
41 4116 T-C Val-Ala Perda de sentido 
42 4117 A-G Val-Ala Perda de sentido 
43 4118 G-A Ala-Thr Perda de sentido 
44 4375 A-G - Silenciosa 
45 4420 G-C - Silenciosa 
46 4819 A-G - Silenciosa 
47 4861 C-T - Silenciosa 
48 4867 G-A - Silenciosa 
49 5110 

sprE 

G-A - Silenciosa 
50 5230 C-T - Silenciosa 
51 5353 C-T - Silenciosa 
52 5414 G-A Gly-Ser Perda de sentido 
53 5626 C-A - Silenciosa 
54 5629 C-T - Silenciosa 
55 5644 A-C - Silenciosa 
56 5658 A-C Asp-Ala Perda de sentido 
57 5663 G-T Val-Phe Perda de sentido 
58 5713 T-C - Silenciosa 
59 5755 T-C - Silenciosa 
60 6032 223 pb a jusante sprE A-T (*) (*) 
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4.2.3 Análise do efeito das mutações identificadas nas proteínas dos operões fsr e gelE-sprE

  

Após a identificação das mutações em cada um dos genes dos operões fsr e gelE-sprE, 

analisou-se o seu posicionamento de forma a tentar perceber se estas provocam algum efeito 

na actividade de cada uma das proteínas das estirpes QSE32 e LN68. Assim, com as 

sequências de nucleótidos dos operões fsr e gelE-sprE obtiveram-se as sequências das 

proteínas e efectuou-se o alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas (FsrA, 

FsrB, FsrD, FsrC, gelatinase e protease sérica) das duas estirpes estudadas com a estirpe 

controlo V583. Analisou-se cada gene afectado com mutações perda de sentido, sem sentido, 

delecções e inserções e consequentemente identificaram-se os aminoácidos modificados. 

Após esta análise, efectuou-se um blastp (programa do site NCBI) de forma a procurar os 

domínios putativos das proteínas estudadas e tentar correlacionar as mutações com os 

domínios encontrados 47.  

 

4.2.3.1 Proteína FsrA (Regulador) 

 

Nas estirpes analisadas, LN68 e QSE32, verificou-se que estas apresentam as mesmas 

duas mutações perda de sentido no gene fsrA. A análise dos alinhamentos efectuados relativos 

às proteínas FsrA, permitiu verificar que estas mutações provocam a substituição de dois 

aminoácidos (figura 11). Os aminoácidos 22 e 235 foram substituídos: a Valina 22 (V) foi 

substituída por uma Alanina (A)), sendo ambos aminoácidos apolares; a Arginina (R) foi 

substituída por Lisina 235 (K), e pertencem ambos ao grupo de aminoácidos básicos (figura 

11).  
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(…) 
 

 
 
 
 
 
Figura 11 – Sequência das proteínas FsrA das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento da sequência das proteínas FsrA da estirpe 
controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 - e alterações de aminoácidos que foram identificados. O Alinhamento completo encontra-se 
no Anexo 2.1.   

 
 

A proteína FsrA, de acordo com o programa Blastp, tem três domínios diferentes: 

REC (“Signal receiver domain”), LytTR (“LytTr DNA-binding domain”) e LytT (“Response 

regulator of the LytR/AlgR family”) (Figura 12) 48. O domínio REC tem a função de receber 

o sinal de um sensor de um sistema de dois componentes, e na sua constituição tem um local 

de fosforilação onde é fosforilado por um homólogo de uma histidina cinase, e normalmente é 

encontrado na extermidade N-terminal um domínio de ligação ao DNA 48. O domínio LytTR 

é um domínio de ligação ao DNA que é encontrado, normalmente, em reguladores 

transcripcionais, e está envolvido na ligação a uma sequência específica de DNA48. Por 

último, o domínio LytT também está envolvido nos mecanismos de tradução de sinal e 

regulação transcricional 48.   

 

 

 

 
Figura 12 – Domínios putativos da proteína FsrA. Esquema representativo dos domínios da FsrA das estirpes LN68 e QSE32, constituído 
por um REC (“Signal receiver domain”), LytTR (“LytTr DNA-binding domain”) e LytT (“Response regulator of the LytR/AlgR family”) 48.  

 
 

1 10 20 30 40 50 60 70 80

MSEQMAIYILEDQIIQAKALEVLLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRK
MSEQMAIYILEDQIIQAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRK
MSEQMAIYILEDQIIQAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRK

FsrA    V583 
FsrA    LN68 
FsrA   QSE32 

248170 180 190 200 210 220 230
EYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIRVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSRRYYTQVKALFLT-
EYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIRVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-
EYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIRVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-

FsrA    V583    
FsrA    LN68  
FsrA   QSE32  
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As mutações perda de sentido encontradas no gene fsrA são as mesmas em ambas as 

estirpes, provocam as mesmas mudanças de aminoácidos pelo que não devem constituir uma 

resposta para a incongruência do genótipo/fenótipo encontrada na estirpe LN68. 

 

4.2.3.2 Proteína FsrB e FsrD (GBAP) 

 

 Relativamente ao gene fsrB foram identificadas mutações diferentes  entre as estirpes 

QSE32 e LN68. No caso da estirpe LN68, foram detectadas somente três mutações de perda 

de sentido em comparação com a estirpe controlo V583. Assim, estas mutações traduziram-se 

na substituição dos aminoácidos 13, 39 e 111 (figura 13). Todas as mutações de perda de 

sentido conduzem à mudança de aminoácidos dentro do grupo dos aminoácidos polares 

(Metioninas 13 e 111 (M) por Isoleucinas (I) e Leucina 39 (L) por Fenilalanina (F)).  

Na estirpe QSE32 identificaram-se oito mutações de perda de sentido que 

provocaram: 4 mudanças de aminoácidos entre o grupo polar neutro e o grupo polar básico - 

Glutamina 124 (Q) por Histidina (H)), Lisina 191 e 194 (K) por Treonina (T) e Serina 209 (S) 

por Arginina (R); 3 mudanças de aminoácidos dentro do grupo polar - Leucina 39 (L) foi 

substituída por Fenilalanina (F), Metionina 111 (M) por Isoleucina (I) e Isoleucina 171 (I) por 

Valina (V); e 1 mudança de aminoácido entre os grupos polar neutro e apolar – Asparginina 

224 (N) por Isoleucina (I) (figura 11). As mutações que provocaram a substituição dos 

aminoácidos 39 e 111 já foram identificadas em estudos publicados 39.  
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Figura 13 – Sequências das proteínas FsrB das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequências das proteínas FsrB da estirpe 
controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 - e alterações de aminoácidos que foram identificados. O alinhamento completo encontra-se 
no Anexo 2.2.   

 

Ao efectuar-se o Blastp, verificou-se que ambas as estirpes têm um domínio putativo 

AgrB (figura 14) o qual pertence ao sistema agr de S. aureus e é essencial para a síntese e 

transporte do AIP (cf. Introdução) 47, 48. 

 

 

 
Figura 14 – Domínio putativo da proteína FsrB. Esquema representativo do domínio da proteína FsrB identificado nas estirpes LN68 e 
QSE32, constituído por um domínio AgrB (“Accessory gene regulator B”) 47.  

 
 

Algumas das mutações encontradas no gene fsrB que se traduziram na substituição de 

aminoácidos na proteína FsrB nas estirpes QSE32 e LN68 encontram-se dentro deste 

domínio. As substituições de aminoácidos identificadas na estirpe LN68 por serem dentro do 

mesmo grupo de aminoácidos poderão não ser relevantes na função desta proteína. Por outro 

lado, as mutações no fsrB da estirpe QSE32 que conduzem à mudança de aminoácidos entre 

diferentes grupos parecem não ter efeito no fenótipo gelatinase. A presença destas poderá 

estar relacionada com a diferença entre espécies.  

1 10 20 30 40 50 60 70 80
MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNLLMILILSVLFGTLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV
MLIDWILKNIMDIDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFGTLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV
MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFGTLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV

96 110 120 130 140
KNSSVSLPFIYKILLMCLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVC
KNSSVSLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVC
KNSSVSLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPHGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVC

149 160 170 180 190 200 210 220 230
LLILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEK
LLILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEK
LLILCSLFVKEKIASVILYGLVVQGLMILPVTKNLIEGSVFMTFGTKIIKNVIEKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSPIIFGQWMGQTEK

FsrB    V583 
FsrB    LN68 
FsrB   QSE32 

FsrB    V583 
FsrB    LN68 
FsrB   QSE32 

FsrB    V583 
FsrB    LN68 
FsrB   QSE32 
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 Como referido, recentemente foi identificado o gene fsrD o qual codifica a GBAP, 

molécula sensora do sistema do QS fsr (cf. Introdução). Este foi identificado na extremidade 

3´do gene fsrB (162 pb E. faecalis OG1SP), e corresponde aos 54 aminoácidos do C-terminal 

da proteína FsrB. O alinhamento das proteínas FsrD das estirpes QSE32 e LN68 com a da 

estirpe controlo V583, revelou que somente a estirpe QSE32 têm mutações que provocam 

substituições de aminoácidos (já identificadas na FsrB – aminoácidos 191, 194, 209 e 224) 

(figura 15).  

 

                          

1 5410 20 30 40

MKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK-
MKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK-
MTFGTKIIKNVIEKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSPIIFGQWMGQTEKPKKNIEK- 

 
Figura 15 - Sequência das proteínas FsrD das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequências das proteínas FsrD das 
estirpes estudadas e controlo – e alterações de aminoácidos que foram identificadas. Esta sequência encontra-se entre o aminoácido 190 e 
aminoácido 243 da proteína FsrB. O quadrado preto identifica a sequência da GBAP madura. A identificação do codão de iniciação foi 
efectuada conforme a literatura 84. 

 
 

Como indicado na figura 15, a mutação que provoca a mudança de aminoácido 35 

(Aspargina por Isoleucina) afecta a estrutura da GBAP madura. Este mudança afecta a 

indução da produção da gelatinase, ou seja, esta alteração de estrutura faz com que seja 

necessária maior quantidade de GBAP para induzir a produção da gelatinase (resultados não 

publicados comunicados por Jiro Nakayama). 

Relativamente ao Blastp efectuado com esta sequência de aminoácidos, não foram 

encontrados domínios na base de dados do NCBI. 

 No mesmo trabalho que o gene fsrD foi identificado, também foram identificados 

aminoácidos da proteína FsrB essenciais para a produção, maturação e possível transporte da 

GBAP para fora da célula (Arginina 66, Glicina 71, Histidina 73, Cisteina 80, Prolina 123 e 

Prolina 130) 84. O alinhamento efectuado entre as proteínas FsrB das estirpes QSE32 e LN68 

FsrD    V583 
FsrD    LN68 
FsrD   QSE32 



           Capítulo 4. Sequênciação dos Operões fsr e gelE-sprE 

54 
 

e a estirpe controlo V583 (figura 13) permitiu verificar que estes aminoácidos não foram 

alterados.  

 

4.2.3.3 Proteína FsrC (Histidina Cinase) 

 

 Ao analisar-se o alinhamento dos genes fsrC das estirpes QSE32 e LN68 com o da 

estirpe V583, verificou-se que a estirpe QS32 tem uma mutação de perda de sentido, enquanto 

a estirpe LN68 têm 5 mutações perda de sentido e 1 mutação sem sentido (Anexo 2.3). 

Relativamente à mutação identificada no QSE32 verificou-se que esta faz com que haja uma 

alteração de aminoácido dentro do mesmo grupo, apolar – Isoleucina 65 (I) por Valina (V) 

(figura 16). No que respeita às mutações encontradas na estirpe LN68 verificou-se que dentro 

das mutações sem sentido, somente uma provoca mudança de aminoácido entre grupos 

diferentes, grupo apolar para polar neutro – Alanina 428 (A) por Serina (S) (figura 16). As 

restantes mutações fazem com que as trocas sejam dentro do mesmo grupo: polar neutro - 

Tirosina 54 (Y) por Cisteina (C) e Tirosina 252 (Y) por Aspargina (N); apolar - Leucina 124 

(L) por Isoleucina (I); grupo polar básico - Lisina 385 (K) por Arginina (R) (Figura 16). 

 

 

 

(…) 

 

 

(…) 

 

 
 

 
Figura 16 – Sequência das proteínas FsrC das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequências das proteínas FsrC da estirpe 
controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 – alterações de aminoácidos que foram identificados. O quadro preto identifica a mutação sem 
sentido. O alinhamento completo encontra-se no Anexo 2.3.   

345 350 360 370 380 390 400 410 420 430
DNAIENSAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEEHGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHL
DNAIENSAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFRVMKKTKFSSKSNPEEHG-GLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGSVTQHL
DNAIENSAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEEHGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHL

209 220 230 240 250 260 270 280 290
IEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLLYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNM
IEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLLNSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNM
IEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLLYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNM

12540 50 60 70 80 90 100 110
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Relativamente à mutação sem sentido encontrada na estirpe LN68 verificou-se que 

esta provoca a mudança do Triptofano 403 para um codão STOP. Assim, esta alteração faz 

com a proteína FsrC desta estirpe seja uma proteína truncada relativamente à proteína da 

estirpe V583. A proteína FsrC da estirpe LN68 fica com menos 45 resíduos de aminoácidos 

na extremidade C-terminal. Este facto poderá ser importante para a explicação da 

incongruência de genótipo/ fenótipo encontrada na estirpe LN68.  

A análise Blastp para ambas as estirpes não permitiu encontrar os domínios da 

proteína FsrC neste programa. Assim, analisou-se os domínios da proteína FsrC da estirpe

V583 (EF1820) num outro programa e comparou-se esta com as proteínas FsrC do QSE32 e 

do LN68 47 (figura 17). A proteína FsrC de E. faecalis V583 tem dois domínios, o primeiro é 

o domínio de histidina cinase com uma zona de ATPase, e um outro (7tm_4) ligado ao 

mecanismo de trasdução de sinal com na extermidade C-terminal ATPase 48. Ao se efectuar a 

comparação entre as proteínas FsrC do V583 e as das estirpes estudadas verificou-se que a 

mutação da estirpe QSE32 (Isoleucina 65) poderá ter um efeito sob o domínio 7tm_4 e a 

mutação sem sentido da estirpe LN68 (triptofano 403) sob o domínio HATPase_c (figura 17). 

 

 

 
Figura 17 – Domínios putativos da proteína FsrC de E. faecalis V583. Esquema representativo dos domínios de FsrC de E. faecalis, 
constituído por um domínio envolvendo HATPase_c (“Histidine kinase”) e 7tm_4 (envolvido no mecanismo de transmissão de sinal)47.  

 

4.2.3.4 Gelatinase 

 

Analisando os alinhamentos efectuados com as sequências das estirpes estudadas, 

verificou-se que as 6 mutações de perda de sentido encontradas no gene gelE da estirpe 
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QSE32 provocam mudanças de aminoácidos – Arginina 96 (R) por Lisina (K); Prolina 134 

(P) por Leucina (L); Treonina 136 (T) por Aspargina (N); Leucina 139 (L) por Isoleucina (I) e 

Valina 169 (V) por Isoleucina (I). Estas mudanças são dentro do mesmo grupo de 

classificação, ou seja, dentro do grupo apolares, polares neutros e polares básicos (figura 18). 

O aminoácido Alanina 205 (A) foi subsitituida por Treonina (T), em que há troca de um 

aminoácido apolar por um polar neutro. Para além destas mutações, foi identificada uma 

delecção no final do gene gelE da estirpe QSE32. Esta provocou a mudança do codão STOP 

“AGT” para o codão STOP “TAA”. 

 No caso do gene gelE da estirpe LN68 identificaram-se quatro mutações de perda de 

sentido que provocam mudanças de aminoácidos dentro do mesmo grupo de classificação – 

polar básico (Arginina 96 (R) por Lisina (K)); polar neutro (Tirosina 136 (T) por Aspargina 

(N)) e apolar (Valina 247 (V) por Alanina (A)). A Alanina 205 e 248 (T) foram substituídas 

por Treonina (A), em que há troca de um aminoácido apolar por um polar neutro (figura 18).  

 

 

 

(…) 

 

 

Figura 18 - Sequências das gelatinases das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequências das proteínas gelatinases da 
estirpe controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32. O alinhamento completo encontra-se no Anexo 2.4. 

 

Ao se efectuar o Blastp, verificou-se que as gelatinases das estirpes QSE32 e LN68 

têm quatro domínios putativos (figura 19) 47. O domínio FTP encontra-se em bactérias com 

propéptidos peptidases M4 e propéptidos M36 de fungos. A sua função ainda não está bem 

definida mas pensa-se que inibe a peptidase para prevenir a sua activação prematura 48. Já o 
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LDKNGAVTSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKIIASDNPENKDLVFLAIDKRVNNEGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVN
LDKNGAVTSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKIIASDNLENKDIVFLAIDKRVNNEGQLFYKVRVTSSPTGDPISLVYKVN

186 200 210 220 230 240 250 260 270

QDLTEHVGSEVTLKNSFQVAFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLVALNQNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQR
QDLTEHVGSEVTLKNSFQVTFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLATLNQNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQR
QDLTEHVGSEVTLKNSFQVTFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLVALNQNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQR
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domino Peptidase_M4, é um domínio catalítico, enquanto o domínio Peptidase_M4_C é um 

domínio alfa-helical 48. Por último, o domínio LasB tem função no metabolismo e no 

transporte de aminoácidos 48 (figura 19).  

 

 

 
Figura 19 – Domínios putativos da gelatinase. Esquema representativo dos domínios da gelatinase das estirpes LN68 e QSE32, constituído 
por um FTP (“Fungalysin/Thermolysin Propetide Motif”), Peptidase_M4 (“Termolysin metallopeptidase”), Peptidase_M4_C (“Termolysin 
metallopeptidase”) e LasB (“Zinc Metalloprotease”)47.  

 

Analisando as zonas em que as mutações identificadas no gelE provocam alterações 

nos aminoácidos das proteínas gelatinases das estirpes QSE32 e do LN68, verificou-se que 

estas poderão afectar somente os domínios Peptidase_M4 e LasB. Como membro da família 

M4 das metaloproteases dependentes de zinco, a gelatinase possui um domínio conservado 

responsável pela coordenação do zinco no centro activo, que em E. faecalis é caracterizado 

pela sequência de aminoácidos HEMTH 17. Nas estirpes LN68 e QSE32 esta sequência não 

foi alterada (figura 20). 

 

 

 

Figura 20 – Sequências de aminoácidos das zonas conservadas do centro activo das gelatinases das estirpes V583, LN68 e QSE32. 
Alinhamento das zonas conservadas do centro activo das gelatinases em que se mantém inalterados. O quadro preto identifica o domíno 
conservado. O alinhamento completo encontra-se no Anexo 2.4.   

 

4.2.3.5 Proteínase Sérica 

 

Analisando as mutações de perda de sentido identificadas no gene sprE das estirpes LN68 

e QSE32, verificou-se que uma das mutações de perda de sentido encontradas na estirpe 
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QSE32 provoca mudança de aminoácidos dentro do mesmo grupo: apolares (Valina 237 (V) 

por Fenilalanina (F)). Duas mutações provocam a mudança de grupo de aminoácido: polar 

básico para apolar - (Treonina 130 (T) por Isoleucina (I)) e polar ácido para apolar - (ácido 

aspartico 235 (D) por Alanina (A)) (figura 21). Sendo esta última também encontrada na 

estirpe LN68. Na estirpe LN68 também foram identificadas duas mutações perda de sentido 

as quais são responsáveis pela mudança de aminoácido de diferentes grupos de classificação, 

do grupo apolar para polar neutro, glicina 154 (G) por Serina (S)) e, dentro do grupo apolar, 

Valina 237 (V) por Fenilalanina (F)) (figura 21). 

  

 

 
(…) 
 
 
 
 
 
Figura 21 - Sequência das proteases séricas das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequências das proteases séricas da 
estirpe controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 – alterações de aminoácidos que foram identificadas. O alinhamento completo 
encontra-se no Anexo 2.5. 

 

Efectuando um Blastp, verificou-se que as proteases séricas das estirpes QSE32 e 

LN68 têm um domínio putativo COG3591 (figura 22) 47, o qual corresponde a uma 

endopeptidase envolvida no metabolismo e no transporte de aminoácidos 48.  

 

 

 
 
Figura 22 – Domínios putativos da protease sérica. Esquema representativo do domínio COG3591 da protease sérica das estirpes LN68 e 
QSE32 47.  
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4.2.3.6 Análise da mutação encontrada no gene fsrC da estirpe E. faecalis LN68 em outras 

estirpes com fenótipo gelatinase negativo 

 

A análise dos alinhamentos efectuados anteriormente para as estirpes E. faecium QSE32 e 

E. faecalis LN68 permitiu a observação de alguns factos importantes dos quais se destaca a 

mutação sem sentido no gene fsrC da estirpe LN68 que conduz à síntese de uma proteína 

FsrC truncada (cf. mutação nº. 27 do quadro 8 ou aminoácido 403 do Anexo 2.3). A 

comparação entre as proteínas FsrC de E. faecalis V583 e FsrC da estirpe LN68, bem como 

dos domínios putativos, revelou que alteração do aminoácido 403 poderá afectar o domínio 

HATPase_c e consequentemente poder explicar a incongruência de genótipo/fenótipo desta 

estirpe (figura 17).  

Em seguida analisou-se a mutação nº27 da estirpe LN68 em outras estirpes com a mesma 

incongruência. Esta análise foi realizada nas estirpes inicialmente referidas§ – E. faecalis 

LN66, E. faecalis QN8, E. durans QSE15 e E. faecalis QSE125. Procedeu-se à sequênciação 

da zona em que se encontra a respectiva mutação. Estas sequênciações permitiram verificar 

que esta mutação encontra-se nas estirpes LN66, QN8 e QSE15 e não na estirpe QSE125, 

como as outras mutações encontradas no gene fsrC da estirpe LN68 foram igualmente 

observadas nas outras estirpes (figura 23 e Anexo 3).  

 

                           
 
 
Figura 23 – Sequências nucleótidicas da zona da mutação sem sentido encontrada na estirpe LN68, das estirpes V583, QSE32, LN68, 
LN66, QN8, QSE125 e QSE15. Alinhamento das sequências das estirpes em estudo, na zona da mutação sem sentido (nucleótido nº. 3004) 
identificada na estirpe LN68. O alinhamento completo também se encontra no Anexo 1.2. 

                                                 
§ A estirpe E. durans LSE4 não foi envolvida nesta pesquisa devido a já estar integrada em outros projectos. 
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Estas observações não excluem a hipótese de que a mutação na estirpe LN68, que 

conduz à síntese da proteína FsrC truncada, seja responsável pela incongruência 

genótipo/fenótipo observada nesta estirpe. È de referir que as estirpes analisadas são estirpes 

não caracterizadas molecularmente e que os operões fsr gelE-sprE não foram totalmente 

sequênciados. Neste contexto está em curso a construção de um mutante na estirpe LN68 em 

que é substituído o codão STOP encontrado por um codão que codifica para um triptofano, 

aminoácido encontrado na estirpe controlo V583. Paralelamente está a ser construído um 

mutante na estirpe V583 o qual introduz o mesmo codão STOP encontrado na estirpe LN68.  

Adicionalmente seria interessante analisar as sequências completas dos operões fsr e gelE-

sprE nas estirpes QSE15, QN8 e LN66, bem como em outras estirpes em que observasse a 

mesma incongruência genótipo/fenótipo. Todavia esta abordagem não exclui a hipótese de 

outras diferenças no genoma destas estirpes. 
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CCAAPPIITTUULLOO  55..  AANNÁÁLLIISSEE  DDOOSS  TTRRAANNSSCCRRIITTOOSS  DDOOSS  OOPPEERRÕÕEESS  ffssrr  EE  ggeellEE--sspprrEE    

 

5.1 Objectivos do estudo 

 

5.2 Resultados e discussão 
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CCAAPPIITTUULLOO  55..  AANNÁÁLLIISSEE  DDOOSS  TTRRAANNSSCCRRIITTOOSS  DDOOSS  OOPPEERRÕÕEESS  ffssrr  EE  ggeellEE--sspprrEE    

 

5.1 Objectivos do estudo 

 

A sequênciação dos operões fsr e gelE-sprE das estirpes E. faecalis LN68 e 

E. faecium QSE32 e a respectiva análise dos resultados (cf. Capitulo 4) permitiram verificar 

que, embora na estirpe LN68 a mutação encontrada no gene fsrC (a qual conduz à síntese de 

uma proteína FsrC truncada) possa explicar a incongruência genótipo/fenótipo observada 

nesta estirpe, as mutações observadas poderiam também ter algum efeito sobre o 

processamento e/ou estabilidade dos transcritos destes operões. É de salientar que na estirpe 

LN68 foi encontrada uma mutação na região promotora -10 do transcrito fsrB-fsrD-fsrC, a 

qual poderá afectar a quantidade de transcrito na célula. Adicionalmente deverá ser realçado 

que as estirpes analisadas não estão caracterizadas molecularmente podendo ter mutações em 

genes envolvidos na regulação da expressão génica e por conseguinte afectar a expressão 

destes operões. Este parte do trabalho centralizou-se na análise dos transcritos destes operões 

e os resultados apresentados são apenas preliminares. 

Estudos efectuados com os operões fsr e gelE-sprE têm mostrado que existe maior 

quantidade de transcritos dos genes destes operões no final da fase exponencial/ início da fase 

estacionária 9, 83, 95. Devido a este facto o estudo transcricional incidiu essencialmente nesta 

zona das fases de crescimento. Assim, este capítulo foi dividido em três fases: 

 

1. Estudo do crescimento de cada uma das estirpes; 

2. Extracção de RNA total na fase exponencial e estacionária das estirpes em estudo; 

3. Análise dos transcritos, fsrA, fsrB, fsrD, fsrC e gelE.  
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5.2 Resultados e discussão 

 

As curvas de crescimento das estirpes QSE32, LN68 e V583 foram efectuadas (figura 

24). Em seguida extraiu-se RNA em dez pontos ao longo da curva de crescimento para cada 

uma das estirpes (figura 25). Estes pontos foram escolhidos com base no que foi descrito 

relativamente à expressão destes genes e de forma a serem representativas da curva de 

crescimento.  
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Figura 24 – Curvas de crescimento das estirpes E. faecalis V583, E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32. Leitura da Absorvância 
(600nm) ao longo do tempo (min).  

 

Como já foi referido no Capítulo 2, é de salientar que os RNAs totais foram extraídos 

por dois protocolos distintos – kit (que não retêm os RNAs com um tamanho inferior a 

200 ribonucleótidos) e um outro optmizado para Enterococcus.  

Com a análise das curvas de crescimento decidiu-se extrair RNA em cinco pontos da 

curva (meio da fase exponencial; 2 pontos no final da fase exponencial; inicio da fase 

estacionária; fase estacionária) os quais seriam representativos das curvas de crescimento das 

estirpes em estudo (figura 25). Os RNAs totais extraídos foram migrados num gel de agarose 

o que permitiu verificar que os RNAs ribossomais (23S, 16S e 5S) não se encontravam 

degradados o que indicava que os mRNAs possivelmente não estavam degradados(figura 25). 
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Figura 25- Curvas de crescimento das estirpes E. faecalis LN68, E. faecium QSE32 e E. faecalis V583 (A1, A2 e A3) e respectivos 
RNAs extraídos (B1, B2 e B3). A1- Curva de crescimento da estirpe LN68 A2- Curva de crescimento da estirpe QSE32. A3- Curva de 
crescimento da estirpe V583. B1 – Imagem da migração do RNA total da estirpe LN68.B2 – Imagem da migração do RNA total da estirpe 
QSE32. B3 – Imagem da migração do RNA total da estirpe V583. Os pontos em que se extraíram RNA encontram-se identificados a laranja 
nos gráficos A1, A2 e A3 e identificados pelos números: 1 (meio da fase exponencial), 2 (final da fase exponencial), 3 (final da fase 
exponencial), 4 (início da fase estacionária) e 5 (fase estacionária). As imagens dos géis apresentadas (B1, B2 e B3) são o resultado da 
migração de 2,5 µg de RNA num gel 0,8% de agarose por electroforese. Os RNAs ribossomais (23S, 16S e 5S) estão identificados. A 
quantidade de RNA obtida correspondente ao ponto 1  da estirpe V583 não foi suficiente para migrar num gel de agarose. 
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Em seguida, procedeu-se à análise dos transcritos recorrendo á técnica de Northern-

blot. Inicialmente, decidiu-se estudar o transcrito fsrD na estirpe controlo, E. faecalis V583 

(figura 26). Como RNAs controlo construíram-se in vitro os transcritos fsrD e fsrB (figura 

26).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Os resultados obtidos por Northern-blot relativamente ao transcrito fsrD na estirpe 

V583 estão apresentados na figura 27.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

A análise da figura 27 permitiu observar um aumento da quantidade de transcrito fsrD 

ao longo da curva de crescimento. Esta observação poderá estar correlacionada com o 

Figura 27- Curva de crescimento da estirpe E. faecalis V583 (A3) e respectiva análise 
por Northern-blot do trasncrito fsrD (C3) utilizando a sonda fsrD. A3- Curva de 
crescimento da estirpe V583. C3 – Imagem do Northern-blot obtido com a sonda fsrD para 
a estirpe V583. O Northern-blot foi efectuado num gel de acrilamida de 6% e o xileno 
cianol migrou 14 cm. M1 corresponde ao marcador pUC Mix Marker 8 (Fermentas); M2 ao 
marcador pBR322-MspI digest (Biolabs). Os controlos estão identificados como fsrB e fsrD, 
que correspondem aos RNAs fsrD e fsrB sintetizados in vitro. As setas a vermelho 
identificam os transcritos fsrB-fsrD (739 nt) e fsrD (174 nt). Os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 
assinalados no gráfico A3 correspondem aos pontos 1, 2, 3, 4 e 5 da imagem C3. Estes 
representam as zonas da curva de crescimento em que foi extraído RNA total.  
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Figura 26- Identificação das sondas fsrD, fsrB e 
RNAs controlo in vitro fsrB e fsrD num excerto do 
operão fsr. A sonda fsrD, assinalada a vermelho, foi 
construída com os primers T7fsrD(1) e mfsrD e tem 
um tamanho de 193 nt. A sonda fsrB (laranja) foi 
construída com os primers T7fsrB e mfsrB e tem um 
tamanho de 537 nt. O fsrB in vitro (RNA controlo), 
representado com setas verdes, foi construído com 
os primers T7mfsrB e fsrB e têm um tamanho de 
707 nt. O fsrD in vitro (RNA controlo), assinalado a 
azul, foi construído com os primers T7mfsrD e rfsrD 
e têm um tamanho de 182 nt. 
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aumento da produção da GBAP com o aumento do número de células. No que respeita ao 

RNA controlo in vitro fsrD apresentou a banda esperada (182 nt) e outras com um tamanho 

aproximado. Este facto deve-se à terminação da transcrição pela T7 RNA polimerase não se 

efectuar num nucleótido preciso 40. No caso do RNA controlo in vitro fsrB, este também foi 

identificado com a sonda fsrD uma vez que a sonda fsrD contém parte do transcrito fsrB 

(figura 26). Analisando os pontos 1 a 5 identificados na figura 27, verifica-se o aparecimento 

de um conjunto de bandas entre os 1000 a 150 nucleótidos. Este facto, possivelmente, poderá 

estar relacionado com a maturação do transcrito fsrB-fsrD-fsrC sintetizado a partir de 

promotor Pb. Como o fsrD é transcrito conjuntamente com o fsrB e o fsrC, a as bandas 

observadas poderão corresponder a várias fases de maturação do transcrito fsrB-fsrD-fsrC. 

Assim, com esta sonda, seria de esperar pelo menos três transcritos: fsrB-fsrD-fsrC; fsrB-fsrD 

e fsrD bem como os intermediários do processamento. Como o tamanho do primeiro 

transcrito é relativamente grande para a sua correcta separação num gel de acrilamida, 

identificaram-se os restantes dois (figura 28). O facto da extremidade 3´ não estar mapeada 

faz com que não seja possível a identificação exacta do tamanho dos transcritos esperados 

(figura 28).            
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Figura 28- Transcritos esperados (A) e observados (B) na estirpe controlo V583. A- Esquema representativo dos genes fsrB, fsrD e fsrC 
do operão fsr e respectivos transcritos esperados. O transcrito putativo fsrB-fsrD-fsrC corresponde a um valor aproximado de 2080 nt; o 
transcrito putativo fsrB-fsrD corresponde a um valor aproximado de 740 nt e o transcrito putativo fsrD aproximadamente 174 nt. Estes 
tamanhos moleculares foram medidos a partir de SD (Shine-Dalgarno) até ao codão de terminação. B – Parte da imagem do gel de acrilamida 
da figura 27 com a identificação dos transcritos obtidos (quadrado e seta vermelha). O transcrito fsrB-fsrD e o transcrito fsrD identificados em 
B têm um tamanho molecular aproximado aos transcritos esperados apresentados em A. SD” – Shine-Dalgarno putativa. A SD e a SD” têm 
como base a literatura 84, 94. 
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Relativamente às estirpes E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32 os resultados obtidos 

não permitiram chegar a conclusões, isto porque tecnicamente não correram bem. Todavia, 

como se pode ver na figura 29 respeitante à estirpe QSE32, não se viram as bandas esperadas 

como observadas nas figuras 27 e 28, no entanto, verificou-se uma banda com tamanho 

superior que poderá indicar um defeciente ou não processamento do transcrito primário fsrB-

fsrD-fsrC. Novas experiências terão que ser realizadas para analisar esta hipótese e, 

possivelmente, terá que se recorrer à separação destes fragmentos de RNA de peso molecular 

superior num gel de agarose. 
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Figura 29- Curva de crescimento da estirpe E. faecium QSE32 (C2) e respectiva análise por Northern-blot do transcrito fsrD (C2) 
utilizando a sonda fsrD. A2- Curva de crescimento da estirpe QSE32. C2 – Imagem do Northern-blot obtido com a sonda fsrD para a 
estirpe QSE32. O Northern-blot foi efectuado num gel de acrilamida de 6% e o xileno cianol migrou 19 cm. M2 - ao marcador pBR322 MspI 
digest (Biolabs). O controlo identificado como fsrD corresponde ao RNA fsrD sintetizado in vitro.Os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 assinalados no 
gráfico A2 correspondem aos pontos 1, 2, 3, 4 e 5 da imagem C2. Estes representam as zonas da curva de crescimento em que foi extraído 
RNA total.  

 

De seguida analisou-se o transcrito fsrB nas três estirpes. Para esta análise utilizaram-se os 

5 pontos de cada estirpe representativos das diferentes fases da curva de crescimento. Os 

resultados obtidos parecem mostrar diferentes transcritos entre a estirpe controlo V583 e as 

estirpes LN68 e QSE32. Enquanto na estirpe V583 observaram-se bandas com tamanhos 

inferiores a 1000 nt, nas estirpes LN68 e QSE32 observaram-se apenas bandas com tamanho 
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superior. Esta diferença detectada entre a estirpe controlo e as restantes poderá estar 

novamente correlacionada com a diferente maturação/processamento dos RNAs. Com a sonda 

fsrB utilizada (figura 26) seria de esperar a detecção de três transcritos: fsrB-fsrD-fsrC, fsrB-

FsrD e fsrB, parecendo este último ser detectado apenas na estirpe V583. Tal facto sugere 

uma diferença entre a estirpe controlo e as duas estirpes analisadas, todavia, o Northern-blot 

terá que ser repetido para confirmar este resultado. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30- Análise por Northern-blot do transcrito fsrB nas estirpes E. faecalis V583, E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32 utilizando 
a sonda fsrB. Os pontos 1, 2, 3 4 e 5 de cada uma estirpe (figura 25) estão apresentados como V1,V2, V3 e V4 para V583, L1, L2, L3, L4 e 
L5 para LN68 e Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5 para QSE32. A V2, L2 e Q3 sublinhadas são amostras em que foram migrados 10 µg de RNA total, 
enquanto as restantes têm 5 µg. A aplicação de diferentes quantidades de RNA foi importante, pois com a utilização do dobro de RNA total 
poderia vir a se detectar RNA pouco abundantes e por sua vez, importantes para o funcionamento dos operões fsr e gelE-sprE. O Northern-
blot foi efectuado num gel de acrilamida de 5% e o xileno cianol migrou 38 cm. M1 corresponde ao marcador pUC Mix Marker 8 
(Fermentas); M2 ao marcador pBR322 -MspI digest (Biolabs). O controlo RNA está identificado como fsrB.. A seta a vermelho indica o 
possível transcrito fsrB. 

 
 

O mesmo tipo de análise foi efectuada para o transcrito fsrA, e novamente foram 

detectados nas estirpes QSE32 e LN68 transcritos com tamanho distinto e superior ao da 

estirpe V583. Assim, analisou-se os RNAs totais extraídos nos cinco pontos da curva de 

crescimento de cada estirpe num Northern-blot de acrilamida (figura 31). 

 A observação da figura 31, permitiu verificar novamente diferenças entre a estirpe 

controlo e as estirpes QSE32 e LN68. Apesar da difícil nitidez da imagem, observou-se a 
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presença de uma banda na estirpe V583 com o tamanho aproximado de 880 nt a qual poderá 

corresponder ao transcrito fsrA (apesar da extremidade 5´ deste transcrito estar mapeada 95, a 

sua extremidade 3´, ou seja, a qual corresponde o fim da transcrição não foi mapeada logo não 

se sabe o tamanho exacto do transcrito fsrA). Já nas outras estirpes, esta banda parece ter um 

tamanho superior. Com a observação desta figura também foi perceptível o aparecimento de 

bandas superiores ao 1000 nucleótidos. Este facto poderá ser interessante para estudos 

posteriores devido a estar descrito que o gene fsrA tem o seu próprio promotor e ser transcrito 

sozinho 94.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 31- Análise por Northern-blot do transcrito fsrA nas estirpes estirpes E. faecalis V583, E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32 
utilizando a sonda fsrA. Os pontos 1, 2, 3 4 e 5 de cada uma estirpe (figura 25) estão apresentados como V1,V2, V3 e V4 para V583, L1, 
L2, L3, L4 e L5 para LN68 e Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5 para QSE32. O Northern-blot foi efectuado num gel de acrilamida de 5% e o xileno 
cianol migrou 30 cm. M1 corresponde ao marcador pUC Mix Marker 8 (Fermentas); M2 ao marcador pBR322 MspI digest (Biolabs). As 
setas a vermelho indicam os possíveis transcritos fsrA. 

  

Adicionalmente foram também analisados os transcritos fsrC e gelE, recorrendo à 

separação dos RNAs totais em gel de agarose devido a estes transcritos terem um tamanho 

molecular elevado (aproximadamente 1500 nt (fsrC) e 1700 nt (gelE)). No entanto não se 

detectaram bandas. Este facto poderá significar que estes transcritos são muito pouco 

abundantes na célula e consequentemente difíceis de serem visualizados por Northern-blot. 
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6.1 Objectivos do estudo 

 

6.2 Resultados e Discussão 
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CCAAPPIITTUULLOO  66..  EESSTTUUDDOO  DDAA  VVIIRRUULLÊÊNNCCIIAA  EEMM  MMOODDEELLOOSS  AANNIIMMAAIISS  ––  CC..  eelleeggaannss  EE  GG..  

mmeelllloonneellllaa  

 

6.1 Objectivos do estudo 

 

 Os nematódos C. elegans e G. mellonella têm sido descritos como bons modelos 

animais para o estudo da virulência associada à gelatinase em E. faecalis. Assim, este capítulo 

teve como objectivo analisar a virulência de três espécies, nomeadamente E. faecalis, E. 

faecium e E. durans nestes nematódos. Os estudos de virulência em C. elegans e G. 

mellonella e o respectivo tratamento de resultados foram efectuados pelo grupo de 

investigação “Opportunism and pathogenicity of Enterococci” do Instituto INRA (“l´institut 

National de la Recherche Agronomique”) com as estirpes E. faecalis LN68, 

E. faecium QSE32, E. faecalis QA29B e E. durans LSE4.  
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6.2 Resultados e Discussão 

 

Inicialmente foram efectuados os estudos de virulência em C. elegans. Os resultados 

obtidos estão apresentados nos gráficos 1, 2, 3 e 4 da figura 32. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Figura 32 – Estudo da virulência de diferentes estirpes de Enterococcus em C. elegans. Percentagem de sobrevivência de C. elegans (%) 
ao longo do tempo (horas) que esteve em contacto com as estirpes E. faecalis OG1RF (estirpe controlo), E. faecalis LN68 (gráfico 1), E. 
durans LSE4 (gráfico 2), E. faecalis QA29B (gráfico 3) e E. faecium QSE32 (gráfico 4). 

 

A análise da figura 32 permitiu verificar que a estirpe QA29B é a mais virulenta, a 

estirpe QSE32 a menos virulenta e que as estirpes LSE4 e LN68 apresentaram virulência 

atenuada (figura 32). A análise destes resultados conjuntamente com a presença dos operões 

fsr e gelE-sprE mostrou incongruência, pois, por exemplo, a estirpe LN68 (GelE-) é mais 

virulenta do que a estirpe QSE32 (GelE+). Esta observação sugere que para além da 
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actividade gelatinase, a espécie possa também ser relevante para a virulência em C. elegans 

e/ou que poderá existir outros factores distintos nas duas estirpes que sejam responsáveis pela 

diferença observada.  

Uma vez que não é possível saber a quantidade exacta de Enterococcus ingeridos por 

cada C. elegans será difícil estabelecer uma correlação correcta entre o número de nematódos 

sobreviventes e a virulência da estirpe em estudo. Neste contexto decidiu-se utilizar um outro 

modelo animal, G. mellonella, no qual se sabe a quantidade exacta de células que são 

injectadas. Os resultados obtidos apresentam-se nos gráficos 5, 6, 7 e 8 da figura 33. Neste 

modelo, a estirpe LN68 apresentou-se como a mais virulenta e a estirpe QSE32 a menos 

virulenta. Por outro lado, as estirpes QA29B e LSE4 apresentaram virulência atenuada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33 – Estudo da virulência de diferentes estirpes de Enterococcus em G. mellonella. Percentagem de sobrevivência da G. 
mellonella ao longo tempo (horas) para a estirpe controlo OG1RF e as estirpes E. faecalis LN68 (gráfico nº.5), E. durans LSE4 (gráfico 
nº.6), E. faecalis QA29B (gráfico nº.7) e E. faecium QSE32 (gráfico nº.8).  
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As estirpes QSE32 e LSE4 apresentam resultados idênticos em ambos os modelos, o 

que pode indicar que a espécie E. faecium não é virulenta e a espécie E. durans produz 

virulência atenuada. 

Os resultados obtidos pelas estirpes LN68 (GelE-) e QA29B (GelE+) em ambos 

nematódos mostraram-se contraditórios. Este facto aponta para que a gelatinase pode não ser 

o único factor que esteja a provocar esta diferença de virulência. Estes factores podem estar 

nas diferenças existentes no genoma de cada estirpe ou até mesmo na diferença dos sistemas 

de defesa dos nematódos (cf. Introdução). 

Ao analisar ambos os ensaios efectuados com C. elegans e G. mellonella, não foi 

possível efectuar uma correlação entre ambos os modelos animais e a virulência das três 

espécies de Enterococcus estudadas. Este estudo terá que ser alargado para um maior número 

de estirpes de cada espécie de Enterococcus para se poder obter um grau de confiança maior 

e, possivelmente, para encontrar níveis de virulência diferentes em diferentes espécies. 
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CCAAPPIITTUULLOO  77..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  EE  PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  FFUUTTUURRAASS    

 

Neste trabalho pretendeu-se aprofundar o conhecimento sobre a regulação da 

expressão dos operões fsr e gelE-sprE em Enterococcus, bem como, procurar compreender a 

relação existente entre este operão e a virulência de Enterococcus. Assim, é de referir que se 

teve em consideração a homologia existente entre o operão fsr e o operão agr de 

Staphylococcus, o qual tem sido demonstrado regular a virulência e a patogenicidade de 

Staphylococcus (cf. Introdução geral). 

Este estudo foi iniciado pela análise da incongruência observada entre o genótipo e o 

fenótipo gelatinase associado aos operões fsr e gelE-sprE em diferentes estirpes de 

Enterococcus representativas de três espécies: E. faecalis (estirpes LN68, LN66, QSE125 e 

QA29b), E. durans (estirpes QN8, LSE4 e QSE15) e E. faecium (estirpe QSE32). Das oito 

estirpes iniciais foram escolhidas duas para analisar molecularmente: uma com congruência 

genótipo/fenótipo e pertencente a uma espécie diferente da estirpe controlo E. faecalis V583, 

E. faecium QSE32, e outra com incongruência genótipo/fenótipo pertecente à mesma espécie 

da estirpe controlo, E. faecalis LN68. Os resultados obtidos, para além dos efeitos directos 

sobre a proteína FsrC (estirpe LN68) e o péptido GBAP (estirpe QSE32), sugerem que a 

regulação da expressão dos operões estudados é efectuada a diversos níveis, por exemplo, a 

nível da iniciação da transcrição, bem como a nível do e processamento dos transcritos 

primários. 

Na estirpe E. faecalis LN68 os resultados obtidos sugerem uma deficiente transdução 

de sinal no sistema de dois componentes entre as proteínas FsrC e a proteína FsrA. A mutação 

identificada no gene fsrC nesta estirpe (cf. Capítulo 4) faz com que o domínio HAtpase seja 

afectado. Este facto leva a supor que a fosforilação da proteína FsrA seja afectada e 
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consequentemente a activação do promotor Pb, responsável pela transcrição dos genes fsrB-

fsrD-fsrC, e Pe, responsável pela transcrição dos genes gelE-sprE (cf. Figura 4). Recorrendo 

ao programa SOSUI 1.11, foi possível prever que a estrutura intramembranar da proteína 

FsrC da estirpe V583 é constituída por oito domínios transmembranares, sete dos quais têm 

estrutura em hélice primária e um outro em hélice secundária** (figura 34A) 43. A mesma 

análise para a proteína FsrC da estirpe LN68 mostra que esta mantém os oito domínios 

transmembranares, mas todos com estruturas em hélice primária e com uma zona C-terminal 

menor (devido a ser uma proteína truncada) do que a FsrC de V583 (figura 34B). O mesmo 

tipo de análise para a proteína homóloga AgrC, histidina cinase do sistema agr mostra que a 

zona censora e a zona cinase estão nos locais assinalados na figura 34 66. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
**

 Os autores do programa SOSUI indicam que estas têm a função de estabilizar a interacção com outros segmentos transmembranares e têm 
na sua constituição grupos polares 41,42  

Figura 34 – Estruturas intramenbranares 
das histidinas cinases FsrC das estirpes E. 
faecalis V583 e E. faecalis LN68. Estas 
estruturas foram construídas através do 
programa de previsão de estruturas 
membranares SOSUI 1.11 43. 34A Estrutura 
membranar da proteína FsrC da estirpe 
V583. Esta proteína é constituída por sete 
hélices das quais uma é uma hélice 
secundária. Nesta estão identificadas as 
mutações encontradas na estirpe LN68. As 
mutações identificadas na estirpe LN68 
estão numeradas (1, 2, 3, 4, 5 e 6) e 
assinaladas com um círculo vermelho. O 
início e final do domínio HAtpase está 
assinalado com as letras A e B, e 
supostamente inicia-se na Isoleucina e acaba 
na Arginina. 34B Estrutura intramembranar 
da proteína FsrC da estirpe LN68. Esta 
proteína é constituída por sete hélices 
primárias. Nesta estão identificadas as 
mutações encontradas na estirpe LN68. 
 
 
 
 
 
Legenda: 
 
 1– Tirosina 54 (Y) – Cisteína (C); 2– Isoleucina 
65 (I) – Valina (V); 3- Leucina 124 (L) - Isoleucina 
(I); 4- Tirosina 252 (Y); 5 –Lisina 385 (K) – 
Arginina (R); 6- Triptofano (W) – STOP; 7 – 
Alanina 428 (A) - Serina (S). 

34A 

34B 
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A mudança de estrutura dos domínios intramembranares é provocada por uma das 

mutações perda de sentido, identificada na sequência do gene fsrC, a qual conduz à alteração 

de aminoácido assinalada com o número 3 na figura 34. Esta observação poderá indicar que 

as mutações perda de sentido que conduzem às substituições de aminoácidos, assinaladas na 

proteína FsrC da estirpe LN68, poderão também contribuir para a incongruência entre o 

genótipo e fenótipo e, possivelmente, afectar a actividade da proteína. Na realidade e apesar 

do programa SOSUI 1.11 não ser preciso, este demonstrou que as mutações identificadas 

nesta estirpe afectam a conformação da proteína FsrC e, possivelmente, a sua actividade. 

Assim, como referido no Capítulo 4, está em curso a construção de um mutante no qual será 

substituído o codão STOP encontrado por um codão que codifica para um Triptofano, 

aminoácido encontrado na estirpe controlo V583. Paralelamente, e para averiguar se as outras 

mutações encontradas que conduzem a substituições de aminoácidos são relevantes para a 

função desta proteína, está também a ser construído um mutante na estirpe V583 no qual se 

está a introduzir apenas o codão STOP encontrado na estirpe LN68. Mesmo que se venha a 

confirmar o papel desta mutação na alteração do fenótipo da estirpe LN68, não se pode 

excluir a hipótese da existência de outros elementos reguladores da expressão destes operões, 

exteriores às regiões sequenciadas. 

No que respeita à estirpe E. faecium QSE32, os resultados obtidos indicam a 

existência de uma GBAP madura com uma sequência de aminoácidos e actividade diferente 

(GBAP madura com a substituição da Aspargina por Isoleucina). De facto, resultados não 

publicados e comunicados por Jiro Nakayama (“Dapartment of Bioscience and 

Biotechonology, Faculty of Agriculture, Graduate School, Japan”) indicam que GBAPs com 

uma mudança de aminoácido, de Aspargina para Alanina, são menos activas e é necessário 

um maior número de moléculas de GBAP para a indução do sistema de dois componentes 
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FsrC/FsrA. Sendo assim, será interessante estudar a actividade da GBAP produzida por esta 

estirpe de forma a verificar se a mutação encontrada poderá provocar alteração na 

funcionalidade deste péptido e, consequentemente, na activação dos promotores Pb e Pe. 

A análise realizada dos transcritos dos operões fsr e gelE-sprE nas estirpes V583, 

LN68 e QSE32 parece indicar que o processamento dos transcritos primários difere de estirpe 

para estirpe, no entanto, esta hipótese terá que ser aprofundada. Por outro lado, tal como 

acontece no sistema agr em S. aureus, a expressão do sistema fsr pode também ser regulada 

por RNAs reguladores a nível pós-transcricional. Assim, será interessante estudar no futuro a 

possível existência deste tipo de moléculas envolvidas na regulação do sistema fsr. 

No que se refere ao estudo de virulência, realizados usando C. elegans e 

G. mellonella, foram analisadas quatro estirpes: E. faecium QSE32 (Gel+), E. durans LSE4 

(GelE-) E. faecalis LN68 (GelE-) e E. faecalis QA29b (GelE+) - e comparadas com a estirpe 

controlo E. faecalis OG1RF. Estes estudos permitiram concluir que nestes dois nematódos as 

espécies E. faecium e E. durans são menos virulentas que a espécie E. faecalis. No entanto, 

para confirmar esta hipótese terão de ser estudada um maior número de estirpes 

representativas de cada espécie. Relativamente à correlação entre o fenótipo gelatinase e a 

virulência, os resultados sugerem não existir correlação com a espécie E. faecium. Este facto 

deve-se, possivelmente, à GBAP que a estirpe E. faecium QSE32 produz. Sabendo que é 

necessário um maior número de GBAPs para activar o sistema fsr, possivelmente também 

será necessário um maior número de células para a produção do efeito virulento. Neste 

contexto é interessante notar que se observaram diferenças na virulência das estirpes LN68 e 

QA29b (ambas E. faecalis) em C. elegans e G. mellonella. Estes resultados apontam para que 

a virulência de cada estirpe, mesmo da espécie, seja o resultado de um conjunto de factores 
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intrínsecos ao próprio genoma de cada estirpe ou a diferenças no sistema de defesa dos 

nematódos. Mais estudos terão que ser efectuados para a confirmação desta hipótese.  

 

O presente trabalho sugere que a incongruência genótipo/fenótipo identificada e 

estudada em diferentes estirpes de Enterococcus poderá estar relacionada com as mutações 

encontradas no genoma de cada estirpe e que a virulência destas bactérias é o resultado de 

uma série de factores intrínsecos aos genomas de cada estirpe, o qual não pode ser explicado 

somente pela presença dos operões fsr e gelE-sprE. Neste contexto, estudos recentes 

demonstraram que o regulador FsrA em E. faecalis OG1RF afecta o operão etonolamina 

enquanto em E. faecalis V583 já não se verifica o mesmo 9, 18. Com estes estudos sugere-se 

que cada estirpe de enterococcos pode apresentar o seu próprio comportamento e que ainda se 

sabe muito pouco relativamente aos mecanismos envolvidos na expressão da virulência destas 

bactérias Gram-positivas.  
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AANNEEXXOOSS  

 

Anexo 1. Alinhamento de DNA. Alinhamento dos operões fsr e gelE-sprE das estirpes 

E.faecalis LN68 e E. faecium QSE32 com a estirpe controlo E. faecalis V583. 

 

Anexo 2. Alinhamento de proteínas. Alinhamento das proteínas dos operões fsr e gelE-

sprE das estirpes E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32 com a estirpe controlo E. faecalis 

V583. 

Anexo 2.1 Proteinas FsrA, Regulador. 

 Anexo 2.2 Proteinas FsrB (incluindo a FsrD), “Accessory gene regulator B”.   

 Anexo 2.3 Proteinas FsrC, Histidina Cinase. 

 Anexo 2.4 Proteinas Gelatinase. 

 Anexo 2.5 Proteinas Protease sérica. 

 

Anexo 3. Análise da mutação encontrada no gene fsrC na estirpe E. faecalis LN68 nas 

estirpes E. faecalis LN66, E. durans QN8, E. durans QSE125 e E. faecalis QSE15.
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Anexo 1. Alinhamento de DNA. Alinhamento dos operões fsr e gelE-sprEdas 

estirpes E.faecalis LN68 e E. faecium QSE32 com a estirpe controlo E.faecalis 

V583. 

 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
AGAGACAATAGTCCTCATGATTCGTTAGAAAAAGATGAATAGTCCAAAGTV583 (1) 
AGAGACAATAGTCCTCATGATTCGTTAGTAAAAGATGAATAGTCCAAAGTLN68 (1) 
---------------------------------------TAGTCCAAAGTQSE32 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
ACTCTTTCTTGATCCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTACV583 (51) 
ACTCTTTCTTGATGCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTACLN68 (51) 
ACTCTTTCTTGATGCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTACQSE32 (12) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTTV583 (101) 
TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTTLN68 (101) 
TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTTQSE32 (62) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
TTTATCTCTTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGTV583 (151) 
TTTATCTTTTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGTLN68 (151) 
TTTATCTTTTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGTQSE32 (112) 

 Section 5
201 250210 220 230 240(201) 
CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAAV583 (201) 
CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAALN68 (201) 
CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAAQSE32 (162) 

 Section 6
251 300260 270 280 290(251) 
TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAAV583 (251) 
TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAALN68 (251) 
TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAAQSE32 (212) 

 Section 7
301 350310 320 330 340(301) 
GTATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAATV583 (301) 
GCATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAATLN68 (301) 
GCATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAATQSE32 (262) 

 Section 8
351 400360 370 380 390(351) 
CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACGV583 (351) 
CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACGLN68 (351) 
CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACGQSE32 (312) 



 Section 9
401 450410 420 430 440(401) 
CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAGV583 (401) 
CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAGLN68 (401) 
CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAGQSE32 (362) 

 Section 10
451 500460 470 480 490(451) 
GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCTV583 (451) 
GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCTLN68 (451) 
GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCTQSE32 (412) 

 Section 11
501 550510 520 530 540(501) 
GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAATV583 (501) 
GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAATLN68 (501) 
GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAATQSE32 (462) 

 Section 12
551 600560 570 580 590(551) 
ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGATV583 (551) 
ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGATLN68 (551) 
ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGATQSE32 (512) 

 Section 13
601 650610 620 630 640(601) 
TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGAV583 (601) 
TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGALN68 (601) 
TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGAQSE32 (562) 

 Section 14
651 700660 670 680 690(651) 
AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTTV583 (651) 
AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTTLN68 (651) 
AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTTQSE32 (612) 

 Section 15
701 750710 720 730 740(701) 
CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGATV583 (701) 
CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGATLN68 (701) 
CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGATQSE32 (662) 

 Section 16
751 800760 770 780 790(751) 
CATCGTGTGTCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAACV583 (751) 
CATCGTGTATCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAACLN68 (751) 
CATCGTGTATCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAACQSE32 (712) 



 Section 17
801 850810 820 830 840(801) 
GTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAATV583 (801) 
TTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAATLN68 (801) 
TTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAATQSE32 (762) 

 Section 18
851 900860 870 880 890(851) 
CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCATV583 (851) 
CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCATLN68 (851) 
CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCATQSE32 (812) 

 Section 19
901 950910 920 930 940(901) 
CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAGAAGATATTAV583 (901) 
CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAAAAGATATTALN68 (901) 
CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAAAAGATATTAQSE32 (862) 

 Section 20
951 1000960 970 980 990(951) 
TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGA-GGGATAATGACTAATV583 (951) 
TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGAAGGGATAATGACTAATLN68 (951) 
TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGAAGGGATAATGACTAATQSE32 (912) 

 Section 21
1001 10501010 1020 1030 1040(1001) 
TAAGGAATTATCTATCTATTAGTCGCTATATTCGTTATAATTTAGTGCAAV583 (1000) 
TAAAGAATTATCTATCTATTACTCGCCATATTCGTTAAAATTTAGTGCAALN68 (1001) 
TAAAGAATTATCTATCTATTACTCGCCATATTCGTTATAATTTAGTGCAAQSE32 (962) 

 Section 22
1051 11001060 1070 1080 1090(1051) 
TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATTV583 (1050) 
TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATTLN68 (1051) 
TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATTQSE32 (1012) 

 Section 23
1101 11501110 1120 1130 1140(1101) 
ATGGATATGGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTAV583 (1100) 
ATGGATATAGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTALN68 (1101) 
ATGGATATGGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTAQSE32 (1062) 

 Section 24
1151 12001160 1170 1180 1190(1151) 
TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATCTTCTGATGATTCTGAV583 (1150) 
TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATTTTCTGATGATTCTGALN68 (1151) 
TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATTTTCTGATGATTCTGAQSE32 (1112) 



 Section 25
1201 12501210 1220 1230 1240(1201) 
TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTCV583 (1200) 
TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTCLN68 (1201) 
TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTCQSE32 (1162) 

 Section 26
1251 13001260 1270 1280 1290(1251) 
GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACTAAV583 (1250) 
GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACCAALN68 (1251) 
GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACTAAQSE32 (1212) 

 Section 27
1301 13501310 1320 1330 1340(1301) 
ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTCGCCATACCATTTGV583 (1300) 
ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTCGCCATACCATTTGLN68 (1301) 
ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTTGCTATACCATTTGQSE32 (1262) 

 Section 28
1351 14001360 1370 1380 1390(1351) 
TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTCTATTGV583 (1350) 
TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTTTATTGLN68 (1351) 
TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTCTATTGQSE32 (1312) 

 Section 29
1401 14501410 1420 1430 1440(1401) 
ATGTGCCTCTTAGTCGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACAAGGAACAGCV583 (1400) 
ATTTGCCTCTTAGTCGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACAAGGAACAGCLN68 (1401) 
ATTTGCCTCTTAGTTGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACACGGAACAGCQSE32 (1362) 

 Section 30
1451 15001460 1470 1480 1490(1451) 
GATTGAACCTGTTCAGCCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCCV583 (1450) 
AATCGAACCTGTTCAGCCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCCLN68 (1451) 
AATTGAACCTGTTCAACCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCCQSE32 (1412) 

 Section 31
1501 15501510 1520 1530 1540(1501) 
TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAGV583 (1500) 
TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAGLN68 (1501) 
TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAGQSE32 (1462) 

 Section 32
1551 16001560 1570 1580 1590(1551) 
ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCATCCAAGGTCTGATGATACTV583 (1550) 
ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCATCCAAGGTCTGATGATACTLN68 (1551) 
ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCGTCCAAGGTCTGATGATACTQSE32 (1512) 



 Section 33
1601 16501610 1620 1630 1640(1601) 
CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGAAATTTGGTAV583 (1600) 
CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGAAATTTGGTALN68 (1601) 
CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGACATTTGGTAQSE32 (1562) 

 Section 34
1651 17001660 1670 1680 1690(1651) 
AAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAAGTTAGTGATV583 (1650) 
AAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAAGTTAGTGATLN68 (1651) 
CAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAGGTCCGTGATQSE32 (1612) 

 Section 35
1701 17501710 1720 1730 1740(1701) 
GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCAATATATTTGGV583 (1700) 
GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCAATATATTTGGLN68 (1701) 
GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCATTATATTTGGQSE32 (1662) 

 Section 36
1751 18001760 1770 1780 1790(1751) 
ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGATV583 (1750) 
ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGATLN68 (1751) 
ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGATQSE32 (1712) 

 Section 37
1801 18501810 1820 1830 1840(1801) 
TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTTV583 (1800) 
TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTTLN68 (1801) 
TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTTQSE32 (1762) 

 Section 38
1851 19001860 1870 1880 1890(1851) 
TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTAV583 (1850) 
TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTALN68 (1851) 
TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTAQSE32 (1812) 

 Section 39
1901 19501910 1920 1930 1940(1901) 
CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTTV583 (1900) 
CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTTLN68 (1901) 
CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTTQSE32 (1862) 

 Section 40
1951 20001960 1970 1980 1990(1951) 
GGGCTACTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTATTTTTACAGGATV583 (1950) 
GGGTTGCTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTATTTTTACAGGATLN68 (1951) 
GGGCTACTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTGTTTTTACAGGATQSE32 (1912) 



 Section 41
2001 20502010 2020 2030 2040(2001) 
TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTGV583 (2000) 
TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTGLN68 (2001) 
TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTAQSE32 (1962) 

 Section 42
2051 21002060 2070 2080 2090(2051) 
TCTGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAACV583 (2050) 
TCTGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAACLN68 (2051) 
TCCGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAACQSE32 (2012) 

 Section 43
2101 21502110 2120 2130 2140(2101) 
GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGAV583 (2100) 
GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGALN68 (2101) 
GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGAQSE32 (2062) 

 Section 44
2151 22002160 2170 2180 2190(2151) 
TTGCCTCAAATGTTCTTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAAV583 (2150) 
TTGCCTCAAATGTTATTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAALN68 (2151) 
TTGCCTCAAATGTTCTTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAAQSE32 (2112) 

 Section 45
2201 22502210 2220 2230 2240(2201) 
ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCGV583 (2200) 
ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCGLN68 (2201) 
ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCGQSE32 (2162) 

 Section 46
2251 23002260 2270 2280 2290(2251) 
AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTGV583 (2250) 
AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTGLN68 (2251) 
AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTGQSE32 (2212) 

 Section 47
2301 23502310 2320 2330 2340(2301) 
TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTCV583 (2300) 
TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTCLN68 (2301) 
TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTCQSE32 (2262) 

 Section 48
2351 24002360 2370 2380 2390(2351) 
ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTTV583 (2350) 
ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTTLN68 (2351) 
ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTTQSE32 (2312) 



 Section 49
2401 24502410 2420 2430 2440(2401) 
AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCAV583 (2400) 
AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCALN68 (2401) 
AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCAQSE32 (2362) 

 Section 50
2451 25002460 2470 2480 2490(2451) 
ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCCV583 (2450) 
ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCCLN68 (2451) 
ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCCQSE32 (2412) 

 Section 51
2501 25502510 2520 2530 2540(2501) 
ATTAACGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGTAV583 (2500) 
ATTAACGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGAALN68 (2501) 
ATTAATGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGTAQSE32 (2462) 

 Section 52
2551 26002560 2570 2580 2590(2551) 
TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAAV583 (2550) 
TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAALN68 (2551) 
TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAAQSE32 (2512) 

 Section 53
2601 26502610 2620 2630 2640(2601) 
TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAAV583 (2600) 
TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAALN68 (2601) 
TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAAQSE32 (2562) 

 Section 54
2651 27002660 2670 2680 2690(2651) 
TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACTV583 (2650) 
TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACTLN68 (2651) 
TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACTQSE32 (2612) 

 Section 55
2701 27502710 2720 2730 2740(2701) 
CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGV583 (2700) 
CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGLN68 (2701) 
CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGQSE32 (2662) 

 Section 56
2751 28002760 2770 2780 2790(2751) 
TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTTGATACATCAATCGACTTAGTGGTTV583 (2750) 
TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTLN68 (2751) 
TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTQSE32 (2712) 



 Section 57
2801 28502810 2820 2830 2840(2801) 
GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCV583 (2800) 
GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCLN68 (2801) 
GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCQSE32 (2762) 

 Section 58
2851 29002860 2870 2880 2890(2851) 
AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAAV583 (2850) 
AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAALN68 (2851) 
AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAAQSE32 (2812) 

 Section 59
2901 29502910 2920 2930 2940(2901) 
CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAAGV583 (2900) 
CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAGGLN68 (2901) 
CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAAGQSE32 (2862) 

 Section 60
2951 30002960 2970 2980 2990(2951) 
GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAATCCAGAAGAGCACGGV583 (2950) 
GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGLN68 (2951) 
GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGQSE32 (2912) 

 Section 61
3001 30503010 3020 3030 3040(3001) 
TTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTGV583 (3000) 
TTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTGLN68 (3001) 
TTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTGQSE32 (2962) 

 Section 62
3051 31003060 3070 3080 3090(3051) 
ATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCACTCAACATTTAATTATTV583 (3050) 
ACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTACTCAACATTTAATTATTLN68 (3051) 
ATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCACTCAACATTTAATTATTQSE32 (3012) 

 Section 63
3101 31503110 3120 3130 3140(3101) 
GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACAV583 (3100) 
GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACALN68 (3101) 
GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACAQSE32 (3062) 

 Section 64
3151 32003160 3170 3180 3190(3151) 
ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTATGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTV583 (3150) 
ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTATGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTLN68 (3151) 
ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGATACGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTQSE32 (3112) 



 Section 65
3201 32503210 3220 3230 3240(3201) 
CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGV583 (3200) 
CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGLN68 (3201) 
CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGQSE32 (3162) 

 Section 66
3251 33003260 3270 3280 3290(3251) 
AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGAV583 (3250) 
AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGALN68 (3251) 
AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGAQSE32 (3212) 

 Section 67
3301 33503310 3320 3330 3340(3301) 
AAAATTAGGGAGGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGGV583 (3300) 
AAAATTAGGGAGGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGGLN68 (3301) 
AAGATTAGGGAAGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGGQSE32 (3262) 

 Section 68
3351 34003360 3370 3380 3390(3351) 
AAACTGGGGAAGGAGTTAATTGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATACV583 (3350) 
AAACTGGGGAAGGAGTTAATTGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATACLN68 (3351) 
AAACTGGGGAAGGAGTTAATCGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATACQSE32 (3312) 

 Section 69
3401 34503410 3420 3430 3440(3401) 
ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACTV583 (3400) 
ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACTLN68 (3401) 
ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACTQSE32 (3362) 

 Section 70
3451 35003460 3470 3480 3490(3451) 
TTTTGTAGCCGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAGV583 (3450) 
TTTTGTAGCCGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAGLN68 (3451) 
TTTTGTAGCAGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAGQSE32 (3412) 

 Section 71
3501 35503510 3520 3530 3540(3501) 
TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAAV583 (3500) 
TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAALN68 (3501) 
TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAAQSE32 (3462) 

 Section 72
3551 36003560 3570 3580 3590(3551) 
TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGATGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAAV583 (3550) 
TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGACGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAALN68 (3551) 
TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGATGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAAQSE32 (3512) 



 Section 73
3601 36503610 3620 3630 3640(3601) 
GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTAV583 (3600) 
GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTALN68 (3601) 
GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTAQSE32 (3562) 

 Section 74
3651 37003660 3670 3680 3690(3651) 
TTCATTTAGATAGAAATGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTTV583 (3650) 
TTCATTTAGATAAAAACGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTTLN68 (3651) 
TTCATTTAGATAAAAACGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTTQSE32 (3612) 

 Section 75
3701 37503710 3720 3730 3740(3701) 
GATCAAGTAGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGTV583 (3700) 
GATCAAGTTGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGTLN68 (3701) 
GATCAAGTAGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGTQSE32 (3662) 

 Section 76
3751 38003760 3770 3780 3790(3751) 
TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCCGGAAACTAAAGATCTTGTCTTTTV583 (3750) 
TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCCGGAAAATAAAGATCTTGTCTTTTLN68 (3751) 
TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCTGGAAAATAAAGATATTGTCTTTTQSE32 (3712) 

 Section 77
3801 38503810 3820 3830 3840(3801) 
TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAGGGGCAATTATTTTATAAAGTCV583 (3800) 
TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAAGGGCAATTATTTTATAAAGTCLN68 (3801) 
TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAAGGGCAATTATTTTATAAAGTCQSE32 (3762) 

 Section 78
3851 39003860 3870 3880 3890(3851) 
AGAGTAACTTCTTCGCCAACTGGTGACCCCGTATCATTGGTTTATAAAGTV583 (3850) 
AGAGTAACTTCTTCACCAACTGGTGACCCCGTATCATTGGTTTATAAAGTLN68 (3851) 
AGAGTAACTTCTTCACCAACTGGTGACCCCATATCATTGGTTTATAAAGTQSE32 (3812) 

 Section 79
3901 39503910 3920 3930 3940(3901) 
GAACGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATGV583 (3900) 
GAACGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATGLN68 (3901) 
AAATGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATGQSE32 (3862) 

 Section 80
3951 40003960 3970 3980 3990(3951) 
TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAGCGTTTAATGTGV583 (3950) 
TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTALN68 (3951) 
TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTAQSE32 (3912) 



 Section 81
4001 40504010 4020 4030 4040(4001) 
CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACV583 (4000) 
CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACLN68 (4001) 
CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACQSE32 (3962) 

 Section 82
4051 41004060 4070 4080 4090(4051) 
AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCV583 (4050) 
AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCLN68 (4051) 
AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCQSE32 (4012) 

 Section 83
4101 41504110 4120 4130 4140(4101) 
AAGCACCATCACTAGTAGCATTAAATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACGV583 (4100) 
AAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACGLN68 (4101) 
AAGCACCATCACTAGTAGCATTAAATCAGAATGCTGTTGATGCCTATACGQSE32 (4062) 

 Section 84
4151 42004160 4170 4180 4190(4151) 
CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACACAGV583 (4150) 
CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACACAGLN68 (4151) 
CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACATAGQSE32 (4112) 

 Section 85
4201 42504210 4220 4230 4240(4201) 
TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATCV583 (4200) 
TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATCLN68 (4201) 
TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATCQSE32 (4162) 

 Section 86
4251 43004260 4270 4280 4290(4251) 
CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGTV583 (4250) 
CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGTLN68 (4251) 
CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGTQSE32 (4212) 

 Section 87
4301 43504310 4320 4330 4340(4301) 
GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGTV583 (4300) 
GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGTLN68 (4301) 
GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGTQSE32 (4262) 

 Section 88
4351 44004360 4370 4380 4390(4351) 
TGGTCATGAAATGACACATGGTGTAACGGAACATACTGCCGGTTTAGAATV583 (4350) 
TGGTCATGAAATGACACATGGTGTGACGGAACATACTGCCGGTTTAGAATLN68 (4351) 
TGGTCATGAAATGACACATGGTGTGACGGAACATACTGCCGGTTTAGAATQSE32 (4312) 



 Section 89
4401 44504410 4420 4430 4440(4401) 
ATTTAGGACAATCAGGTGCGTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGTV583 (4400) 
ATTTAGGACAATCAGGTGCCTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGTLN68 (4401) 
ATTTAGGACAATCAGGTGCGTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGTQSE32 (4362) 

 Section 90
4451 45004460 4470 4480 4490(4451) 
TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAGV583 (4450) 
TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAGLN68 (4451) 
TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAGQSE32 (4412) 

 Section 91
4501 45504510 4520 4530 4540(4501) 
TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACGV583 (4500) 
TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACGLN68 (4501) 
TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACGQSE32 (4462) 

 Section 92
4551 46004560 4570 4580 4590(4551) 
GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGAV583 (4550) 
GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGALN68 (4551) 
GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGAQSE32 (4512) 

 Section 93
4601 46504610 4620 4630 4640(4601) 
ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAAV583 (4600) 
ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAALN68 (4601) 
ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAAQSE32 (4562) 

 Section 94
4651 47004660 4670 4680 4690(4651) 
TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGAV583 (4650) 
TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGALN68 (4651) 
TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGAQSE32 (4612) 

 Section 95
4701 47504710 4720 4730 4740(4701) 
CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTCV583 (4700) 
CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTCLN68 (4701) 
CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTCQSE32 (4662) 

 Section 96
4751 48004760 4770 4780 4790(4751) 
AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGAV583 (4750) 
AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGALN68 (4751) 
AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGAQSE32 (4712) 



 Section 97
4801 48504810 4820 4830 4840(4801) 
TGAAGCAGCTTCAGTGGTATCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAGV583 (4800) 
TGAAGCAGCTTCAGTGGTGTCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAGLN68 (4801) 
TGAAGCAGCTTCAGTGGTGTCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAGQSE32 (4762) 

 Section 98
4851 49004860 4870 4880 4890(4851) 
CTAAAGAGGACATTCAGGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTGGTCAATV583 (4850) 
CTAAAGAGGATATTCAAGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTGGTCAATLN68 (4851) 
CTAAAGAAGACATTCAGGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTAGTCAATQSE32 (4812) 

 Section 99
4901 49504910 4920 4930 4940(4901) 
GAATGAAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAAV583 (4900) 
GAATGAAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAALN68 (4901) 
GAAT-AAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAAQSE32 (4862) 

 Section 100
4951 50004960 4970 4980 4990(4951) 
TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTCV583 (4950) 
TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTCLN68 (4951) 
TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTCQSE32 (4911) 

 Section 101
5001 50505010 5020 5030 5040(5001) 
TGATTTTAGTAACTTTGATCGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAAV583 (5000) 
TGATTTTAGTAACTTTGATCGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAALN68 (5001) 
TGATTTTAGTAACTTTGATAGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAAQSE32 (4961) 

 Section 102
5051 51005060 5070 5080 5090(5051) 
GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACTV583 (5050) 
GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACTLN68 (5051) 
GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACTQSE32 (5011) 

 Section 103
5101 51505110 5120 5130 5140(5101) 
GGACCCTGAGGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTTV583 (5100) 
GGACCCTGAAGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTTLN68 (5101) 
GGACCCTGAGGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTTQSE32 (5061) 

 Section 104
5151 52005160 5170 5180 5190(5151) 
TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATTV583 (5150) 
TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATTLN68 (5151) 
TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATTQSE32 (5111) 



 Section 105
5201 52505210 5220 5230 5240(5201) 
TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACCAATACAATTGTCACCAATAAV583 (5200) 
TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACTAATACAATTGTCACCAATAALN68 (5201) 
TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACTAATACAATTGTCACCAATAAQSE32 (5161) 

 Section 106
5251 53005260 5270 5280 5290(5251) 
TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCAV583 (5250) 
TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCALN68 (5251) 
TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCAQSE32 (5211) 

 Section 107
5301 53505310 5320 5330 5340(5301) 
AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGACACCATTTV583 (5300) 
AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGACACCATTTLN68 (5301) 
AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGATACCATTTQSE32 (5261) 

 Section 108
5351 54005360 5370 5380 5390(5351) 
GGCAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGCV583 (5350) 
GGTAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGCLN68 (5351) 
GGCAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGCQSE32 (5311) 

 Section 109
5401 54505410 5420 5430 5440(5401) 
GGTAGTGACTGTCGGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGGV583 (5400) 
GGTAGTGACTGTCAGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGGLN68 (5401) 
GGTAGTGACTGTCGGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGGQSE32 (5361) 

 Section 110
5451 55005460 5470 5480 5490(5451) 
GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACCV583 (5450) 
GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACCLN68 (5451) 
GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACCQSE32 (5411) 

 Section 111
5501 55505510 5520 5530 5540(5501) 
CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTCV583 (5500) 
CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTCLN68 (5501) 
CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTCQSE32 (5461) 

 Section 112
5551 56005560 5570 5580 5590(5551) 
TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCATV583 (5550) 
TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCATLN68 (5551) 
TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCATQSE32 (5511) 



 Section 113
5601 56505610 5620 5630 5640(5601) 
TACTATTTTATGATATCGATACAACCGGCGGTCAATCTGGTTCACCAATCV583 (5600) 
TACTATTTTATGATATCGATACAACAGGTGGTCAATCTGGTTCCCCAATCLN68 (5601) 
TACTATTTTATGATATCGATACAACAGGTGGTCAATCTGGTTCACCAATCQSE32 (5561) 

 Section 114
5651 57005660 5670 5680 5690(5651) 
TATAATGATCAGGTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAAV583 (5650) 
TATAATGCTCAGTTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAALN68 (5651) 
TATAATGCTCAGTTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAAQSE32 (5611) 

 Section 115
5701 57505710 5720 5730 5740(5701) 
GCAAACAGGAAATCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTAV583 (5700) 
GCAAACAGGAAACCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTALN68 (5701) 
GCAAACAGGAAACCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTAQSE32 (5661) 

 Section 116
5751 58005760 5770 5780 5790(5751) 
TTGTTAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCAV583 (5750) 
TTGTCAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCALN68 (5751) 
TTGTCAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCAQSE32 (5711) 

 Section 117
5801 58505810 5820 5830 5840(5801) 
GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGGAATTTCCAGAATCACGGGAAAV583 (5800) 
GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGGAATTTCCAGAATCACGGGAAALN68 (5801) 
GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGAAATTTCCAGAATCACGGGAAAQSE32 (5761) 

 Section 118
5851 59005860 5870 5880 5890(5851) 
TCTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACCV583 (5850) 
TCTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACCLN68 (5851) 
TTTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACCQSE32 (5811) 

 Section 119
5901 59505910 5920 5930 5940(5901) 
TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATAV583 (5900) 
TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATALN68 (5901) 
TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATAQSE32 (5861) 

 Section 120
5951 60005960 5970 5980 5990(5951) 
ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCATV583 (5950) 
ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCATLN68 (5951) 
ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCATQSE32 (5911) 



 Section 121
6001 60506010 6020 6030 6040(6001) 
GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGCATAAGACAAGCCGCCATTGTGAV583 (6000) 
GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGCATATGACAAGCCGCCATTGTGALN68 (6001) 
GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGTATAAGACAAGCCGCCATTGTGAQSE32 (5961) 

 Section 122
6051 61006060 6070 6080 6090(6051) 
GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTTTCV583 (6050) 
GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTTTCLN68 (6051) 
GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTT--QSE32 (6011) 

 Section 123
61016106(6101) 
TTTTAAV583 (6100) 
TTTTAALN68 (6101) 
------QSE32 (6059) 
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Anexo 2. Alinhamento de proteínas. Alinhamento das proteínas dos operões 

fsr e gelE-sprE das estirpes E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32 com a estirpe 

controlo E. faecalis V583. 

 

Anexo 2.1 Proteinas FsrA, Regulador. 

 Anexo 2.2 Proteinas FsrB (incluindo a FsrD), “Accessory gene regulator B”.   

 Anexo 2.3 Proteinas FsrC, Histidina Cinase. 

 Anexo 2.4 Proteinas Gelatinase. 

 Anexo 2.5 Proteinas Protease sérica. 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
MSEQMAIYILEDQIIQAKALEVLLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQV FsrA V583 (1) 
MSEQMAIYILEDQIIQAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVFsrA QSE32 (1) 
MSEQMAIYILEDQIIQAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQVFsrA LN68 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVL FsrA V583 (51) 
AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVLFsrA QSE32 (51) 
AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVLFsrA LN68 (51) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAYIQQKENIKTKSEYIIIN FsrA V583 (101) 
TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAYIQQKENIKTKSEYIIINFsrA QSE32 (101) 
TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAYIQQKENIKTKSEYIIINFsrA LN68 (101) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
LKASSIKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLI FsrA V583 (151) 
LKASSIKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIFsrA QSE32 (151) 
LKASSIKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLIFsrA LN68 (151) 

 Section 5
201 248210 220 230(201) 
RVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSRRYYTQVKALFLT- FsrA V583 (201) 
RVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-FsrA QSE32 (201) 
RVHQSIIINKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-FsrA LN68 (201) 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNLLMILILSVLFGFsrB V583 (1) 
MLIDWILKNIMDIDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFG FsrB Ln68 (1) 
MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFGFsrB QSE32 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPFVLKNSSVFsrB V583 (51) 
TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPFVLKNSSV FsrB Ln68 (51) 
TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPFVLKNSSVFsrB QSE32 (51) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
SLPFIYKILLMCLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLLFsrB V583 (101) 
SLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLL FsrB Ln68 (101) 
SLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPHGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLLFsrB QSE32 (101) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
ILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKKIIKNVFsrB V583 (151) 
ILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKKIIKNV FsrB Ln68 (151) 
ILCSLFVKEKIASVILYGLVVQGLMILPVTKNLIEGSVFMTFGTKIIKNVFsrB QSE32 (151) 

 Section 5
201 243210 220 230(201) 
IEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK-FsrB V583 (201) 
IEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK- FsrB Ln68 (201) 
IEKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSPIIFGQWMGQTEKPKKNIEK-FsrB QSE32 (201) 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAALFsrC V583 (1) 
MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAALFsrC Ln68 (1) 
MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAALFsrC QSE32 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
MLGYSWLIYALTVVIFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEFsrC V583 (51) 
MLGCSWLIYALTVVIFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEFsrC Ln68 (51) 
MLGYSWLIYALTVVVFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEFsrC QSE32 (51) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
QTILSVFFQQIYQNKLLWIASNVLLLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLENFsrC V583 (101) 
QTILSVFFQQIYQNKLLWIASNVILLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLENFsrC Ln68 (101) 
QTILSVFFQQIYQNKLLWIASNVLLLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLENFsrC QSE32 (101) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGLFsrC V583 (151) 
SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGLFsrC Ln68 (151) 
SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGLFsrC QSE32 (151) 

 Section 5
201 250210 220 230 240(201) 
FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLFsrC V583 (201) 
FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLFsrC Ln68 (201) 
FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLFsrC QSE32 (201) 

 Section 6
251 300260 270 280 290(251) 
LYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELKFsrC V583 (251) 
LNSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELKFsrC Ln68 (251) 
LYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELKFsrC QSE32 (251) 

 Section 7
301 350310 320 330 340(301) 
ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIENFsrC V583 (301) 
ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIENFsrC Ln68 (301) 
ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIENFsrC QSE32 (301) 

 Section 8
351 400360 370 380 390(351) 
SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEEFsrC V583 (351) 
SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFRVMKKTKFSSKSNPEEFsrC Ln68 (351) 
SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEEFsrC QSE32 (351) 



 Section 9
401 447410 420 430(401) 
HGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHLIIEKNHNSKKVVNEFsrC V583 (401) 
HG-GLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGSVTQHLIIEKNHNSKKVVNEFsrC Ln68 (401) 
HGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHLIIEKNHNSKKVVNEFsrC QSE32 (401) 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEAGelE V583 (1) 
MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEAGelE Ln68 (1) 
MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEAGelE QSE32 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
ISEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNVIIHLDRNGAVGelE V583 (51) 
ISEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNVIIHLDKNGAVGelE Ln68 (51) 
ISEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNVIIHLDKNGAVGelE QSE32 (51) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKIIASDNPETKDLVFLAIDKRVNNGelE V583 (101) 
TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKIIASDNPENKDLVFLAIDKRVNNGelE Ln68 (101) 
TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKIIASDNLENKDIVFLAIDKRVNNGelE QSE32 (101) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
EGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVNATDGTIMEKQDLTEHVGSEVTLKNGelE V583 (151) 
EGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVNATDGTIMEKQDLTEHVGSEVTLKNGelE Ln68 (151) 
EGQLFYKVRVTSSPTGDPISLVYKVNATDGTIMEKQDLTEHVGSEVTLKNGelE QSE32 (151) 

 Section 5
201 250210 220 230 240(201) 
SFQVAFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLVALNGelE V583 (201) 
SFQVTFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLATLNGelE Ln68 (201) 
SFQVTFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIIQAPSLVALNGelE QSE32 (201) 

 Section 6
251 300260 270 280 290(251) 
QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFWGelE V583 (251) 
QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFWGelE Ln68 (251) 
QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFWGelE QSE32 (251) 

 Section 7
301 350310 320 330 340(301) 
DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALNGelE V583 (301) 
DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALNGelE Ln68 (301) 
DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALNGelE QSE32 (301) 

 Section 8
351 400360 370 380 390(351) 
ESYSDLMGYIISGASNPEIGADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQYGelE V583 (351) 
ESYSDLMGYIISGASNPEIGADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQYGelE Ln68 (351) 
ESYSDLMGYIISGASNPEIGADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQYGelE QSE32 (351) 



 Section 9
401 450410 420 430 440(401) 
DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVNGelE V583 (401) 
DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVNGelE Ln68 (401) 
DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVNGelE QSE32 (401) 

 Section 10
451 500460 470 480 490(451) 
YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAFNSAGIGAKEDIQVNQGelE V583 (451) 
YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAFNSAGIGAKEDIQVNQGelE Ln68 (451) 
YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAFNSAGIGAKEDIQVNQGelE QSE32 (451) 

 Section 11
501 510(501) 
PSESVLVNE-GelE V583 (501) 
PSESVLVNE-GelE Ln68 (501) 
PSESVLVNE-GelE QSE32 (501) 



 Section 1
1 5010 20 30 40(1) 
MKKFSIRKISAGFLFLILVTLIAGFSLSANAEEYIVPAESHSRQKRSLLDSprE V583 (1) 
MKKFSIRKISAGFLFLILVTLIAGFSLSANAEEYIVPAESHSRQKRSLLDSprE Ln68 (1) 
MKKFSIRKISAGFLFLILVTLIAGFSLSANAEEYIVPAESHSRQKRSLLDSprE QSE32 (1) 

 Section 2
51 10060 70 80 90(51) 
PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNHSprE V583 (51) 
PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNHSprE Ln68 (51) 
PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNHSprE QSE32 (51) 

 Section 3
101 150110 120 130 140(101) 
VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKVIDVAFSPNADIAVSprE V583 (101) 
VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKVIDVAFSPNADIAVSprE Ln68 (101) 
VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSAIPFGKFKVIDVAFSPNADIAVSprE QSE32 (101) 

 Section 4
151 200160 170 180 190(151) 
VTVGKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSHSprE V583 (151) 
VTVSKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSHSprE Ln68 (151) 
VTVGKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSHSprE QSE32 (151) 

 Section 5
201 250210 220 230 240(201) 
ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPIYNDQVEVVGVHSNGGIKQSprE V583 (201) 
ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPIYNAQFEVVGVHSNGGIKQSprE Ln68 (201) 
ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPIYNAQFEVVGVHSNGGIKQSprE QSE32 (201) 

 Section 6
251 285260 270(251) 
TGNHGQRLNEVNYNFIVNRVNEEENKRLSAVPAA-SprE V583 (251) 
TGNHGQRLNEVNYNFIVNRVNEEENKRLSAVPAA-SprE Ln68 (251) 
TGNHGQRLNEVNYNFIVNRVNEEENKRLSAVPAA-SprE QSE32 (251) 
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Anexo 3. Análise da mutação encontrada no gene fsrC na estirpe E. faecalis 

LN68 nas estirpes E. faecalis LN66, E. durans QN8, E. durans QSE125 e E. 

faecalis QSE15. 

 

 



 Section 21
921 966930 940 950(921) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAfsrC V583 (921) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAfsrC QSE32 (921) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAfsrC LN68 (921) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAE. durans QSE125 (61) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAE. durans QN8 (61) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAE. faecalis LN66 (61) 
TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCAE. faecalis QSE15 (48) 

 Section 22
967 1012980 990 1000(967) 
GAAGTATTTATTCTTGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCfsrC V583 (967) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCfsrC QSE32 (967) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCfsrC LN68 (967) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCE. durans QSE125 (107) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCE. durans QN8 (107) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCE. faecalis LN66 (107) 
GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTCE. faecalis QSE15 (94) 

 Section 23
1013 10581020 1030 1040(1013) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAfsrC V583 (1013) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAfsrC QSE32 (1013) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAfsrC LN68 (1013) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAE. durans QSE125 (153) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAE. durans QN8 (153) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAE. faecalis LN66 (153) 
GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAAE. faecalis QSE15 (140) 

 Section 24
1059 11041070 1080 1090(1059) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAfsrC V583 (1059) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAfsrC QSE32 (1059) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAfsrC LN68 (1059) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAE. durans QSE125 (199) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAE. durans QN8 (199) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAE. faecalis LN66 (199) 
ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAE. faecalis QSE15 (186) 

 Section 25
1105 11501110 1120 1130 1140(1105) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTfsrC V583 (1105) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTfsrC QSE32 (1105) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTfsrC LN68 (1105) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTE. durans QSE125 (245) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTE. durans QN8 (245) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTE. faecalis LN66 (245) 
ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTE. faecalis QSE15 (232) 



 Section 26
1151 11961160 1170 1180(1151) 
TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAATCCAGAfsrC V583 (1151) 
TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAfsrC QSE32 (1151) 
TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAfsrC LN68 (1151) 
TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAE. durans QSE125 (291) 
TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAE. durans QN8 (291) 
TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAE. faecalis LN66 (291) 
TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAE. faecalis QSE15 (278) 

 Section 27
1197 12421210 1220 1230(1197) 
AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTfsrC V583 (1197) 
AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTfsrC QSE32 (1197) 
AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTfsrC LN68 (1197) 
AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTE. durans QSE125 (337) 
AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTE. durans QN8 (337) 
AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTE. faecalis LN66 (337) 
AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTE. faecalis QSE15 (324) 

 Section 28
1243 12881250 1260 1270(1243) 
TCAGATCAATTTGATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCAfsrC V583 (1243) 
TCAGATCAATTTGATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCAfsrC QSE32 (1243) 
TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTAfsrC LN68 (1243) 
TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTAE. durans QSE125 (383) 
TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTAE. durans QN8 (383) 
TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTAE. faecalis LN66 (383) 
TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTAE. faecalis QSE15 (370) 

 Section 29
1289 13341300 1310 1320(1289) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTfsrC V583 (1289) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTfsrC QSE32 (1289) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTfsrC LN68 (1289) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTE. durans QSE125 (429) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTE. durans QN8 (429) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTE. faecalis LN66 (429) 
CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTE. faecalis QSE15 (416) 

 Section 30
1335 13801340 1350 1360 1370(1335) 
TAACGAATGA------------------------------------fsrC V583 (1335) 
TAACGAATGA------------------------------------fsrC QSE32 (1335) 
TAACGAATGA------------------------------------fsrC LN68 (1335) 
TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTAE. durans QSE125 (475) 
TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTAE. durans QN8 (475) 
TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTAE. faecalis LN66 (475) 
TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTAE. faecalis QSE15 (462) 



 Section 31
1381 14261390 1400 1410(1381) 
----------------------------------------------fsrC V583 (1345) 
----------------------------------------------fsrC QSE32 (1345) 
----------------------------------------------fsrC LN68 (1345) 
TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGAE. durans QSE125 (521) 
TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGAE. durans QN8 (521) 
TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGAE. faecalis LN66 (521) 
TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGAE. faecalis QSE15 (508) 

 Section 32
1427 14721440 1450 1460(1427) 
----------------------------------------------fsrC V583 (1345) 
----------------------------------------------fsrC QSE32 (1345) 
----------------------------------------------fsrC LN68 (1345) 
TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATATE. durans QSE125 (567) 
TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATATE. durans QN8 (567) 
TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATATE. faecalis LN66 (567) 
TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATATE. faecalis QSE15 (554) 

 Section 33
1473 14911480(1473) 
-------------------fsrC V583 (1345) 
-------------------fsrC QSE32 (1345) 
-------------------fsrC LN68 (1345) 
TTACGCAGGGAAAGGGGCGE. durans QSE125 (613) 
T------------------E. durans QN8 (613) 
TTACGCAGG----------E. faecalis LN66 (613) 
T------------------E. faecalis QSE15 (600) 


