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Resumo

RESUMO

Enterococcus spp. sdo bactérias Gram-positivas presentes em diversos ambientes e
que tem emergido como causadores de infecgdes nosocomiais graves. Tém sido identificados
em diferentes espécies genes envolvidos na sua viruléncia, entre eles os operdes fsr e gelE-
SprE. A expressdo do operdo gelE-sprE ¢ regulada pelo operdo fsr via “quorum sensing”
envolvendo o péptido GBAP. Recentes estudos mostraram a existéncia de estirpes com todos
os genes destes operdes mas sem a capacidade de degradar a gelatina em meio sélido (teste da
gelatinase). O objectivo deste trabalho foi o estudo desta incongruéncia.

A presenca dos genes dos referidos operdes e a actividade da gelatinase foram
estudados em E. faecalis (LN68, LN66, QSE125 ¢ QA29Db), E. durans (QN8, QSE15 e LSE4)
e E. faecium (QSE32). Apesar de todas as estirpes apresentarem todos os genes dos operdes
somente duas estirpes, QSE32 e QA29b, apresentaram fenotipo gelatinase positivo. Os
operdes fsr e gelE-sprE foram sequénciados nas estirpes QSE32 e LN68 e as sequéncias
comparadas com a sequéncia da estirpe V583. Identificaram-se diferentes mutagdes,
destacando-se na estirpe QSE32 uma mutagdo que conduz a producao de GBAP com uma
estrutura diferente e, na estirpe LN68, uma mutacdo responsavel pela sintese da histidina
cinase FsrC truncada afectando o dominio HAtpase.

O possivel efeito das mutagdes encontradas foi também analisado sobre o
processamento dos transcritos primdrios produzidos por estes operdes 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 viruléncia das estirpes E. faecalis LN68 ¢ QA29b, E. durans LSE4 e E. faecium

QSE32, foi estudada nos modelos C. elegans ¢ G. mellonella, verificando-se que as espécies
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Resumo

E. faecium e E. durans sdo menos virulentas que E. faecalis e ndo foi encontrada correlagao

entre a viruléncia e o fenotipo gelatinase.

Palavras-chave: Enterococcus; fsr; GBAP; Gelatinase; viruléncia.
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Resumo

ABSTRACT

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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Resumo

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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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL E OBJECTIVOS

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

117

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

provocado por um microrganismo a que chamaram Micrococcus zymogenes .
Posteriormente, foi sugerido que esse microrganismo fosse um enterococo hemolitico. Em
1906, Andrewes e Horder chamaram-lhe Streptococcus faecalis (faecalis devido a ter sido
isolado das fezes) >. Durante a década seguinte, varios autores analisaram isolados de S.
faecalis, ¢ em 1919 Orla-Jensen e colaboradores descreveram as espécies S. glycerinaceus e
S. faecium como sendo filogeneticamente proximas de S. faecalis °'.

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

2 [13

eram divididos em quatro grupos: “enterococos”, “lacticos”, “viridans” e “piogénicos” '*°.
Aproximadamente quatro décadas depois da designacdo da espécie Streptococcus faecalis,
Kalina propds a sua substituigio por Enterococcus faecalis, bem como a da espécie

S. faecium, proposta por Orla-Jensen em 1919, para Enterococcus faecium **. O
género Streptococcus manteve-se para designar um grupo distinto de bactérias. Somente em
1984, Schleifer e Kilpper-Balz utilizando técnicas moleculares de hibridagdo DNA-DNA e
DNA-rRNA, demonstraram que as espécies S. faecalis e S. faecium pertenciam a um género
distinto do género Streptococcus ! e foram incluidas neste género cerca de vinte espécies .

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. dispar, 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 *.

1.2 Caracteristicas do género Enterococcus

Os enterococcus sao bactérias lacticas Gram-positivas, com forma circular (cocos) que
se podem apresentar isolados, aos pares ou em pequenas cadeias. Sdo anaerdbios facultativos
¢ a sua temperatura 6ptima de crescimento situa-se entre os 35 e os 37°C, podendo também
crescer entre os 10 e os 45°C. Os enterococos crescem em meios com elevada concentragao
salina, tais como, 6,5 % de NaCl, com elevados valores de pH, tais como, pH 9,6, ¢
hidrolizam a esculina em presenca de 40% de sais biliares > ”°. Alguns sio moveis e poucos
produzem pigmentos. No que respeita a reac¢do catalase sdo negativos, embora alguns
possuam pseudocatalases > 7. Exceptuando E. faecalis, todas as outras espécies possuem
paredes celulares com o mesmo tipo de peptidoglicano, com lisina-asparagina. Sao
quimiotroficos e quase todas as espécies sdo homofermentativas, sendo o acido lactico o
produto final da via glicolitica. A maioria das espécies produz um antigénio especifico, o
acido teicoico, associado & parede celular, que ¢ identificado como antigénio do grupo D dos
Streptococcus > 7.

A identificacdo do género Enterococcus através de testes fisiologicos foi sempre

dificil devido a sua consideravel diversidade fenotipica °°. Por outro lado, a sua identificacio

por testes convencionais requer tempos de incubacdo longos *°. Os métodos de identificagdo
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genotipica, utilizando os genes dos RNAs ribossomais 16 e 23S, sdo mais exactos pois
permitem a identificagdo do género, mas, por sua vez, ndo permitem diferenciar espécies (por
exemplo, E. gallinarium e E. casseliflavus apresentam 99,8% de homologia no gene do RNA
ribossomal 16S) 1.9 Neste contexto, métodos alternativos tém sido desenvolvidos, tais como,
a amplificacdo de genes especificos, como por exemplo ddl (gene que codifica para a proteina
D-alanina-D-alanina ligase), genes do operdo van (genes relacionados com a resisténcia a
vancomicina), SOdA (gene que codifica a proteina superoxido dismutase dependente do
manganés) 2 >% - #1190 Eyistem igualmente testes disponiveis 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 '

Os enterococos crescem em ambientes muito distintos, tais como, solo, alimentos,
aguas, areias, animais ¢ humanos. Nos humanos, tal como nos animais, existem nos tractos
gastrointestinais e genitourinario ». A espécie E. faecalis é a mais frequentemente isolada do
tracto gastrointestinal humano, seguida de E. faecium *>*°. Este género de bactérias pode ser
encontrado no leite e nos queijos, pois, como referido anteriormente, t€m a capacidade de
sobreviver em meios com caracteristicas fisico-quimicas muito distintas, tais como, valores de
pH, temperatura e salinidade extremos *”***°. A sua presenca nos queijos tradicionais podera
ser positiva, segundo alguns autores, pois parecem ter um papel importante na maturacio dos
mesmos - podendo isto estar relacionado com uma das suas caracteristicas essenciais, a sua
capacidade de hidrolisar os triglicéridos do leite libertando acidos gordos volateis. Os
enterococos, também tém a capacidade de produzir enzimas proteoliticas endo e exocelulares,
importantes no desenvolvimento do sabor e aroma *”*> . Adicionalmente, espécies como E.
faecalis e E. faecium produzem uma variedade de bacteriocinas que poderdo ser usadas para

combater outras espécies bacterianas como por exemplo Listeria monocytogenes,



Capitulo 1.Introdugéo Geral e Objectivos

Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens e Vibrio cholerae >
> Estas espécies de enterococos também parecem ser importantes no processamento das
carnes, nomeadamente chouricos e salsichas ». Todavia, a presenca destas bactérias durante a
maturagdo de alimentos podera ter aspectos negativos, como por exemplo, poderem produzir
aminas biogénicas. Esta caracteristica ja foi detectada em algumas espécies de Enterococcus
encontrados em queijos e chouricos fermentados”.

Devido a sua natureza comensal, os enterococos também sao utilizados na produgdo de

s . - 27,29, 114
produtos probidticos para humanos e animais > >

. Estes podem ser usados na produg¢ao de
iogurtes, leites fermentados e nao fermentados e produtos farmacéuticas, podendo apresentar
aspectos benéficos para a saude humana »’. Como evidenciado por tudo o que foi dito, existe
controvérsia acerca da sua utilizagdo na maturacdo dos alimentos. A sua capacidade de
transferirem resisténcias microbianas e factores de viruléncia para outras espécies bacterianas

existentes no homem ¢ um dos factores mais preponderantes na argumentagdo contra a

;o . 2
presenca destas bactérias nos alimentos **.

1.3 Patogenese em Enterococcus

Os Enterococcus tém emergido como causa de um numero crescente de infecgdes
nosocomiais graves, incluindo bacteremia, infec¢des intrabdominais, endocardites, infecgoes
do sistema nervoso central e do tracto urinario " ''®, Estas bactérias, sdo nos Estados Unidos
da América a terceira causa nosocomial de bacteremias, e, na Europa, a quarta causa
nosocomial 1%,

Apesar de varias espécies de Enterococcus terem sido identificadas como causadoras

de infec¢des humanas, existem duas espécies que prevalecem nas infecgdes, nomeadamente
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E. faecalis ¢ E. faecium '" °°. Entre estas, E. faecalis ¢ a espécie predominante, sendo
responsavel por 85 a 90% das infecgdes clinicas, enquanto que E. faecium ¢ apenas
responsavel por 5 a 10 % ' °* ?° Estudos recentes tém demonstrado que as infecgdes
provocadas por E. faecium tém vindo a aumentar e que esse aumento esta relacionado com a
acumulagio de resisténcias a antibidticos nesta espécie ' ''¥. As espécies E. gallinarum,
E. casseliflavus, E. durans, E. avium e E. raffinosis, tém também sido encontradas, mas sdo
apenas responsaveis por 5% dos casos identificados '**°. Todavia, as estirpes de enterococos
isoladas do meio clinico tém sido maioritariamente de individuos internados em unidades de
cuidados intensivos, no fim de doenga prolongada ou com sistema imunitario debilitado, pelo
que sdo designados por patogénicos oportunistas *°. Assim, 0s enterococos, por serem
patogénicos nosocomiais, tém um impacto directo e significante na economia, devido a

implicarem o prolongamento das estadias hospitalares e a requerem tratamentos terapéuticos

.. .11
adicionais '".

1.3.1 Resisténcia a antibidticos

O aparecimento de resisténcias a antibidticos ¢ uma consequéncia do uso clinico de
drogas antimicrobianas. Inicialmente, este problema foi resolvido através da descoberta de
novas classes de antibidticos, como os aminoglicosidos, macroélidos e glicopéptidos, bem
como pela modificacdo quimica de antimicrobianos previamente existentes. Contudo, parece
ndo haver certezas de que o desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos acompanhe a
capacidade das bactérias desenvolverem resisténcia a um determinado composto *°.

Entre os mecanismos de resisténcia conhecidos, contam-se a inactiva¢do enzimatica

do antibidtico (exemplo, as B-lactamases), elimina¢do dos locais de entrada de antibidticos
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(exemplo, as proteinas de ligagdo a penicilina), modificagao do alvo (exemplo, mutagdes que
conduzam a uma alteragdo da sequéncia de aminoacidos) e mecanismos de exportagdo de
antibidticos antes de estes encontrarem o seu alvo .

O uso de antibidticos promoveu a colonizacdo e infeccdo por enterococos com
resisténcias variadas, MDR (“Multi-Drug Resistance”). A razdo para a emergéncia da MDR
em enterococos deve-se a resisténcia intrinseca a varios agentes antimicrobianos e a
resisténcia adquirida através da aquisicdo de genes de resisténcia associados a elementos
moveis, como por exemplo, plasmideos e transposdes . Relativamente ao primeiro ponto,
existem algumas bactérias que devido a ndo terem o local alvo para o antibidtico ou a este nao
conseguir chegar ao seu local alvo, estas adquirem resisténcia, como por exemplo, os
antibioticos B-lactdmicos e cefaloesporinas *°. No que se refere 4 resisténcia adquirida existe o
exemplo da tetraciclina, cloranfenicol, aminoglicosidos e glicopéptidos .

No entanto, nos enterococos a fonte de resisténcia a antibidticos ndo se confina aos
meios hospitalares. A propria comunidade consumidora de antibidticos, as aguas de esgotos, a
utilizagdo de antibidticos na agricultura, tanto como promotores de crescimento como no
tratamento de animais, constituirem fontes e reservatorios de genes de resisténcia a
antibidticos > . Pelo seu impacto clinico, a resisténcia a antibioticos de E. faecalis e
E. faecium tem sido mais estudada. As suas caracteristicas genéticas conferem tolerancia a
baixas concentragdes de varias classes de antibidticos, incluindo amininoglicosideos, beta-
lactamicos (terceira geracdo das cefalosporinas) e quinolonas *°. Em particular, estirpes
clinicas de E. faecium sdo resistentes a altas concentragdes de penicilina . Adicionalmente
tem sido demonstrado que E. faecium pode também adquirir determinantes genéticos que
conferem resisténcia a varias classes de antibidticos, nomeadamente a glicopéptidos

(vancomicina e teicoplanina), e produzem efeitos sinergéticos com beta-lactamicos e
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aminoglicosideos *>. Ao longo dos anos, utilizou-se gentamicina para o tratamento de
endocardites, mas, com o aumento de resisténcia a este antibidtico, comecou-se a utilizar a
vancomicina ° .

A resisténcia dos Enterococcus aos antibioticos da classe dos glicopétidos deve-se a
sintese de precursores modificados da parede celular que apresentam uma afinidade diminuida
para a vancomicina e teicoplanina. A alteragdo do precursor do peptidoglicano de
D-Ala-D-Ala para D-Ala-D-Lac (D-alanina-D-lactato) ndo parece ter qualquer efeito sobre a
rigidez dos peptidoglicanos ou na sua capacidade para formar ligagdes cruzadas, mas diminui
a afinidade da vancomicina * '°. Durante a ultima década houve um aumento da resisténcia a
vancomicina em enterococos (“vancomycin-resistant enterococci” (VRE)) constituindo uma
das maiores preocupagdes °'. Este antibiotico tem sido utilizado como Wltimo recurso no
combate a casos de resisténcias multiplas observadas em enterococos ' ',

A estirpe E. faecalis V583 foi isolada pela primeira vez nos EUA como VRE. Esta
estirpe tem sido caracterizada e é a Gnica estirpe totalmente sequénciada **. Neste momento a

sequénciac¢do do genoma de E. faecium D.O. encontra-se no final das anotagdes e a sequéncia

do genoma de E. faecalis OG1RF acabou de ser publicada, mas nio est4 ainda disponivel **.

1.3.2 Viruléncia de Enterococcus

A associagdo entre Enterococcus e viruléncia esta inteiramente relacionada com a
identificacdo destas bactérias . 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 hemolitica e actividade gelatinase ”'. Desde entéo

a viruléncia destas bactérias tem sido alvo de numerosos estudos. Alguns destes estudos tém



Capitulo 1.Introdugéo Geral e Objectivos

sido efectuados no sentido de identificacdo de genes com uma fun¢do na viruléncia de
enterococos, nomeados por factores de viruléncia. Tém sido identificados factores de
viruléncia relacionados com a aderéncia as células dos hospedeiros, a matrizes de proteinas
extracelulares, a resisténcia a macrofagos, a deterioragdo das células e tecidos e a evasdo ao
sistema imunitario ** '"°. Uma questdo interessante relacionada com a identifica¢io de genes
envolvidos na viruléncia de Enterococcus prende-se com a observacao de que alguns desses
genes estarem disseminados tanto em estirpes de origem clinica como alimentar > '%%,

Embora tenham sido identificados diversos genes envolvidos na viruléncia de
Enterococcus, a regulagdo da sua expressdo tem sido pouco estudada. Existem dois estudos
que mostram variagdes nos niveis dos transcritos correspondentes a diversos factores de
viruléncia, variagdes que dependem do ponto da curva de crescimento, do ambiente e da
origem do isolado **'°.

Nos ultimos anos tem sido demonstrado que as células bacterianas regulam também a
expressao dos seus genes como resultado da sua interac¢do com outras células bacterianas da
mesma espécie ou de espécies distintas (quase como um organismo multicelular). Este
mecanismo ¢ denominado de “Quorum Sensing” (QS). Assim, as bactérias controlam a

11 . N .
> 7113 Egtes sistemas QS tém sido

expressdo génica em resposta a densidade celular
encontrados tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas.

Os mecanismos de QS sdo caracterizados pela libertagcdo pelas células de pequenas
moléculas que actuam como um sinal quimico, designadas por “autoinducers” (Als) ®. Estas
moléculas ao acumularem-se no meio extracelular e quando o “quérum” € atingido, as células
respondem com uma série de mecanismos que passam normalmente pela activagdo

transcricional de um conjunto de genes, incluindo genes envolvidos na viruléncia ** ®.
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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 expressao da bioluminescéncia (lux)
(dependente da densidade celular) '°. Estes sdo caracterizados pela produgio e libertagio de
uma molécula sinal (AI), “homoserine lactones”, que ¢ acumulada no meio extracelular até a
densidade celular atingir um determinado valor *''"°.

Em bactérias Gram-positivas t€m sido caracterizados sistemas de QS em que os
péptidos (AI) apresentam diferentes estruturas *'. Estes sistemas de QS, ao contrario dos
encontrados em bactérias Gram-negativas, normalmente, ligam os Als a uma proteina
localizada na membrana que faz parte de um sistema de dois componentes "°. Esta, por sua
vez, activa uma resposta intracelular envolvendo uma cascata de fosforilagdes e/ou

desfosforilagdes, cuja resposta final ¢ a expressdo de um gene regulador que controla a

expressdo de um ou mais genes (figura 1) .

B 9y b
ﬁﬂaﬁ

Figura 1 — Esquema comparativo de QS em bactérias Gram positivas (A) e negativas (B). (A) A liga¢do de um péptido (assinalado a
verde) a um receptor da histidina cinase (RHKSs) (assinalada a vermelho) activa as fosforilagdes ou desfosforilagdes, e, por sua vez, activa a
resposta reguladora (RR), resultando no controlo da expressido 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 expressido
dos genes respectivos .

10



Capitulo 1.Introdugéo Geral e Objectivos

Um exemplo de QS bem caracterizado em bactérias Gram-positivas ¢ o sistema agr
(“accessory gene regulator”) em Staphylococcus aureus. Este sistema ¢ composto por quatro
genes estruturais, designados por agrA-D ***. AgrB é uma proteina membranar envolvida no
processamento do pro-peptido AgrD (que codifica o AIP - autoinducer peptide), resultando na

excre¢ido de AIP maduro de aproximadamente 8 residuos de aminoacidos (figura 2) > % ¢ 7%

99121 " A proteina AgrC ¢ 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 °* ® (figura 2). O transcrito RNAIII ¢ um RNA regulador,
podendo também codificar uma delta toxina (gene hld) (figura 2). A concentrac¢do de delta
toxina ¢ elevada no final da fase exponencial e a sua sintese é controlada positivamente pelo

sistema agr e pela extremidade 5° do RNAIII **7*®_ Diversos estudos tém demonstrado que

o sistema agr esta envolvido na formagio de biofilmes e viruléncia em Staphyolococcus sp ©.

indugdo

RMNAI RMNANI

hid (delta-toxin)

agrA agrC agrD  agrB " RNAM
Activacdo dos genes

Figura 2 — Esquema do funcionamento do sistema de QS agr em Sthaphylococcus sp. Este esquema foi adaptado de Kong et al. (2006).
A proteina AgrB localizada na membrana esta envolvida na maturagdo e exportagdo do péptido AIP. Quando se atinge uma determinada
concentracdo de células e consequentemente de AIP, este péptido liga-se a proteina AgrC que promove a fosforilagdo do AgrA, que por sua
vez activa os promotores P2 e P3, originando os transcritos RNAII ¢ RNATIT ©,

11
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O RNAIII ¢ um RNA regulador de 514 nucledtidos cuja estrutura secundaria ¢
constituida por 14 dominios ® e estd envolvido na regulagio da expressdo de varios genes,

. . . . A s 2
inclusivé genes envolvidos na viruléncia de S. aureus **>°°,

1.3.2.1 Sistema QS em E. faecalis - fsr

Em 2000, Qin et al. identificou um sistema de QS em E. faecalis OG1RF homoélogo ao
sistema agr descrito anteriormente, que designou por fsr (E. faecalis regulator) °°. Este
sistema ¢ constituido por 4 genes, nomeadamente fsrA, fsrB, fsrD e fsrC, localizados a
montante dos genes gelE e sprE, que codificam duas proteases extracelulares(figura 3)**°>*,
O gene fsrA transcrito a partir do promotor Pa, codifica o regulador que vai actuar nos
promotores Pb (responsavel pela transcri¢ao dos genes fsrB, fsrD e fsrC) e Pe (responsavel
pela transcricdo dos genes gelE e sprE) (figura 3) °>°*. O gene fsrB codifica a proteina FsrB,
possivelmente envolvida no processamento da proteina FsrD (codificada pelo gene fsrD)
também denominada por GBAP (“Gelatinase Biosynthesis Activating Pheromone™) **°>%*. O
gene fsrC codifica uma histidina cinase transmembranar, que ao ligar-se 8 GBAP extracelular,
fosforila a proteina FsrA, tendo sido sugerido que esta activacdo se efectue através de uma

molécula intermedidria ainda ndo identificada (molécula X da figura 4) os promotores Pb e Pe

(figura 4) 34,95,94.

3
3 \ sprE — gelE fsrC D[ fsrB fsrd %\ 5

o

(855bp) (1530bp) ~ * (1344bp) (162bp) (56?b1))P4b- M) P
Pe

Figura 3 — Organizacfio geenémica dos operdes fsr e gelE-sprE em E. faecalis. Apresentagdo dos genes fsrA e fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE,
respectivos promotores Pe, Pb e Pa, e tamanho. Os genes dos operdes fsr e gelE-SprE encontram-se na cadeia 3-5".0s “harpins” localizados
a jusante do gene fsrA, fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE representam os terminadores transcripcionais (&).
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GBAP  GBAP
CBAPGBAP GBAP

FsrC

Histidina Cinase

FsrA

Regnlater

e

gelatinase

Figura 4 - Esquema representativo do mecanismo proposto para a activagiio transcricional do operio fsr e respectivo efeito na
sintese de gelatinase e protease sérica em E. faecalis. Este esquema ¢é adaptado (com actualizagdes) de Gilmore, et al. (2002). Neste
modelo, a GBAP ¢ sintetizada sob a forma de uma molécula precursora (GBAP* vermelha) através do fsrD, e processada pela proteina FsrB
originando a GBAP madura (GBAP verde). Esta, ao ser secretada para o meio extracelular e depois de atingir uma determinada
concentragdo, 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) propde a existéncia de uma molécula X para a regulagio dos promotores Pb e Pe **.

A GBAP ¢ um péptido de 11 residuos de aminoacidos com um anel lactona entre o
grupo a-carboxil da metionina C-terminal e o grupo hidroxil da serina localizada na terceira
posicio ¥ (figura 5). A sequéncia de residuos de aminoécidos corresponde a extremidade

C-terminal da proteina FsrB ¥,

NHz-GIn-As n—SFr-Fro-Asn-lle—hﬁ
e

Q o
D}—ww-du-mw*f“

Figura 5 — Estrutura da GBAP (“Gelatinase Biosynthesis Activating Pheromone”) **.
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Em 2006, Nakayama et al. identificaram o gene fsrD que codifica o pro-pétido
GBAP’, o qual tem 53 residuos de aminoécidos (ver GBAP' da figura 5)**. Em analogia com
o sistema agr em que a AgrB estd envolvida no processamento e transporte da AgrD, a
GBAP’ podera ser processada pela proteina FsrB, resultando na GBAP madura ™ (figura 5).
Apods este processamento, a GBAP ¢ transportada para fora da célula, através de um
mecanismo desconhecido. Esta acumula-se no meio extracelular até atingir uma determinada
concentragdo maxima (final da fase estacionaria) o que desencadeia a activagao transcricional
dos operdes 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 maximo no inicio da fase estacionaria
82 Recentemente a GBAP tém vindo a ser alvo de estudo para o desenvolvimento de um novo

antibiotico de forma a atenuar a viruléncia associada a E. faecalis 5¢.

1.3.2.1.1 Proteinase Sérica, Gelatinase e Sistema fsr

Tal como o sistema agr de S. aureus, o sistema fsr esta relacionado com a viruléncia
de E. faecalis. Estdo identificados dois genes que sdo 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, ndo foi ainda caracterizada e purificada . Estudos efectuados
indicam que esta protease tem a mesma importancia na formagdo de biofilmes que a

gelatinase °""°.

14
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A gelatinase foi referenciada pela primeira vez em 1975 por Gold et al. que sugeriram
a existéncia de uma protease em E. faecalis OG1-10 responsavel pela hidrolise da gelatina
oral humana, sugerindo que se tratava de um factor de viruléncia *’. Esta proteina é uma
endopeptidase extracelular (metaloendopeptidase II, proteinase microbial, EC 3.4.24.4) capaz
de hidrolisar numerosos substratos, incluindo a gelatina, colagénio, caseina, hemoglobina e

. A gelatinase produzida pela estirpe

outros pequenos péptidos bioactivos
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 ¢ a sua

111 . . , , .
. Estudos recentes indicaram que esta proteina é produzida em

sequéncia determinada
estirpes clinicas de enterococos ''°. Mutantes de gelatinase demonstraram que esta proteina
tem uma forte influéncia na viruléncia em modelos de peritonites, endocardites, endoftalmites
e na formacdo de biofilmes > ** ¢ 719110 'por gutro lado, estudos realizados em estirpes
com origens distintas indicam que a presenga dos genes fsr e da gelatinase ndo sdo
necessarios para o organismo provocar infec¢do, mas por sua vez, em modelos animais
aumentam a severidade da doenca *°.

Numerosos estudos tém demonstrado que em organismos patogénicos a producdo de
biofilmes é regulada por sistemas de QS, incluindo o sistema fsr em E. faecalis ** "> **. Os
biofilmes sdo uma populagdo de células ligadas irreversivelmente a superficies bidticas ou
abidticas, encerradas numa matriz hidratada de substancias exopoliméricas, proteinas,
polissacarideos e 4cidos nucleicos 2. O seu estudo em enterococos ¢ importante porque tem
sido observado um aumento da resisténcia a antibidticos por parte destas bactérias quando
associadas em biofilmes °. Adicionalmente, a aderéncia ¢ a formacdo de biofilmes de

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

de estes organismos aderirem a vérios materiais médicos, facilitando a infec¢io .
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Recentemente, foi demonstrado que estirpes deficientes nas proteinas gelatinase e
protease sérica apresentavam uma diminui¢io na capacidade de produgdo de biofilmes '* *>
19 Adicionalmente, outros estudos mostraram que a complementagdo de uma estirpe mutante
fsrB e com fendtipo gelatinase negativo, com os genes fSTABC e fsSrABC/gelE/sprE resulta na
produgio de gelatinase e na formagdo de biofilmes *°.

Estudos epidemioldgicos efectuados em estirpes clinicas de E. faecalis indicam que
ndo existe relagdo entre a formagdo de biofilmes e a gelatinase, ao contrario do que os
resultados de manipulagdo genética indicam """,

Estudos efectuados em E. faecalis OG1RF tém demonstrado a importancia do sistema

% 92 Em modelos de

fsrABC e gelatinase na viruléncia em diferentes modelos animais
endoflalmites de coelhos e em Caenorhabditis elegans, foi demonstrado que mutantes dos
genes fsrB e fsrC tem viruléncia mais atenuada que estirpes mutantes gelE-SprE, indicando a
possibilidade de o sistema fsr poder regular outros genes envolvidos na viruléncia de

Enterococcus 2> % 108,

De facto, a andlise transcricional comparativa entre a estirpe
E. faecalis OGIRF e a estirpe isogénica com delec¢do no gene fsrB indicou que o sistema
fsrABC regula, quer positiva quer negativamente, a expressdo de varios genes entre o fim da
fase exponencial e o inicio da fase estacionéria °.

Recentemente, infecgdes 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 contrario da protease

sérica que ndo produz qualquer efeito contra o sistema imunitario do insecto ou no soro

2
humano *°.
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1.3.2.2 Sistema fsr e viruléncia em modelos animais — C.elegans e G. mellonella

A viruléncia envolvida em doengas humanas provocadas por infecgdes bacterianas
tem vindo a ser alvo de varios estudos. Recentemente, quatro modelos invertebrados —
C. elegans, Drosophila melanogaster, Bombyx mori e G. mellonella — tém atraido interesse no
seu potencial para estudos de viruléncia bacteriana ** > ** % 197 Egte interesse deve-se ao
facto destes organismos terem um sistema de defesa proximo do sistema de defesa dos
mamiferos e, adicionalmente, os testes de viruléncia realizados com estes organismos serem
menos dispendiosos que os realizados com modelos de mamiferos *'.

Em 2001, Garsin e colaboradores demonstraram a praticabilidade de C. elegans para
estudos de viruléncia envolvendo bactérias Gram-positivas, incluindo E. faecalis ¢ E. faecium
31 Neste estudo foi demonstrado que ambas as espécies matam os ovos das C. elegans e
proliferam no intestino do nematodo, mas somente a espécie E. faecalis causa infecgdo
persistente ¢ letal ** ¥, Para além deste resultado, também foi demonstrado a influéncia de
outros factores de viruléncia, 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 '®. Desde entdio o estudo da viruléncia 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 contrario dos modelos C. elegans e
D. melanogaster *>. Estudos efectuados com Pseudomonas aeruginosa indicam resultados

idénticos entre G. mellonella e ratos .

Comparando com os invertebrados referidos
anteriormente, G. mellonella tem um sistema de defesa antimicrobiano elaborado, um sistema

circulatorio e resposta imunoldgica inata . Desta forma, o sistema imunitario da
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G. mellonella é capaz de efectuar fagocitose, encapsular os microrganismos invasores €
produzir pequenas proteinas antimicrobianas, chamadas “cecropins” '* >*. Recentemente, foi
demonstrado que ao injectar a proteina gelatinase em G. mellonella as “cecropins” eram
degradadas pela gelatinase, tornando o insecto mais vulneravel *%.

A analise dos resultados obtidos com os modelos C. elegans ¢ G. mellonella foi
efectuada recorrendo a métodos estatisticos, nomeadamente, o método “Kaplan-Meier”. Este,
também conhecido por estimador produto limite, trata-se de um método que estima a
sobrevivéncia em fungdo 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 sdo apresentadas no grafico. No caso de ndo ocorrer perda de dados,
a curva Kaplan-Meier ¢ equivalente a distribuicdo empirica. Para comparar diferentes curvas

de Kaplan-Meier podera ser utilizando o teste “long rank™ (construido através de programa de

computador) *°.

1.4 Objectivos do estudo

Desde a descoberta do sistema fsr e da sua implicagdo na viruléncia de E. faecalis,
numerosos estudos t€m sido efectuados com o objectivo de compreender esta correlagdo.
Estes mesmos estudos tém demonstrado que, possivelmente, este sistema serd tdo complexo
como o seu homoélogo agr de Staphylococcus .

Os operdes fsr e gelE-sprE tém sido estudados maioritariamente em estirpes de
E. faecalis, no entanto, estudos realizados no laboratorio ““Stress by Antibiotic and Virulence
in Enterococcus” (S.A.V.E.) (IBET/ITQB) demonstraram que estes dois operdes também

estdo presentes em outras espécies do género Enterococcus, nomeadamente, E. faecium e
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E. durans ®. Este estudo demonstrou que a presenca de todos os genes dos operdes fsr e
gelE-sprE ndo era suficiente para que o fenotipo do teste da gelatinase fosse positivo °°.
Assim, no presente trabalho decidiu-se estudar em diferentes espécies de Enterococcus,
nomeadamente E. faecium e E. durans, a incongruéncia entre a presenga de todos os genes
dos referidos operdes ¢ o resultado do teste gelatinase. E. faecalis V583 foi considerada a
estirpe referéncia - estirpe cuja sequéncia do genoma ¢ conhecida e acessivel.

Assim, o trabalho experimental foi dividido em trés partes:

v Determinag¢io e analise das sequéncias dos operdes fsr e gelE-SprE em estirpes com
com todos os genes dos operdes fsr e gelE-SprE e com fendtipo gelatinase negativo e
positivo;

v" Estudo dos transcritos dos operdes fsr e gelE-sprE ao longo da curva de crescimento;

v’ Andlise da viruléncia em C. elegans e G. mallonela.
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CAPITULO 2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material biologico

2.1.1 Descricao dos isolados

As estirpes de Enterococcus utilizadas neste trabalho (espécies E. faecalis, E. faecium
e E. durans) pertencem a colecg¢do de culturas do laboratorio de Microbiologia do IBET
(Instituto de Biologia Experimental e Tecnologica) (quadro 1), tendo sido previamente
caracterizadas por métodos fenétipicos e moleculares " ®. As estirpes usadas foram isoladas
de produtos alimentares portugueses, nomeadamente queijo (Q) e leite (L), provenientes de 3
regides de Denominacdo de Origem Protegida (D.O.P.) (Decreto-Lei n° 146/84"): Nisa (N),

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

Quadro 1 — Estirpes usadas neste estudo. Identificagao, 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
QSEI15 E. durans Queijo Serra da Estrela
QSE125 E. faecalis Queijo
LSE4 E. durans Leite
QA2% E. faecalis Queijo Azeitdo

2.1.2 Conservacao e crescimento

Todos os isolados estdo conservados na colec¢ao de culturas do laboratorio de
Microbiologia, a -80 °C numa concentragdo final de glicerol de 20 %. Existem duplicados
conservados a -20 °C (numa concentracdo final de glicerol de 45 %) a partir dos quais foram
preparados os indculos. Os indculos foram preparados em meio BHI (Brain Heart Infusion)

(Oxoid, Inglaterra) e crescidos a 37 °C sem agitacdo durante a noite (~16 h).

*Decreto-lei n°.146/84, de 9/5/1984, Ministério da Agricultura, Florestas e Alimentagdo, Diario da Republica n°. 107, Série-A, pagina 1507.
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2.1.3 Teste da actividade de gelatinase

A actividade enzimadtica da gelatinase foi detectada usando o protocolo descrito por
Sue et al., 199 """, O meio utilizado tem a seguinte composicdo: 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 15ul da cultura crescida durante a
noite na placa e incubou-se durante 48 h a 37°C. Apos este periodo, adicionou-se solugao de
sulfato de amonio saturado (Merck, Portugal), que promove a precipitacdo da gelatina e
consequentemente o aparecimento de um halo transparente em torno das coldnias com

capacidade de degradar a gelatina.

2.2 Analise de DNA

2.2.1 Extraccao de DNA cromossomico

A extraccdo de DNA cromossomico foi efectuada de acordo com o protocolo
inicialmente descrito por Fouet et al. (1990), com algumas alteragdes realizadas por Serror et
al. (2002) %1%,

Inoculou-se 6 ml de meio BHI e incubou-se durante a noite 37°C. Dividiu-se esta
cultura em 3 tubos de 2 ml e recolheu-se as células para centrifugar a 10000 rpm, 10 min, a
temperatura ambiente. As células foram lavadas com 1 ml de TES (Sacarose 250 g/l; TE 100x
10 ml/1; autoclavado). Centrifugou-se novamente a 10000 rpm durante 10 min, a temperatura
ambiente. O “pellet” de células foi ressuspendido numa solucdo de lisozima (15 mg/l em TES)
e incubado a 37 °C durante 30 min; em seguida, adicionou-se 300 pl de solugdo salina (150
mM NaCl; 10mM EDTA pH 8) e 20 pl de SDS 20%, para lisar as células. Misturou-se por

inversdo — se a solucdo ficou transparente tal indica a eficicia da lise celular. Adicionou-se
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um volume igual de mistura fenol (pH 7,5): cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1) e
misturou-se até formar emulsdo. Centrifugou-se a 13000 rpm, durante 30 min a temperatura
ambiente. Separou-se a fase superior e repetiu-se duas vezes a extraccdo fenolica como
anteriormente descrito. Retirou-se a fase superior e adicionou-se igual volume de cloroférmio.
Misturou-se até formar emulsdo. Centrifugou-se a 13000 rpm, 5 min a temperatura ambiente.
A fase superior adicionou-se igual volume de isopropanol e misturou-se por inversio até o
aparecimento de novelos brancos correspondentes ao DNA cromossémico. Centrifugou-se a
13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o
“pellet” com 800 pl de etanol 70% frio. Centrifugou-se a 13000 rpm, 10 min a 4°C. Retirou-

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

agua miliQ e quantificou-se no espectofotometro NanoDrop ND-1000.

2.2.2 Amplificacdo de DNA por PCR - “Polymerase Chain Reaction”
Neste trabalho, os fragmentos de DNA, contendo os operdes fsr e gelE-SprE, ¢ que
foram sequénciados, foram obtidos por PCR. Inicialmente foram utilizados “primers”,

representados na figura 6, externos aos genes.

sprE3 Pstl gelE3 Pstl fsrC3 Pstl fsrB3 Pstl fsrA3 Pstl
(o6spyy [ (1868ph) g aszph) [ ©76pb) = (153pb)
5 ¥
3 \q sprE MM’ fsrA %\ 5
Pe P Pa «
sprE5 EcoRI gelE5 EcoRI fsrC5 EcoRI fsrB5 EcoRI fsrA5 EcoRI

Figura 6 - Esquema dos operdes fsr e gelE-sprE em E. faecalis. Identificagdo das zonas amplificadas por cada par de “primer”. A azul
esta representada a zona de amplificagdo dos “primers” fsrASEcoRI’e fsrA3Pstl” (1153 pb); a verde para os primers fsrB5'EcoRI e
fsrB3 'Pstl (976 pb); a laranja para os “primers” fsrC5 EcoRI e fsrC3'Pstl (1573 pb); a rosa para os primers gelE5S'EcoRI e gelE3 Pstl
(1868 pb); a cinzenta sprE5 "EcoRI e sprE3 Pstl (1065 pb). Os promotores transcripcionais estdo identificados por Pa, Pb e Pe. Os “harpins”
localizados a jusante do gene fsrA, fsrB/fsrD/fsrC e gelE/sprE representam os terminadores transcripcionais (& ).

23



Capitulo 2. Materiais e Métodos

foram desenhados “primers” internos para completar a sequénciacao (o numero maximo de
nucleotidos por reacgdo de sequénciagao foi de 800).
A escolha das sequéncias dos “primers” foi efectuada através do programa Vector NTI

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

Quadro 2 — “Primers” utilizados, sequéncias e temperaturas de “melting” (TM).

“primer”’ Sequéncia (5'— 3) T™ (°C)
fsrAS’EcoRI | GAA TCG AAT TCG TTT TTG TTT GCA GG 60,1
fsrA3 Pstl GAA TCC TGC AGT TCG CTT AAC GTC CC 66,4
fsrB5S'EcoRI | GAA TCG AAT TCT TAC TTA GGG AGG G 61,3
fsrB3 'Pstl GAA TCC TGC AGA ACA TTA ATG CCG C 63,0
fsrC5'EcoRl | GAA TCG AAT TCG ACA ATG GAT GGG AC 63,2
fsrC3 Pstl 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 Pstl GAA TCC TGC AGC AAG CTA AAA CCG GC 66,4
sprES’EcoRl | GAA TCG AAT TCT GAA TCT GTT CTG GTC 61,9
mfsrA ATG AGT GAA CAA ATG GC 47,9
T7fstA 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 ACCAACC 58,4
fsrC 3 TTT CTT TTT ACA TAT AAC AAT CCCC 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 CACC 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 AACTGGC 52,4
msprE 2 TTT GTT TAG TAA AAG TAC TCT GG 53,5
sprE 3 CAT TCT TAA AACTTT CAGCCA C 54,7
T7mfsrD T7 GA AATTTG GTA AAA A 62,2

As reacgdes de PCR foram efectuadas com a enzima Taq DNA Polimerase Expand
High Fidelity"™"® (Roche). Esta enzima foi utilizada para diminuir a introdugio de erros nos

fragmentos de DNA amplificados, facto importante para garantir a maxima seguranga nos

¥ Alguns destes primers foram utilizados para a analise RNA (protocolo 2.3.2).
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resultados da sequénciagdo. As misturas de reac¢ao foram realizadas num volume total de 50
ul que continha 250 ng de DNA gendmico, 0,4 uM de cada “primer”, 0,2 mM dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP), 1x tampao e 2,5U de Tag DNA polimerase e a reac¢do 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 padrio utilizado nos PCRs utilizados.

Fase Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
Desnaturacdo 94 2 min 1x
Desnaturacao 94 30 segundos
“Annealing” TMF - 4°C 30 segundos 35x

Extensao 68 4 min
Extensao final 68 7 min Ix

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 tampao TBE Ix (0,89 M Tris Base, 0,89M 4cido borico, 0,02M EDTA,
lug/ml de brometo de etideo (Sigma, Portugal))). Sendo este o mesmo tampao utilizado para
a corrida, incorporando-se no gel uma solug¢do de brometo de etideo com uma concentragao
final de 1% (v/v), de modo a tornar possivel a posterior visualizagdo do DNA recorrendo a
radiagdo ultravioleta. Aplicaram-se no gel 5 pul de cada produto de PCR com 1pl de tampao de
corrida (Sigma, Portugal). Utilizou-se o marcador 1Kb “Ladder Plus” (100-12000 pb)
(Invitrogen) para confirmacdo do tamanho aproximado dos fragmentos de DNA obtidos. A
migragdo das amostras foi efectuada a 80 volts durante 2 h, ap6s o que o gel foi visualizado e
fotografado recorrendo 4 radiacdo ultravioleta (tempo de exposi¢do 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 Purificacdo dos produtos de PCR e sequénciacio

Os fragmentos de DNA obtidos foram purificados usando o “Kit QIAquick PCR
Purification” (Qiagen) e posteriormente quantificados pelo aparelho espectofotometro
NanoDrop 1000, como anteriormente descrito. Os produtos purificados (2 ng/ul por 100pb do
produto PCR) juntamente com os respectivos pares de “primers” (10 pmol/ul) foram enviados
para a empresa MWG-Biotech (Alemanha) para a sequénciagdo. A analise das sequéncias foi
efectuada recorrendo ao programa VectorNTI da Invitrogen. As sequéncias, apresentadas sdao

o resultado da sequénciagdo das duas cadeias de DNA.

2.3 Analise de RNA

2.3.1 Extrac¢ao de RNA ao longo da curva de crescimento

A extraccdo 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 extraccdo de RNA pelo fenol quente, utilizada para a extraccdo de RNA de
bactérias Gram-negativas, nomeadamente Escherichia coli *. Este método permite a obtengo
de moléculas de RNA de qualquer tamanho, todavia, ¢ um protocolo moroso e que envolve
produtos muito toxicos (fenol quente). Por esta razdo foi também utilizado um kit de
extrac¢do de RNA (RNeasy Mini Kit da Qiagen) que, contudo, permite apenas recuperar
moléculas de RNA superiores a 200 ribonucleotidos.

Recolheram-se amostras de RNA representativas da curva de crescimento. Para esse efeito
preparou-se um pré-indculo em 3ml BHI e incubou-se durante a noite, a 37°C, sem agitacao.
No dia seguinte, inoculou-se 1 ml de pré-indculo em 200 ml de BHI, num erlenmayer de 1

litro, e incubou-se a 37°C sem agitagao. Retiraram-se 25 ml de cultura para os pontos iniciais
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(fase lag e inicio da fase exponencial) e 12 ml de cultura para os restantes pontos (fase
exponencial e fase estacionaria) para a extrac¢ao por fenol quente. Para a extrac¢ao 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 °C) de forma a parar o metabolismo celular.
O protocolo seguinte constitui uma fusdo de dois protocolos distintos: protocolo de
extrac¢do de DNA *°, para a lise celular, e protocolo de extrac¢do de RNA de E. coli pelo
método do fenol quente, para a purificacio do RNA total >. As amostras de cultura recolhidas
e colocadas em etanol foram centrifugadas a 7500 rpm, 4°C durante 10 min. Lavaram-se as
células com 6 ml de SET (20% Sacarose; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-Hel pH 7,6;
autoclavado). Centrifugou-se a 4°C, durante 10 min. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 3 ml de uma solug¢do contendo lisozima (50 mg/l em SET) e 20 U de
Inibidor de RNAses (Promega) e incubou-se a 37°C durante 60 min. Em seguida adicionou-se
solugdo salina (150 mM NaCl; 10mM EDTA pH 8) e SDS 10% numa propor¢ao de 1:2
(solugdo salina: SDS 10%). Misturou-se por inversao, € a cor transparente indicava a eficacia
da lise celular.
De seguida procedeu-se a extracgdo e purificacdo do RNA total, para tal adicionou-se
1 volume da mistura fenol (saturado em agua): cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e
misturou-se até formar emulsdo. Aqueceu-se a 65°C durante 10 min. Centrifugou-se a 7500
rpm durante 10 min. Retirou-se a fase superior aquosa e repetiu-se a extrac¢do fendlica.
Retirou-se a fase superior e adicionou-se 1 volume da mistura de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Misturou-se até formar emulsdo, durante 10 min a temperatura ambiente.
Centrifugou-se a 7500 rpm durante 10 min. Para precipitar o RNA foi adicionado NaCl para
uma concentracao final de 0,3M ¢ 2,5 volumes de etanol 100% ¢ foi colocado a -80°C durante

30 min. Centrifugou-se a 4°C a 7500 rpm durante 50 min. Ressuspendeu-se o pellet em 200 pl
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de agua miliQ (sem RNAses) e precipitou-se novamente o RNA como anteriormente referido.
Centrifugou-se a 7500 rpm a 4°C durante 10 min e lavou-se o “pellet” com etanol 70%.
Centrifugou-se a 7500 rpm a 4°C, 10 min e deixou-se secar a temperatura ambiente. Por fim
resuspendeu-se em agua miliQ (sem RNAses) e quantificou-se recorrendo ao aparelho
espectofotometro NanoDrop 1000.

A extracgdo e purificagdo de RNA efectuada por kit foi executada de acordo com o
protocolo apresentado “RNeasy Mini Kit”” da Qiagen. Este procedimento consiste na retengao
do RNA por colunas e a posterior purificacdo recorrendo a tampdes do kit e eluicdo em agua.

Os RNAs extraidos foram visualizados por electroforese em gel de agarose 0,8% TBE
1X para avaliar a integridade e quantificacdo dos RNAs extraidos bem como a quantificagdo

previamente efectuada

2.3.2 Analise dos RNAs extraidos

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

ribonucledtidos.

2.3.2.1 Separacio dos RNAs em gel desnaturante de acrilamida e transferéncia por
membrana (Northern-blot)

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

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

APS 10% e TEMED na proporcao 1:100 e 1:1000, respectivamente.
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As amostras de RNA foram preparadas da seguinte forma: a Sug de RNA total
adicionou-se o tampao de migracdo desnaturante (azul bromofenol 0,03%, xileno cianol
0,03%, EDTA 10 mM e formamida desionizada (Ambion)).

A migragdo do gel foi precedida de uma pré-corrida a poténcia constante de 18 W
durante 1 hora. As amostras de RNA previamente preparadas foram desnaturadas a 85°C
durante 5 min e colocadas imediatamente no gelo para evitar renaturacdo. Em seguida as
amostras foram aplicadas no gel e separadas por electroforese também a poténcia constante de
18 W (o tempo de migracdo variou de acordo com o tamanho dos transcritos estudados).

Apods a electroforese os RNAs foram transferidos para uma membrana de nylon
Hybond+ (Amersham), recorrendo-se ao aparelho Royal Genie Blotter (Ideia Scientific). A
transferéncia foi efectuada em TAEIx (Tris 0,01M; acetato de sédio 0,005M; EDTA 0,5x10
M; pH 7,8), a7 V, durante 2 horas e 30 min horas a 4°C.

Posteriormente os RNAs foram fixados a membrana utilizando uma solugao de NaOH
50 mM, seguida de neutralizagdo numa solugdo de SSPE 2x (NaCl 3,6M; NaH,P04.H,O;

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

2.3.2.2 Hibridacao
A hibridagdo das membranas foi precedida de uma pré-hibridagdo durante 1 hora a
42 °C (estufa Biometra OV3) com a mesma solu¢ao de hibridacdo (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 a hibridagdo durante a noite a 55°C.
No dia seguinte, as menbranas foram lavadas - 3 lavagens, a 68°C durante 30 min

cada, com os seguintes tampdes: SSPE 2x com SDS 0,1%; SSPE 1x com SDS 0,1% ¢ 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 Sintese de moléculas de RNA

Na analise 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 transcricdo in Vitro construiram-se
fragmentos de DNA, por PCR utilizando o DNA cromossoémico de E. faecalis V583 como
matriz, os quais tinham numa das suas extremidades a sequéncia correspondente ao promotor
da RNA polimerase T7 (5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG G — 37) (figura 8). Os
fragmentos de DNA obtidos por PCR foram purificados com o Kit QIAquick PCR
purification Kit (Qiagen).

Para se efectuar a sintese de moléculas de RNA adicionou-se a, aproximadamente, 200
ng de fragmento de DNA, 4 ul tampao de transcricdo 5x, 40 U de RNAsin (Promega), 2 ul
DTT 100 mM, 4 pl tfNTPs 2,5 mM de cada, 20 U de T7 RNA polimerase e agua para um
volume total de 20 pl. Incubou-se a 37°C durante 1 hora para efectuar a transcri¢do, apos o
que se degradou o fragmento de DNA com 5U DNAse (Roche) incubando a 37°C durante 30
min. Em seguida os RNAs sintetizados foram purificados como descrito no protocolo 2.3.1.

Para sintetizar as sondas utilizadas na hibridagdo dos Northerns efectuaram-se
igualmente transcrigdes in Vvitro, como descrito no paragrafo anterior, com a diferenga de que
se adicionou [a-"PJUTP (ILC) (figura 7). Ap0s a transcri¢io efectuou-se a purificagio das

sondas através do kit MicroSpin G-25 columns (GE Healthcare).
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Figura 7 — Esquema representativo da sintese dos RNAs in vitro. A - Sintese dos RNAs controlos in vitro. Foram utilizados os pares de
primers rfsrD/T7mfsrD e fsrB/T7mfsrB para a amplificagédo de fragmentos de DNA para os genes fsrD e fsrB, respectivamente. A extensdo
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 — Sintese das sondas radioactivas. Foram utilizados os pares de primers T7fsrD/mfsrD,
T7fsrB/mfsrB e T7fsrA/mfsrA para a amplificagdo de fragmentos de DNA para os genes fsrD, fsrB e fsrA, respectivamente. Estes amplicons
foram amplificados com a extens@o correspondente ao promotor da RNA polimerase T7 na extremidade 5” (extensdo a vermelho) do primer
da cadeia complementar da cadeia codificante dos genes estudados.

2.4 Analise da viruléncia de enterococos

2.4.1 Testes de viruléncia de Enterococcus utilizando o nematodo C. elegans

Este procedimento foi efectuado conforme descrito por Garsin et al. >'. Ressuspendeu-
se 1 coldnia bacteriana da estirpe em estudo em 5 ml de meio M17 suplementado com 0,5%
glucose (cresceu a 37°C 7-8h). Prepararam-se placas de meio M17 contendo 40mM piruvato,
fumarato e gentamicina 25 pg/ml, para evitar o crescimento de E. coli. Adicionou-se 10 pl de
cada estirpe em cada placa e incubou-se a 37°C durante a noite. Deixaram-se as placas a

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 ''%.
Adicionaram-se entre 25 a 30 C. elegans em estadio L4 ou jovens adultos hermafroditas
(transferidos da E. coli OP50) a placa com a estirpe em estudo (figura 8). Este procedimento

foi efectuado em triplicado.

Adulto

w:“md""o Q .“Q

L4 Iarva

SN~ —_— desenvolvimento @

meses embriondrio
14 hr
hr Dauer larva
A —

L3 larva 13 hr /
R ——— Predauer (L2d)
auséncia alimento v
8hr N
N L1 larva
L2 larva 12 hr

Figura 8 — Esquema do ciclo de vida de C. elegans. O ciclo de vida de C. elegans é constituido por 4 estadios de larvas — L1, L2, L3 ¢ L4
até chegar a fase adulta. Em condi¢des de auséncia de alimento, este nematodo entra no estadio “dauer larva” conseguindo sobreviver a
condigdes adversas durante véarios meses. Quando as condigdes se tornam favoraveis, a larva sai deste estadio e entra no L4 *.

As placas foram incubadas a 25°C 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 dissecagdo ao microscopio. As larvas C. elegans foram
consideradas mortas quando ndo respondiam a toques ou picadas com pingas. As C. elegans
que morriam por ficarem encostadas na parede das placas ndo foram consideradas para o

estudo.
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2.4.2 Testes de viruléncia 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 pl de bactérias (2x10° 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 37°C. O nimero de mortes foram

contadas de 24 em 24h durante 5 dias.

2.4.3 Analise estatistica

A sobrevivéncia dos modelos animais foi calculada pelo método “Kaplan — Meier” e a
diferenga de sobrevivéncia foi testada pela significancia 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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CAPITULO 3. DESCRICAO DAS ESTIRPES ESTUDADAS, CONFIRMACAO DO

GENOTIPO fsr/gelE-SprE E FENOTIPO GELATINASE

3.1 Objectivos do estudo

3.2 Resultados e Discussiao
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CAPITULO 3. DESCRICAO DAS ESTIRPES ESTUDADAS, CONFIRMACAO DO

GENOTIPO fsr/gelE-SprE E FENOTIPO GELATINASE

3.1 Objectivos do estudo

No inicio deste estudo, foi necessdrio confirmar o genotipo, bem como o fenotipo
gelatinase, uma vez que tém sido descritos na literatura como bastante 14bil. Por exemplo,
Nakayama e colaboradores demonstraram o aparecimento de frequentes delec¢des no operdo
fsr de E. faecalis e E. faecium, de isolados clinicos *°. Os isolados com delec¢do de 23,4 kb
(eliminando o fsrA, fsrB e parte do fsrC), apresentavam fenotipo gelatinase negativo e nao
tinham actividade da GBAP *. Em estudos preliminares, Nakayama et al. observaram que ao
final de seis geragdes as estirpes se tornavam gelatinase negativas, facto que Eaton e Gasson

21, 85

jé tinham referido . Desta forma, chegou-se a conclusdo que este tipo de delecgdes ocorre

com frequéncia em Enterococcus °* *. Assim, este capitulo teve como objectivos:

v" Verificar a presenca dos genes completos fsrA (EF1822), fsrB (EF1821), fsrC
(EF1820), gelE (EF1818) e sprkE (EF1817) através da técnica de PCR;

v" Confirmagdo do fenotipo gelatinase, através do teste gelatinase.

Para a confirmacao do gendtipo foi necessaria a escolha de primers que abrangessem os
genes completos. Esta foi efectuada com base na sequéncia do genoma de E. faecalis V583 ¢

das indicagdes publicadas dos operdes fsr e gelE-sprE **%>-%4,
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3.2 Resultados e Discussao

Para a realizagdo deste estudo, foram seleccionadas estirpes de espécies diferentes (E.
faecalis, E. faecium ¢ E. durans) anteriormente analisadas, e com congruéncia/incongruéncia
entre o gendtipo fsr e gelE-sprE e fenotipo gelatinase . Os resultados obtidos estdo

apresentados no quadro 4.

Quadro 4 — Confirmacio dos resultados anteriormente obtidos. Para cada estirpe o respectivo gendtipo (presenga dos genes fsrA, fsrB,

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

Genotipo Fenotipo
Isolados Espécie fsrA fsrB fsrC gelE Spri Gelatinase
LN68 E. faecalis + + + + + -
LN66 E. faecalis + + + + + -
QN8 E. durans + + + + + -
QSE32 E. faecium + + + + + +
QSEI15 E. durans + + + + + -
QSE125 E. faecalis + + + + + -
LSE4 E. durans + + + + + -
QA29b E. faecalis + + + + + +

Os resultados obtidos mostram que nio ocorreram perdas de genes e/ou mudangas de
fenotipo nas estirpes escolhidos, pelo que, as incongruéncias/congruéncias entre o genotipo e
o fenotipo em todas as estirpes mantiveram-se relativamente aos resultados publicados por
Lopes et al. .

O estudo foi iniciado com duas estirpes diferentes com gendtipo e fendtipo positivo

(QSE32 ¢ QA29Db) e seis estirpes com gendtipo positivo e fendtipo negativo (LN68, LN66,

QNS8, QSE15, QSE125 ¢ LSE4).
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4.1 Objectivos do estudo

4.2 Resultados e discussio
4.2.1 — Identifica¢do das mutag¢des encontradas na estirpe E. faecium QSE32
4.2.2 — Identifica¢do das mutag¢des encontradas na estirpe E. faecalis LN68
4.2.3 Analise do efeito das mutagdes identificadas nas proteinas dos operdes fsr e
gelE-sprE
4.2.3.1 Proteina FsrA (Regulador)
4.2.3.2 Proteina FsrB e FsrD (GBAP)
4.2.3.3 Proteina FsrC (Histidina Cinase)
4.2.3.4 Gelatinase
4.2.3.5 Proteinase serinica
4.2.3.6 Analise da mutagdo encontrada no gene fsrC na estirpe E. faecalis LN68 em

outras estirpes com fendtipo gelatinase negativo
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CAPITULO 4. SEQUENCIACAO DOS OPEROES fsr E gelE-sprE

4.1 Objectivos do estudo

A presenga de mutagdes nos genes dos operdes fsr e gelE-SprE pode ser a explicacdo
molecular para a incongruéncia de gendtipo/fendtipo encontrada em algumas estirpes deste
estudo (LN66, LN68, QN8, QSE15, QSE125 ¢ LSE4). Sequénciaram-se os operdes fsr e
gelE-sprE em duas estirpes anteriormente referidas: uma estirpe com gendtipo positivo e
fenotipo gelatinase negativo (LN68) e outra com gendtipo/fenodtipo positivo (QSE32). A
estirpe E. faecium QSE32 foi também escolhida para perceber as possiveis diferengas nestes
operdes existentes entre espécies E. faecalis e E. faecium. Assim, este capitulo tem como

objectivos:

v Sequénciagdo e andlise dos operdes fsr e gelE-sprE das estirpes

E. faecium QSE32 ¢ E. faecalis LN68;

v Analise do efeito das muta¢des encontradas sobre a expressdo dos operdes.
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4.2 Resultados e discussao

Foram sequénciadas um total de 6058 pb para a estirpe E. faecium QSE32 ¢ de
6106 pb para a estirpe E. faecalis LN68, incluindo os genes fsrA, fsrB ¢ fsrD, fsrC, gelE e
SprE e respectivas zonas intergénicas. A sequénciacdo das zonas intergénicas foi efectuada
com o objectivo de detectar possiveis mutagdes em regides importantes para a regulacao da
expressao destes operdes quer a nivel transcricional, pds-transcricional e/ou tradugao.

As mutagdes sao mudancas de pares de bases que podem ocorrer num gene € nas
zonas intergénicas de um organismo. Neste capitulo, as mutacdes procuradas foram a nivel

pontual dos genes dos operdes fsr e gelE-SprE (quadro 5).

Quadro 5 — Tipos de Mutacdes Génicas. Apresentacio dos trés tipos de mutacdes genicas e respectivas sub-categorias **.

Mutagcdo silenciosa | Substitui¢do de uma base do DNA por outra (no 3° nucledtido de cada coddo),
(“Silence”) resultando num coddo que codifica 0 mesmo aminoacido, devido a redundancia
do codigo genético.
Substituicio Mutagio com Substituicdo de uma base do DNA por outra, que tem como consequéncia a
o ) perda de sentido | substituicdo de um aminoacido por outro na proteina codificada. A conformagéo
](Jsubs(tiltull)cle\il(zc)ie uma so (“Missense”) da proteina pode ser alterada.
ase do
Mutagio sem Substituicdo de uma base do DNA de tal modo que, no mRNA, um coddo que
sentido especifica um aminoacido ¢ alterado para um coddo de STOP, ou o contrario.
(“Nonsense”) Origina uma proteina mais curta ou mais longa do que a proteina normal.
Deleccao
(remogdo de uma ou Pode ser removida uma tnica base ou mais bases do DNA.
mais bases do DNA)
Insercio O numero de bases adicionadas a0 DNA pode variar. Quando ¢ inserida uma sequéncia igual a outra
(Adigdo de uma ou mais | ©corTe uma duplicagao.
bases ao DNA)

As mutagdes que conduzem a uma alteragdo do aminoacido podem ter efeitos distintos
na funcionalidade da proteina; por exemplo se um aminodcido for alterado por outro
pertencente ao mesmo grupo de classificacdo o seu efeito poderd ser inferior ao efeito de uma

alteragio que conduza a um amino4cido pertencente a um grupo diferente (quadro 6) **.
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Quadro 6 — Classifica¢do dos aminoacidos. A classificagdo dos aminoéacidos divide-se em quatro grupos: apolares, polares neutros, polares

bésicos e polares acidos. Este quadro foi efectuado com base de Griffiths et al.**

GRUPO DE AMINOACIDOS
Apolares Polares Neutros Polares Basicos Polares Acidos
Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido
(Abreviatura/Simbolo) (Abreviatura/Simbolo) (Abreviatura/Simbolo) (Abreviatura/Simbolo)

Glicina (Gly /G) Fenilalanina (Phe/F) Serina (Ser/S) Arginina (Arg/R) Acido aspartico (Asp/D)
Alanina (Ala/A) Triptofano (Trp/W) Treonina (Thr/T) Lisina (Lys/K) Acido glutdmico (Glu/E)
Leucina (Leu/L) Metionina (Met/M) Cisteina (Cys/C) Histidina (His/H)
Isoleucina (Ile/T) Valina (Val /V) Tirosina (Tyr/Y)
Prolina (Pro/P) Aspargina (Asn/N)

Glutamina (GIn/Q)

No caso de as mutagdes ocorrerem em regides nao codificantes, ditas reguladoras,
também podem interferir na expressao do gene. Este facto deve-se a estas regides consistirem
em sequéncias envolvidas na transcrigdo, processamento e/ou estabilidade do transcrito
respectivo e/ou tradugdo do gene.

As sequénciagdes foram efectuadas pela MWG e foram sequénciadas as duas cadeias
dos fragmentos de DNA enviados. A analise dos resultados das sequénciagdes foi efectuada
com o programa Vector NTI (Invitrogen). As sequéncias recebidas correspondentes as duas
cadeias complementares foram alinhadas e apenas se consideraram fidveis as sequénciacdes
em que havia complementaridade das duas cadeias. Em caso de divida foram efectuadas
novas sequénciagdes. Com as sequéncias recebidas efectuou-se a construcao dos operdes para
ambos as estirpes (QSE32 e LN68) e os alinhamentos apresentados no Anexo 1. Estes
alinhamentos foram efectuados com as sequéncias das cadeias codificantes (cadeia 3°-5") dos
operdes fsr e gelE-sprE da estirpe controlo E. faecalis V583. Os resultados obtidos
evidenciaram a existéncia de varios tipos de mutagdes em ambas as estirpes (quadro 7). A

identificacdo e posicionamento das mutagdes permitiu prever a possivel alteragdo da
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sequéncia de aminoacidos das proteinas, bem como, alteracdes nas regides envolvidas na

regulacdo da transcri¢do e/ou tradugao.

4.2.1 — Identificagdo das mutagoes encontradas na estirpe E. faecium QSE32

Na estirpe QSE32 detectaram-se 68 mutagdes, destacando-se 33 mutagdes silenciosas,
20 com perda de sentido, 13 nas zonas intergénicas, 1 deleccao e 1 inser¢ao (quadro 7).

Nas regioes codificantes dos genes fsrA, fsrB, fsrD, fsrC, gelE e sprE foram
observados varios tipos de mutagdes de substituicao de bases que resultaram em mutacdes de
perda de sentido, mutagdes silenciosas ¢ uma delec¢do. Assim, no gene fsrA foram
identificadas 2 muta¢des de perda de sentido e 2 mutag¢des silenciosas; no gene fsrB
identificou-se 8 mutac¢des de perda de sentido e 7 silenciosas; no gene fsrC identificou-se 1
mutagdo perda de sentido e 5 silenciosas; no gelE 6 mutagdes perda de sentido, 13 silenciosas
e 1 deleccdao; no gene SprE identificaram-se 3 mutagdes perda de sentido e 6 silenciosas
(quadro 7). As mutagdes de perda de sentido identificadas em todos os genes e a delecgao
identificada no gene gelE serdo analisadas em pormenor.

Nas regides nao codificantes foram identificadas um total de 14 mutagdes de mudanca
de nucleotido e uma inser¢ao: 2 mutagdes a montante da sequéncia promotora -35 do gene
fsrA; 2 muta¢des a montante da sequéncia promotora -35 do fsrB-fsrD-fsrC (uma delas ¢ uma
inser¢do); 2 mutagdes entre as regides promotoras -35 e -10 do fsrB-fsrD-fsrC; 2 mutagdes a
montante da sequéncia promotora -35 do gelE-sprE; 2 muta¢des a jusante da sequéncia
promotora +1 do gelE-sprE; 1 mutagdo a jusante da sequencia de Shine-Dalgarno dos genes

gelE-sprE e 3 mutagdes a jusante da regido codificante do SprE (figura 9) (quadro 7).
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GTTTCGTAGTTICTTITCTCATGAAACCTG

Figura 9 — Identificacio das mutacdes identificadas nas zonas intergénicas dos genes fsrA, fsrB- fsrD- fsrC e gelE-sprE da estirpe
QSE32. Sequéncias intergénicas dos operdes fsr e gelE-sprE com identificagdo das zonas reguladoras (sublinhados a verde), mutagdes
(vermelho) e respectivas posi¢des apresentadas no quadro 7 e Anexo 1 (nimeros a preto).
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Quadro 7 — Mutacdes identificadas nos operdes fsr e gelE-sprE na estirpe E. faecium QSE32. Identificacdo das mutagdes nos operdes fsr e gele-sprE da estirpe QSE32, respectiva posi¢do na cadeia 3°-5" (cadeia -),

zona do operdo (gene afectado), mudanga de nucledtido e aminoécido e respectivo tipo de mutagdo. (*) Indica que sdo mutagdes dentro da zona intergénica e por isso ndo tém classificagdo de mutagdes de substituig¢ao.

Mutacio n°. Posicao Zona do operio Mudanga de nucleétido Mudanga de aminoacido Tipo de
(do Anexo 1.1) (V583-QSE32) (V583-QSE32) Mutagio
1 64 129 pb a montante do -35 fsrA C-G *) *)
2 158 35 pb a montante do -35 fsrA C-T *) *
3 302 T-C Val-Ala Perda de sentido
4 759 G-A - Silenciosa
5 801 fsrA G-T - Silenciosa
6 941 G-A Arg-Lys Perda de sentido
7 985 26 pb a montante -35 fsrB-fsrD-fsrC -A # inserc¢do Inser¢do
8 1004 7 pb a montante -35 fsrB-fsrD-fsrC G-A (*) *)
9 1022 Entre -10 ¢ -35 fsrB-fsrD-fsrC G-C (*) (*)
10 1027 Entre -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC T-C (*) *
11 1184 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 GlIn-His Perda de sentido
17 1451 C-A - Silenciosa
18 1465 fsrB 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 A-G - Silenciosa
27 2050 G-A Ile-Val Perda de sentido
28 2053 fsrC 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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Mutacio n°. Posicao Zona do operiao Mudanga de nucleétido Mudan¢a de aminoacido Tipo de

(do Anexo 1.1) (V583-QSE32) (V583-QSE32) Mutacio
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 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 gelE G-A Val-lle 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- # delecgdo Delecgdo
57 5020 C-A - Silenciosa
58 5230 C-T - Silenciosa
59 5343 C-T Thr-Ile Perda de sentido
60 5626 SprE 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 — Identificacdo das mutacdes encontradas na estirpe E. faecalis LN68

As sequénciacdes relativas a estirpe LN68 permitiram identificar 60 mutagdes no total,
sendo 31 mutagdes silenciosas, 19 de perda de sentido 1 sem sentido, 1 inser¢ao e 8 mutagdes
nas zonas intergénicas.

Nas regides codificantes fsrA, fsrB, fsrD, fsrC, gelE e sprE foram observados varios tipos
de mutacdes de substituicdo de bases que resultaram em mutagdes de perda de sentido,
mutagdes silenciosas e uma delecgdo. Assim, no gene fSrA foram identificadas 2 mutagdes
silenciosas e 2 mutagdes de perda de sentido; no gene fsrB identificaram-se 3 mutagdes perda
de sentido e 4 silenciosas; no gene fsrC identificaram-se 5 mutagdo perda de sentido,
5 silenciosas ¢ 1 sem sentido; no gene gelE identificaram-se 5 mutagdes perda sem sentido,
12 silenciosas; no gene SprE identificaram-se 3 mutacdes perda de sentido e 8 silenciosas. As
mutacdes de perda de sentido identificadas em todos os genes e a mutacdo sem sentido
identificada no gene fsrC serdo analisadas em pormenor.

Nas regioes nao codificantes foram identificadas um total de 9 mutagdes de mudanca
de nucleodtido e uma inser¢ao: 3 mutagdes a montante da sequéncia promotora -35 do fsrA; 2
mutagdes a montante da sequéncia promotora -35 do fsrB-fsrD-fsrC (uma delas ¢é a insercéo);
2 mutagdes entre as sequéncias promotoras -35 e -10 do fsrB-fsrD-fsrC; 1 mutagdo no -10 do

fsrB-fsrD-fsrC; 1 mutagdes a jusante da parte codificante do SprE (figura 10).
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Figura 10 — Identificacio das mutag¢des identificadas nas zonas intergénicas dos genes fsrA, fsrB- fsrD- fsrC e gelE-sprE da estirpe
LN68. Sequéncias intergénicas dos operdes fsr e gelE-sprE com identificagdo das zonas reguladoras (sublinhado verde), mutagdes
(vermelho) e posigdes apresentadas no quadro 7 € no Anexo 1(numeros a preto).

46



Capitulo 4. Sequénciacgéo dos Operdes fsr e gelE-sprE

Quadro 8 — Mutagdes observadas nos operdes fsr e gelE-sprE na estirpe E. faecalis LN68. Identificagdo das mutagdes nos operdes fsr e gelE-sprE da estirpe Ln68, respectiva posi¢do na cadeia 3°-5" (cadeia -), zona

do operdo (gene afectado), mudanga de nucledtido e aminoacido (com a comparagdo do V583), e respectivo tipo de mutagdo. (*) Indica que sdo mutagdes dentro da zona intergénica e por isso ndo tém classificacdo de

mutagdes de substituicdo.

Mutacio n°. Posicao Zona do operio Mudanga de nucleétido Mudanca de aminoacido Tipo d~e
(do Anexo 1.1) (V583-Ln68) (V583-Ln68) Mutacio

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 T-C Val-Ala Perda de sentido
5 759 fsrA 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 # Inserc¢do de 1 base
9 1004 8 pb a montante -35 fsrB-fsrD-fsrC G-A *) *)

10 1022 Entre 0 -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC G-C *) (*)

11 1027 Entre 0 -10 e -35 fsrB-fsrD-fsrC T-C *) (*)

12 1038 -10 fsrB-fsrD-fsrC T-A *) (*)

13 1109 G-A Met-lle Perda de sentido
14 1185 C-T Leu-Phe Perda de sentido
15 1298 T-C - Silenciosa

16 1395 fsrB C-T - Silenciosa

17 1403 G-T Met-lle Perda de sentido
18 1451 G-A - Silenciosa

19 1454 T-C - Silenciosa
20 1954 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 fsrC 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
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Quadro 8 — (continuagdo)
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Mutacdo n° Posicao Zona do operio Mudanga de nucleétido Mudanca de aminoacido Tipo de

(do Anexo 1.1) (V583-Ln68) (V583-Ln68) Mutacio
31 3576 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 gelE AG - 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 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 SprE 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 Analise do efeito das mutacdes identificadas nas proteinas dos operdes fsr e gelE-sprE

Apos a identificacdo das mutagdes em cada um dos genes dos operdes 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 proteinas das estirpes QSE32 e LN68. Assim, com as
sequéncias de nucledtidos dos operdes fsr e gelE-sprE obtiveram-se as sequéncias das
proteinas e efectuou-se o alinhamento das sequéncias de aminodcidos das proteinas (FsrA,
FsrB, FsrD, FsrC, gelatinase e protease sérica) das duas estirpes estudadas com a estirpe
controlo V583. Analisou-se cada gene afectado com mutac¢des perda de sentido, sem sentido,
delec¢des e inser¢des e consequentemente identificaram-se os aminoacidos modificados.
Ap0s esta andlise, efectuou-se um blastp (programa do site NCBI) de forma a procurar os
dominios putativos das proteinas estudadas e tentar correlacionar as mutagdes com o0s

. 47
dominios encontrados *'.

4.2.3.1 Proteina FsrA (Regulador)

Nas estirpes analisadas, LN68 e QSE32, verificou-se que estas apresentam as mesmas
duas mutagdes perda de sentido no gene fsSrA. A analise dos alinhamentos efectuados relativos
as proteinas FsrA, permitiu verificar que estas mutagdes provocam a substituicdo de dois
aminoacidos (figura 11). Os aminoacidos 22 e 235 foram substituidos: a Valina 22 (V) foi
substituida por uma Alanina (A)), sendo ambos aminoéacidos apolares; a Arginina (R) foi

substituida por Lisina 235 (K), e pertencem ambos ao grupo de aminoacidos basicos (figura

11).
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1 10 20 30 40 50 60 70 80
FstA V583 MSEQMAIYILEDQI IQAKALEVLLTNILHSRNIYNET IHLFSRSDELLQVAHQDAQLN1FFLD IQMNNHIQAGFEVAKE IRk
FstA LN68 MSEQMAIYILEDQI IQAKALEALLTNILHSRNIYNET IHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIFFLD IQMNNHIQAGFEVAKE IRk
FstA QSE32 MSEQMAIYILEDQI IQAKALEALLTNILHSRNIYNET IHLFSRSDELLQVAHQDAQLNIFFLD IQMNNHIQAGFEVAKE IRk

170 180 190 200 210 220 230 248

FsrA V583 :YDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDL IRVHQSE I INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSRRYYTQVKALFLT-
FsrA' LN68 :YDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDL IRVHQST I INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-
FsrA QSE32 :YDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDL IRVHQSE I INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-

Figura 11 — Sequéncia das proteinas FsrA das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento da sequéncia das proteinas FsrA da estirpe
controlo V583 ¢ das estudadas LN68 ¢ QSE32 - ¢ alteragdes de aminoacidos que foram identificados. O Alinhamento completo encontra-se
no Anexo 2.1.

A proteina FsrA, de acordo com o programa Blastp, tem trés dominios diferentes:
REC (“Signal receiver domain”), LytTR (“LytTr DNA-binding domain™) e LytT (“Response
regulator of the LytR/AlgR family”) (Figura 12) **. O dominio REC tem a fungdo de receber
o sinal de um sensor de um sistema de dois componentes, ¢ na sua constitui¢do tem um local
de fosforilagdo onde ¢ fosforilado por um homdélogo de uma histidina cinase, € normalmente ¢
encontrado na extermidade N-terminal um dominio de ligagio a0 DNA **. O dominio LytTR
¢ um dominio de ligagdo ao DNA que ¢é encontrado, normalmente, em reguladores
transcripcionais, e estd envolvido na ligagdo a uma sequéncia especifica de DNA*®. Por
ultimo, o dominio LytT também estd envolvido nos mecanismos de traducdo de sinal e

~ .. 4
regulagio transcricional **,

1 20 100 150 200 247
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | [
REC LutTR
LytT

Figura 12 — Dominios putativos da proteina FsrA. Esquema representativo dos dominios da FsrA das estirpes LN68 ¢ QSE32, constituido
por um REC (“Signal receiver domain”), LytTR (“LytTr DNA-binding domain™) e LytT (“Response regulator of the LytR/AlgR family”) .

50



Capitulo 4. Sequénciacdo dos Operdes fsr e gelE-sprE

As mutagdes perda de sentido encontradas no gene fSrA sdo as mesmas em ambas as
estirpes, provocam as mesmas mudangas de aminoacidos pelo que ndo devem constituir uma

resposta para a incongruéncia do genétipo/fenétipo encontrada na estirpe LN68.

4.2.3.2 Proteina FsrB e FsrD (GBAP)

Relativamente ao gene fsrB foram identificadas mutagdes diferentes entre as estirpes
QSE32 e LN68. No caso da estirpe LN68, foram detectadas somente trés mutacdes de perda
de sentido em comparagao com a estirpe controlo V583. Assim, estas mutagdes traduziram-se
na substituicdo dos aminoacidos 13, 39 e 111 (figura 13). Todas as mutacdes de perda de
sentido conduzem a mudanca de aminoacidos dentro do grupo dos aminoacidos polares
(Metioninas 13 ¢ 111 (M) por Isoleucinas (I) e Leucina 39 (L) por Fenilalanina (F)).

Na estirpe QSE32 identificaram-se oito mutacdes de perda de sentido que
provocaram: 4 mudangas de aminoacidos entre o grupo polar neutro e o grupo polar basico -
Glutamina 124 (Q) por Histidina (H)), Lisina 191 e 194 (K) por Treonina (T) e Serina 209 (S)
por Arginina (R); 3 mudangas de aminoacidos dentro do grupo polar - Leucina 39 (L) foi
substituida por Fenilalanina (F), Metionina 111 (M) por Isoleucina (I) e Isoleucina 171 (I) por
Valina (V); e 1 mudanga de aminoacido entre os grupos polar neutro e apolar — Asparginina
224 (N) por Isoleucina (I) (figura 11). As mutagdes que provocaram a substituicdo dos

aminoacidos 39 ¢ 111 ja foram identificadas em estudos publicados .
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1 10 20 30 40 50 60 70 80
FstB V583 ML IDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNLLMILILSVLFGTLSETFIVYVVL IFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV
FstB- LN68 ML IDWILKNIMDIDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFGTLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV
FsrB QSE32 MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLMILILSVLFGTLSETFIVYVVL IFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYV

96 110 120 130 140
FstB V583 KNSSVSLPFIYKILLMCLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSL IRV(
FstB LN68 KNSSVSLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSL IRV(
FsrB QSE32 KNSSVSLPFIYKILLICLLVVLFYWYAPHGTAIEPVQPSDLNVLKKQSL IRV(

149 160 170 180 190 200 210 220 230
FsrB V583  LLILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNL IEGSVFMKFGKK I IKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPN I FGQUWNMGQTEK
FsrB  LN68 LLILCSLFVKEKIASVILYGLVIQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKK I IKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPN I FGQUMGQTEK
FsrB QSE32 LLILCSLFVKEKIASVILYGLVWQGLMILPVTKNLIEGSVFMTFGTK I IKNVIEKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSP I I FGQUNMGQTEK

Figura 13 — Sequéncias das proteinas FsrB das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequéncias das proteinas FsrB da estirpe
controlo V583 e das estudadas LN68 ¢ QSE32 - ¢ alteragdes de aminoacidos que foram identificados. O alinhamento completo encontra-se
no Anexo 2.2.

Ao efectuar-se o Blastp, verificou-se que ambas as estirpes t€m um dominio putativo

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

transporte do AIP (cf. Introdugdo) *"»*.

...
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Figura 14 — Dominio putativo da proteina FsrB. Esquema representativo do dominio da proteina FsrB identificado nas estirpes LN68 e
QSE32, constituido por um dominio AgrB (“Accessory gene regulator B”) ¥/.

Algumas das mutagdes encontradas no gene fSrB que se traduziram na substituigdo de
aminodcidos na proteina FsrB nas estirpes QSE32 e LN68 encontram-se dentro deste
dominio. As substitui¢des de aminoacidos identificadas na estirpe LN68 por serem dentro do
mesmo grupo de aminoacidos poderdo ndo ser relevantes na fungdo desta proteina. Por outro
lado, as mutagdes no fsrB da estirpe QSE32 que conduzem a mudanga de aminoacidos entre
diferentes grupos parecem ndo ter efeito no fendtipo gelatinase. A presenga destas podera

estar relacionada com a diferenca entre espécies.
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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. Introducdo). Este foi identificado na extremidade
3’do gene fsrB (162 pb E. faecalis OG1SP), e corresponde aos 54 aminoacidos do C-terminal
da proteina FsrB. O alinhamento das proteinas FsrD das estirpes QSE32 ¢ LN68 com a da
estirpe controlo V583, revelou que somente a estirpe QSE32 tém mutacdes que provocam
substitui¢des de aminoacidos (ja identificadas na FsrB — aminoacidos 191, 194, 209 e 224)

(figura 15).

1 10 20 30 40 54
FstD V583 MKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPN I FGQUWMGQTEKPKKN I EK-
FstD LN68 MKFGKKIIKNVIEKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPN I FGQWMGQTEKPKKN I EK-
FsrD QSE32 MTFGTKIIKNVIEKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSP I I FGQWMGQTEKPKKNIEK-

Figura 15 - Sequéncia das proteinas FsrD das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequéncias das proteinas FsrD das
estirpes estudadas e controlo — e alteragdes de aminoacidos que foram identificadas. Esta sequéncia encontra-se entre o aminoacido 190 e
aminoécido 243 da proteina FsrB. O quadrado preto identifica a sequéncia da GBAP madura. A identificacdo do coddo de inicia¢do foi
efectuada conforme a literatura %,

Como indicado na figura 15, a mutacdo que provoca a mudanca de aminoacido 35
(Aspargina por Isoleucina) afecta a estrutura da GBAP madura. Este mudanca afecta a
inducdo da producdo da gelatinase, ou seja, esta alteracdo de estrutura faz com que seja
necessaria maior quantidade de GBAP para induzir a producdo da gelatinase (resultados ndo
publicados comunicados por Jiro Nakayama).

Relativamente ao Blastp efectuado com esta sequéncia de aminoécidos, ndo foram
encontrados dominios na base de dados do NCBI.

No mesmo trabalho que o gene fsrD foi identificado, também foram identificados
aminoacidos da proteina FsrB essenciais para a produ¢do, maturacdo e possivel transporte da
GBAP para fora da célula (Arginina 66, Glicina 71, Histidina 73, Cisteina 80, Prolina 123 e

Prolina 130) *. O alinhamento efectuado entre as proteinas FsrB das estirpes QSE32 e LN68
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e a estirpe controlo V583 (figura 13) permitiu verificar que estes aminoacidos nao foram

alterados.

4.2.3.3 Proteina 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 mutagdo de perda de sentido, enquanto
a estirpe LN68 tém 5 mutagdes perda de sentido e 1 mutagdo sem sentido (Anexo 2.3).
Relativamente & mutagdo identificada no QSE32 verificou-se que esta faz com que haja uma
alteracdo de aminoécido dentro do mesmo grupo, apolar — Isoleucina 65 (I) por Valina (V)
(figura 16). No que respeita as mutacdes encontradas na estirpe LN68 verificou-se que dentro
das mutacdes sem sentido, somente uma provoca mudanca de aminoacido entre grupos
diferentes, grupo apolar para polar neutro — Alanina 428 (A) por Serina (S) (figura 16). As
restantes mutagdes 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 basico - Lisina 385 (K) por Arginina (R) (Figura 16).

40 50 60 70 80 90 100 110 125

FsrC V583 SLLIVINLCSFAALMLGYSWLIYALTVVIFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEQT ILSVFFQQIYQNKLLWIASNVLL
FsrC  LN68 SLLIVINLCSFAALMLGCSWLIYALTVVIFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEQT ILSVFFQQIYQNKLLWIASNVIL
FsrC QSE32 SLLIVINLCSFAALMLGYSWLIYALTVVVFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTEOT ILSVFFOOIYONKLLWIASNVLL
(.)

209 220 230 240 250 260 270 280 290
FstC V583 |EAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLLYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKK I 1DNEEFELMKLNRLKN
FstC LN68  IEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIES INEELAMFRHDYKNLLNSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKK I 1DNEEFELMKLNRLKN
FstC QSE32  IEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNLLYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKK I 1DNEEFELMKLNRLKN
(.)

345 350 360 370 380 390 400 410 420 430
FsrC V583 DNAIENSAKSELKMFA1SIFNKNETQEFV 1 TNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPHEHGWGLLYVKE 1VDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHL
FstC LN68  DNAIENSAKSELKMFAISIFNKNETQEFV I TNSVQAEFDFRVMKKTKFSSKSNPHEHG-GLLYVKE IVDFSDQFDLQTSFNEGSVTQHL
FsrC QSE32  DNAIENSAKSELKMFA1SIFNKNETQEFV I TNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPHEHGWGLLYVKE 1VDFSDQFDLQTSFNEGAVTQHL

Figura 16 — Sequéncia das proteinas FsrC das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequéncias das proteinas FsrC da estirpe
controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 — alteragdes de aminoacidos que foram identificados. O quadro preto identifica a mutagao sem
sentido. O alinhamento completo encontra-se no Anexo 2.3.
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Relativamente a mutagdo sem sentido encontrada na estirpe LN68 verificou-se que
esta provoca a mudanca do Triptofano 403 para um coddo STOP. Assim, esta alteragdo faz
com a proteina FsrC desta estirpe seja uma proteina truncada relativamente a proteina da
estirpe V583. A proteina FsrC da estirpe LN68 fica com menos 45 residuos de aminoacidos
na extremidade C-terminal. Este facto podera ser importante para a explicagdo da
incongruéncia de genotipo/ fenotipo encontrada na estirpe LN68.

A andlise Blastp para ambas as estirpes ndo permitiu encontrar os dominios da
proteina FsrC neste programa. Assim, analisou-se os dominios da proteina FsrC da estirpe
V583 (EF1820) num outro programa e comparou-se esta com as proteinas FsrC do QSE32 e
do LN68 * (figura 17). A proteina FsrC de E. faecalis V583 tem dois dominios, o primeiro ¢
o dominio de histidina cinase com uma zona de ATPase, ¢ um outro (7tm_4) ligado ao
mecanismo de trasdugdo de sinal com na extermidade C-terminal ATPase **. Ao se efectuar a
comparagdo entre as proteinas FsrC do V583 ¢ as das estirpes estudadas verificou-se que a
mutagdo da estirpe QSE32 (Isoleucina 65) podera ter um efeito sob o dominio 7tm 4 ¢ a

mutagdo sem sentido da estirpe LN68 (triptofano 403) sob o dominio HATPase c (figura 17).

ﬂﬂm ----H---i:”---!--m--l% ..ﬁ...%...%...%... ‘m
- | ]
pF:7tn 4 of HaThase ¢

Figura 17 — Dominios putativos da proteina FsrC de E. faecalis V583. Esquema representativo dos dominios de FsrC de E. faecalis,
constituido por um dominio envolvendo HATPase_c (“Histidine kinase”) e 7tm_4 (envolvido no mecanismo de transmissio de sinal)*’.

4.2.3.4 Gelatinase

Analisando os alinhamentos efectuados com as sequéncias das estirpes estudadas,

verificou-se que as 6 mutagdes de perda de sentido encontradas no gene gelE da estirpe
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QSE32 provocam mudancas de aminoacidos — 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 mudangas sdo dentro do mesmo grupo de
classificagdo, ou seja, dentro do grupo apolares, polares neutros e polares basicos (figura 18).
O aminoacido Alanina 205 (A) foi subsitituida por Treonina (T), em que ha troca de um
aminoacido apolar por um polar neutro. Para além destas mutagdes, foi identificada uma
delecgdo no final do gene gelE da estirpe QSE32. Esta provocou a mudanga do coddo STOP
“AGT” para o codao STOP “TAA”.

No caso do gene gelE da estirpe LN68 identificaram-se quatro muta¢des de perda de
sentido que provocam mudangas de aminoacidos dentro do mesmo grupo de classificacdo —
polar basico (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 substituidas
por Treonina (A), em que ha troca de um aminoécido apolar por um polar neutro (figura 18).

94 100 110 120 130 140 150 160 170

GelE V583 | DRNGAVTSVTGNPVDQVVK IQSVDAIGEEGVKK I IASDNPETKDLVFLA I DKRVNNEGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVN
GelE LN68 LDKNGAVTSVTGNPVDQVVK IQSVDAIGEEGVKK I IASDNPENKDLVFLA I DKRVNNEGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVN
GelE QSE32 LDKNGAVTSVTGNPVDOVVK 10SVDA IGEEGVKK I IASDNLENKDIVFLA IDKRVNNEGOLFYKVRVTSSPTGDPISLVYKVN

186 200 210 220 230 240 250 260 270
GelE V583 oD TEHVGSEVTLKNSFQVAFNVPVEKSNTG I ALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYS I 1 QAPSLVALNQNAVDAY THGKFVKTYYEDHFQ
GelE LN68 QDLTEHVGSEVTLKNSFQVTFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYS I 1QAPSLATLNQNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQ

GelE QSE32 ODLTEHVGSEVTLKNSFOVTFENVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYS 1 10APSLVALNONAVDAYTHGKFVKTYYEDHFO!

Figura 18 - Sequéncias das gelatinases das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequéncias das proteinas 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
tém quatro dominios putativos (figura 19) *’. O dominio FTP encontra-se em bactérias com
propéptidos peptidases M4 e propéptidos M36 de fungos. A sua func¢do ainda ndo estd bem
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definida mas pensa-se que inibe a peptidase para prevenir a sua activagdo prematura . J4 o
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domino Peptidase M4, ¢ um dominio catalitico, enquanto o dominio Peptidase M4 C é um
dominio alfa-helical **. Por wltimo, o dominio LasB tem funcdo no metabolismo e no

transporte de aminoacidos * (figura 19).

1 100 200 300 400 509

e e e rryrili; i mmemem  —_|ee e ——————

- FTP Peptidase M4 Peptidase M4 _C
LasB

Figura 19 — Dominios putativos da gelatinase. Esquema representativo dos dominios da gelatinase das estirpes LN68 ¢ QSE32, constituido
por um FTP (“Fungalysin/Thermolysin Propetide Motif”), Peptidase M4 (“Termolysin metallopeptidase”), Peptidase M4 C (“Termolysin
metallopeptidase”) e LasB (“Zinc Metalloprotease”)*’.

Analisando as zonas em que as mutagdes identificadas no gelE provocam alteragdes
nos aminoacidos das proteinas gelatinases das estirpes QSE32 e do LN68, verificou-se que
estas poderdo afectar somente os dominios Peptidase M4 e LasB. Como membro da familia
M4 das metaloproteases dependentes de zinco, a gelatinase possui um dominio conservado
responsavel pela coordenag@o do zinco no centro activo, que em E. faecalis é caracterizado
pela sequéncia de aminoacidos HEMTH '’ Nas estirpes LN68 ¢ QSE32 esta sequéncia nio

foi alterada (figura 20).

288 300 310 320 330 340
GelE V583  DEQHPDAYDNAFWDGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVEHEMTHEVTEHTAGLEYLGQSGA
GelE LN68  DEQHPDAYDNAFWDGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVEHEMTHEVTEHTAGLEYLGQSGA

GelE QSE32 DEQHPDAYDNAFWDGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVBHEMTH$VTEHTAGLEYLGQSGA

Figura 20 — Sequéncias de aminodcidos 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 domino
conservado. O alinhamento completo encontra-se no Anexo 2.4.

4.2.3.5 Proteinase Sérica

Analisando as mutagdes de perda de sentido identificadas no gene SPrk das estirpes LN68

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

por Fenilalanina (F)). Duas mutag¢des provocam a mudanga de grupo de aminoécido: polar

basico para apolar - (Treonina 130 (T) por Isoleucina (I)) e polar acido para apolar - (4cido

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

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

as quais sdo responsaveis pela mudanca de aminoacido de diferentes grupos de classificacao,

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).

97 110 120 130 140 150 160 170 180
SprE V583  TNNHVAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKV IDVAFSPNAD I AVVTVGKQNDRPDGPELGE I LTPFVLKKFESSDTHV
SprE  LN68 TNNHVAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKV IDVAFSPNAD IAVVTVSKQNDRPDGPELGE I LTPFVLKKFESSDTHV
SprE  QSE32 TNNHVAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSAIPFGKFKY IDVAFSPNAD IAVVTVGKQNDRPDGPELGE ILTPFVLKKFESSDTHV

191 200 210 220 230 240 250 260 270
SprE V583  GEKNHTQWSHENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSP 1 YNDQVEVVGVHSNGG IKQTGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKR
SprE  LN68 GEKNHTQWSHENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSP 1 YNAQFEVVGVHSNGG I KQTGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKR
SprE QSE32 GEKNHTQWSHENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSP 1'YNAQFEVVGVHSNGG IKQTGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKR

Figura 21 - Sequéncia das proteases séricas das estirpes V583, LN68 e QSE32. Alinhamento das sequéncias das proteases séricas da
estirpe controlo V583 e das estudadas LN68 e QSE32 — alteragdes de aminoacidos 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 tém um dominio putativo COG3591 (figura 22) ¥, o qual corresponde a uma

. . . . , . 48
endopeptidase envolvida no metabolismo e no transporte de aminoacidos ™.

1 S0 1o0 150 20n 250 255

o ——
C0G3591

Figura 22 — Dominios putativos da protease sérica. Esquema representativo do dominio COG3591 da protease sérica das estirpes LN68 e

QSE32 4.
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4.2.3.6 Analise da mutacio encontrada no gene fsrC da estirpe E. faecalis LN68 em outras

estirpes com fenotipo gelatinase negativo

A analise dos alinhamentos efectuados anteriormente para as estirpes E. faecium QSE32 e
E. faecalis LN68 permitiu a observacdo de alguns factos importantes dos quais se destaca a
mutagdo sem sentido no gene fsrC da estirpe LN68 que conduz a sintese de uma proteina
FsrC truncada (cf. mutacdo n°. 27 do quadro 8 ou aminoicido 403 do Anexo 2.3). A
comparagdo entre as proteinas FsrC de E. faecalis V583 e FsrC da estirpe LN68, bem como
dos dominios putativos, revelou que alteragdo do aminoécido 403 poderd afectar o dominio
HATPase c e consequentemente poder explicar a incongruéncia de genotipo/fenodtipo desta
estirpe (figura 17).

Em seguida analisou-se a mutagdo n°27 da estirpe LN68 em outras estirpes com a mesma
incongruéncia. Esta analise foi realizada nas estirpes inicialmente referidas’ — E. faecalis
LN66, E. faecalis QN8, E. durans QSE15 e E. faecalis QSE125. Procedeu-se a sequénciagido
da zona em que se encontra a respectiva mutagdo. Estas sequéncia¢des permitiram verificar
que esta mutacdo encontra-se nas estirpes LN66, QN8 e QSE15 e ndo na estirpe QSE125,
como as outras mutagdes encontradas no gene fsrC da estirpe LN68 foram igualmente

observadas nas outras estirpes (figura 23 e Anexo 3).

2946 2960 2970 2980 2990 3000 3010
E.faecalis V583  TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAATCCAGAAGAGCACGGTTGGGGATTGTTATA
E faecium QSE32  TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGGGGATTGTTATA
E.faecalis LN68  TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGAGGATTGTTATA
E.faecalis LN66  TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGAGGATTGTTATA
E.durans QN8  TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGAGGATTGTTATA
E.durans QSE125  TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGGGGATTGTTATA
E. faccalis QSE15  TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGGTTGAGGATTGTTATA

Figura 23 — Sequéncias nucleodtidicas da zona da mutacio sem sentido encontrada na estirpe LN68, das estirpes V583, QSE32, LN68,
LN66, QN8, QSE125 e QSE15. Alinhamento das sequéncias das estirpes em estudo, na zona da mutagdo sem sentido (nucleétido n°. 3004)
identificada na estirpe LN68. O alinhamento completo também se encontra no Anexo 1.2.

¥ A estirpe E. durans LSE4 nio foi envolvida nesta pesquisa devido a ja estar integrada em outros projectos.
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Estas observacdes ndao excluem a hipdtese de que a mutacdo na estirpe LN68, que
conduz a sintese da proteina FsrC truncada, seja responsavel pela incongruéncia
gendtipo/fendtipo observada nesta estirpe. E de referir que as estirpes analisadas sdo estirpes
ndo caracterizadas molecularmente ¢ que os operdes fsr gelE-sprE ndo foram totalmente
sequénciados. Neste contexto esta em curso a constru¢do de um mutante na estirpe LN68 em
que ¢ substituido o coddo STOP encontrado por um coddo que codifica para um triptofano,
aminoacido encontrado na estirpe controlo V583. Paralelamente estd a ser construido um
mutante na estirpe V583 o qual introduz o mesmo coddao STOP encontrado na estirpe LN68.
Adicionalmente seria interessante analisar as sequéncias completas dos operdes fsr ¢ gelE-
SprE nas estirpes QSE15, QN8 ¢ LN66, bem como em outras estirpes em que observasse a
mesma incongruéncia gendtipo/fendtipo. Todavia esta abordagem ndo exclui a hipotese de

outras diferengas no genoma destas estirpes.
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5.1 Objectivos do estudo

5.2 Resultados e discussao
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CAPITULO 5. ANALISE DOS TRANSCRITOS DOS OPEROES fsr E gelE-sprE

5.1 Objectivos do estudo

A sequénciacdo dos operdes fsr e gelE-sprE das estirpes E. faecalis LN68 e
E. faecium QSE32 ¢ a respectiva analise dos resultados (cf. Capitulo 4) permitiram verificar
que, embora na estirpe LN68 a mutagdo encontrada no gene fsrC (a qual conduz a sintese de
uma proteina FsrC truncada) possa explicar a incongruéncia gendtipo/fendtipo observada
nesta estirpe, as mutagdes observadas poderiam também ter algum efeito sobre o
processamento e/ou estabilidade dos transcritos destes operdes. E de salientar que na estirpe
LN68 foi encontrada uma muta¢do na regido promotora -10 do transcrito fsrB-fsrD-fsrC, a
qual podera afectar a quantidade de transcrito na célula. Adicionalmente devera ser realgado
que as estirpes analisadas ndo estdo caracterizadas molecularmente podendo ter mutacdes em
genes envolvidos na regulacdo da expressdo génica e por conseguinte afectar a expressao
destes operodes. Este parte do trabalho centralizou-se na analise dos transcritos destes operdes
e os resultados apresentados sdo apenas preliminares.

Estudos efectuados com os operdes fsr e gelE-SprE tém mostrado que existe maior
quantidade de transcritos dos genes destes operdes no final da fase exponencial/ inicio da fase
estacionaria > * . Devido a este facto o estudo transcricional incidiu essencialmente nesta

zona das fases de crescimento. Assim, este capitulo foi dividido em trés fases:

1. Estudo do crescimento de cada uma das estirpes;

2. Extrac¢do de RNA total na fase exponencial e estacionaria das estirpes em estudo;

3. Analise dos transcritos, fSrA, fsrB, fsrD, fsrC e gelE.
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5.2 Resultados e discussao

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 a expressdo destes genes ¢ de forma a serem representativas da curva de

crescimento.

Curva de crescimento das estirpes em estudo

—&—E. faecalis LN68
—#— E. faecium QSE3
E. faecalis V583

Absorvancia (600nm)

600 700 800 90

Figura 24 — Curvas de crescimento das estirpes E. faecalis V583, E. faecalis LN68 e E. faecium QSE32. Leitura da Absorvancia
(600nm) ao longo do tempo (min).

Como ja foi referido no Capitulo 2, ¢ de salientar que os RNAs totais foram extraidos
por dois protocolos distintos — kit (que ndo rettm os RNAs com um tamanho inferior a
200 ribonucledtidos) e um outro optmizado para Enterococcus.

Com a andlise 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
estacionaria; fase estaciondria) os quais seriam representativos das curvas de crescimento das
estirpes em estudo (figura 25). Os RNAs totais extraidos foram migrados num gel de agarose
o que permitiu verificar que os RNAs ribossomais (23S, 16S e 5S) ndo se encontravam

degradados o que indicava que os mRNAs possivelmente ndo estavam degradados(figura 25).
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Curva de crescimento da estirpe E. faecalis LN68
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Curva de crescimento da estirpe E. faecium QSE32
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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 extraidos (B1, B2 e B3). Al- Curva de crescimento da estirpe LN68 A2- Curva de crescimento da estirpe QSE32. A3- Curva de
crescimento da estirpe V583. B1 — Imagem da migracdo do RNA total da estirpe LN68.B2 — Imagem da migragdo do RNA total da estirpe
QSE32. B3 — Imagem da migra¢do do RNA total da estirpe V583. Os pontos em que se extrairam RNA encontram-se identificados a laranja
nos graficos Al, A2 e A3 e identificados pelos numeros: 1 (meio da fase exponencial), 2 (final da fase exponencial), 3 (final da fase
exponencial), 4 (inicio da fase estacionaria) e 5 (fase estacionaria). As imagens dos géis apresentadas (B1, B2 e B3) sdo o resultado da
migragdo de 2,5 pg de RNA num gel 0,8% de agarose por electroforese. Os RNAs ribossomais (23S, 16S e 5S) estdo identificados. A
quantidade de RNA obtida correspondente ao ponto 1 da estirpe V583 ndo foi suficiente para migrar num gel de agarose.
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Em seguida, procedeu-se a analise dos transcritos recorrendo a técnica de Northern-
blot. Inicialmente, decidiu-se estudar o transcrito fsrD na estirpe controlo, E. faecalis V583

(figura 26). Como RNAs controlo construiram-se in vitro os transcritos fsrD e fsrB (figura

26).
S8 invitro Figura 26- Identificacido das sondas fsrD, fsrB e
2 RNAs controlo in vitro fsrB e fsrD num excerto do
<= | sondagan operio fsr. A sonda fsrD, assinalada a vermelho, foi
i construida com os primers T7fsrD(1) e mfsrD e tem
('}i um tamanho de 193 nt. A sonda fsrB (laranja) foi
construida com os primers T7fstB e mfsrB e tem um
\ !! fir€ fsrD tamanho de 537 nt. O fsrB in vitro (RNA controlo),

representado com setas verdes, foi construido com
os primers T7mfsrB e fsrB e tém um tamanho de
A — 707 nt. O fsrD in vitro (RNA controlo), assinalado a
azul, foi construido com os primers T7mfsrD e rfsrD
e tém um tamanho de 182 nt.

v

[

| Sonda fird
L

D

Os resultados obtidos por Northern-blot relativamente ao transcrito fsrD na estirpe

V583 estao apresentados na figura 27.

. . . M1 M2 fssBfetD 1 2 3 4 5
Curva de crescimento da estirpe E. faecalis V583 .
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Figura 27- Curva de crescimento da estirpe E. faecalis V583 (A3) e respectiva analise
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-Mspl digest (Biolabs). Os controlos estéo 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 ¢ 5
assinalados no grafico A3 correspondem aos pontos 1, 2, 3, 4 e 5 da imagem C3. Estes
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representam as zonas da curva de crescimento em que foi extraido RNA total.

A analise da figura 27 permitiu observar um aumento da quantidade de transcrito fsrD

ao longo da curva de crescimento. Esta observagdo poderd estar correlacionada com o
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aumento da producdo da GBAP com o aumento do numero 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 a terminagdo da transcri¢do pela T7 RNA polimerase nao se
efectuar num nucleétido preciso **. 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 nucledtidos. Este facto, possivelmente, podera
estar relacionado com a maturagdo do transcrito fSrB-fsrD-fsrC sintetizado a partir de
promotor Pb. Como o fsrD ¢ transcrito conjuntamente com o fsrB ¢ o fsrC, a as bandas
observadas poderdo corresponder a varias fases de maturagdo do transcrito fsrB-fsrD-fsrC.
Assim, com esta sonda, seria de esperar pelo menos trés transcritos: fsrB-fsrD-fsrC; fsrB-fsrD
e fsrD bem como os intermediarios do processamento. Como o tamanho do primeiro
transcrito ¢ relativamente grande para a sua correcta separacdo num gel de acrilamida,

identificaram-se os restantes dois (figura 28). O facto da extremidade 3" ndo estar mapeada

faz com que nao seja possivel a identificacdo exacta do tamanho dos transcritos esperados

(figura 28).
i 3
FPh
A G S e G e b
~ 2080 nt sD
1118 nt
881 nt
692 M
SOL nt e -
T T Transcrite (sr8-firl)
sD
~ T4 mt 217 ntiRia i
201 ntjmss 5
Sy,
180nt
R 162 Ttggien
50" Transcrito firld
- 174 nt 1 .uj Do

Figura 28- Transcritos esperados (A) e observados (B) na estirpe controlo V583. A- Esquema representativo dos genes fsrB, fsrD e fsrC
do operdo 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 coddo de terminagdo. B — Parte da imagem do gel de acrilamida
da figura 27 com a identifica¢do dos transcritos obtidos (quadrado e seta vermelha). O transcrito fsrB-fsrD e o transcrito fsrD identificados em
B tém um tamanho molecular aproximado aos transcritos esperados apresentados em A. SD” — Shine-Dalgarno putativa. A SD ¢ a SD” t€ém
como base a literatura %%,
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Relativamente as estirpes E. faecalis LN68 ¢ E. faecium QSE32 os resultados obtidos
ndo permitiram chegar a conclusdes, isto porque tecnicamente ndo correram bem. Todavia,
como se pode ver na figura 29 respeitante a estirpe QSE32, ndo se viram as bandas esperadas
como observadas nas figuras 27 e 28, no entanto, verificou-se uma banda com tamanho
superior que podera indicar um defeciente ou ndo processamento do transcrito primario fsrB-
fsrD-fsrC. Novas experiéncias terdo que ser realizadas para analisar esta hipotese e,
possivelmente, tera que se recorrer a separagao 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 anilise 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 Mspl
digest (Biolabs). O controlo identificado como fsrD corresponde ao RNA fsrD sintetizado in vitro.Os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 assinalados no
grafico A2 correspondem aos pontos 1, 2, 3, 4 e 5 da imagem C2. Estes representam as zonas da curva de crescimento em que foi extraido
RNA total.

De seguida analisou-se o transcrito fSrB nas trés estirpes. Para esta analise 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 ¢ 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 diferenca detectada entre a estirpe controlo e as restantes poderd estar
novamente correlacionada com a diferente maturagao/processamento dos RNAs. Com a sonda
fsrB utilizada (figura 26) seria de esperar a detec¢do de trés transcritos: fsrB-fsrD-fsrC, fsrB-
FsrD e fsrB, parecendo este ultimo ser detectado apenas na estirpe V583. Tal facto sugere
uma diferenca entre a estirpe controlo e as duas estirpes analisadas, todavia, o Northern-blot

terd que ser repetido para confirmar este resultado.

M1 fsrB VIV2 V2 V3 V4 M2 L1 L2 L2 14 L5 Q1 Q2 Q3 Q3 Q4 Q5

1118 -

881 -

692 —

501/429 -

Figura 30- Anilise 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) estdo apresentados como V1,V2, V3 e V4 para V583, L1, L2, L3, L4 e
L5 para LN68 ¢ Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5 para QSE32. A V2, L2 e Q3 sublinhadas sdo amostras em que foram migrados 10 pg de RNA total,
enquanto as restantes tém 5 pg. A aplicacdo de diferentes quantidades de RNA foi importante, pois com a utilizagdo do dobro de RNA total
poderia vir a se detectar RNA pouco abundantes e por sua vez, importantes para o funcionamento dos operdes 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 -Mspl digest (Biolabs). O controlo RNA esta identificado como fsrB.. A seta a vermelho indica o
possivel transcrito fsrB.

O mesmo tipo de analise 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 extraidos nos cinco pontos da curva de
crescimento de cada estirpe num Northern-blot de acrilamida (figura 31).

A observacao da figura 31, permitiu verificar novamente diferencas entre a estirpe

controlo e as estirpes QSE32 ¢ LN68. Apesar da dificil nitidez da imagem, observou-se a
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presenca de uma banda na estirpe V583 com o tamanho aproximado de 880 nt a qual podera
corresponder ao transcrito fsrA (apesar da extremidade 5 deste transcrito estar mapeada *°, a
sua extremidade 3’, ou seja, a qual corresponde o fim da transcri¢do nao foi mapeada logo ndo
se sabe 0 tamanho exacto do transcrito fSrA). Ja nas outras estirpes, esta banda parece ter um
tamanho superior. Com a observagdo desta figura também foi perceptivel o aparecimento de
bandas superiores ao 1000 nucleotidos. Este facto poderd ser interessante para estudos
posteriores devido a estar descrito que o gene fSrA tem o seu proprio promotor e ser transcrito

sozinho *.

Ml VI V2 V3 V4 V5 LI 12 L3 L4 L5 M2 QL Q2

1118

881

692

501/480
404

331

Figura 31- Anilise 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 ¢ 5 de cada uma estirpe (figura 25) estdo apresentados como V1,V2, V3 e V4 para V583, L1,
L2, L3, L4 e L5 para LN68 ¢ QI, 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 Mspl digest (Biolabs). As
setas a vermelho indicam os possiveis transcritos fsrA.

Adicionalmente foram também analisados os transcritos fsrC e gelE, recorrendo a
separacdo 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 ndo se
detectaram bandas. Este facto poderd significar que estes transcritos sdo muito pouco

abundantes na célula e consequentemente dificeis de serem visualizados por Northern-blot.
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CAPITULO 6. ESTUDO DA VIRULENCIA EM MODELOS ANIMAIS — C. elegans E G.

mellonella

6.1 Objectivos do estudo

6.2 Resultados e Discussao
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CAPITULO 6. ESTUDO DA VIRULENCIA EM MODELOS ANIMAIS — C. elegans E G.

mellonella

6.1 Objectivos do estudo

Os nematddos C. elegans e G. mellonella tém sido descritos como bons modelos
animais para o estudo da viruléncia associada a gelatinase em E. faecalis. Assim, este capitulo
teve como objectivo analisar a viruléncia de trés espécies, nomeadamente E. faecalis, E.
faecium e E. durans nestes nematodos. Os estudos de viruléncia em C. elegans e¢ G.
mellonella e o respectivo tratamento de resultados foram efectuados pelo grupo de
investigagdo “Opportunism and pathogenicity of Enterococci” do Instituto INRA (“I'institut
National de 1la Recherche Agronomique”) com as estirpes E. faecalis LN68S,

E. faecium QSE32, E. faecalis QA29B e E. durans LSE4.
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6.2 Resultados e Discussao

Inicialmente foram efectuados os estudos de viruléncia em C. elegans. Os resultados

obtidos estdao apresentados nos graficos 1, 2, 3 e 4 da figura 32.
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Figura 32 — Estudo da viruléncia de diferentes estirpes de Enterococcus em C. elegans. Percentagem de sobrevivéncia de C. elegans (%)
ao longo do tempo (horas) que esteve em contacto com as estirpes E. faecalis OGIRF (estirpe controlo), E. faecalis LN68 (grafico 1), E.
durans LSE4 (grafico 2), E. faecalis QA29B (grafico 3) e E. faecium QSE32 (grafico 4).

A andlise da figura 32 permitiu verificar que a estirpe QA29B ¢ a mais virulenta, a
estirpe QSE32 a menos virulenta e que as estirpes LSE4 e LN68 apresentaram viruléncia
atenuada (figura 32). A analise destes resultados conjuntamente com a presenca dos operdes
fsr e gelE-SsprE mostrou incongruéncia, pois, por exemplo, a estirpe LN68 (GelE") é mais

virulenta do que a estirpe QSE32 (GelE'). Esta observagdo sugere que para além da
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actividade gelatinase, a espécie possa também ser relevante para a viruléncia em C. elegans
e/ou que podera existir outros factores distintos nas duas estirpes que sejam responsaveis pela
diferenga observada.

Uma vez que ndo € possivel saber a quantidade exacta de Enterococcus ingeridos por
cada C. elegans sera dificil estabelecer uma correlagdo correcta entre o nimero de nematddos
sobreviventes e a viruléncia 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 sdo
injectadas. Os resultados obtidos apresentam-se nos graficos 5, 6, 7 ¢ 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 viruléncia atenuada.
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Figura 33 — Estudo da viruléncia de diferentes estirpes de Enterococcus em G. mellonella. Percentagem de sobrevivéncia da G.

mellonella ao longo tempo (horas) para a estirpe controlo OGIRF e as estirpes E. faecalis LN68 (grafico n°.5), E. durans LSE4 (grafico
n®.6), E. faecalis QA29B (grafico n°.7) e E. faecium QSE32 (grafico n°.8).
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As estirpes QSE32 e LSE4 apresentam resultados idénticos em ambos os modelos, o
que pode indicar que a espécie E. faecium ndo ¢ virulenta e a espécie E. durans produz
viruléncia atenuada.

Os resultados obtidos pelas estirpes LN68 (GelE) e QA29B (GelE") em ambos
nematodos mostraram-se contraditorios. Este facto aponta para que a gelatinase pode nao ser
0 unico factor que esteja a provocar esta diferenga de viruléncia. Estes factores podem estar
nas diferencas existentes no genoma de cada estirpe ou até mesmo na diferenga dos sistemas
de defesa dos nematddos (cf. Introdugao).

Ao analisar ambos os ensaios efectuados com C. elegans e G. mellonella, ndo foi
possivel efectuar uma correlagdo entre ambos os modelos animais e a viruléncia das trés
espécies de Enterococcus estudadas. Este estudo tera que ser alargado para um maior nimero
de estirpes de cada espécie de Enterococcus para se poder obter um grau de confianga maior

e, possivelmente, para encontrar niveis de viruléncia diferentes em diferentes espécies.
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CAPITULO 7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho pretendeu-se aprofundar o conhecimento sobre a regulagdo da
expressdao dos operdes fsr ¢ gelE-sprE em Enterococcus, bem como, procurar compreender a
relagdo existente entre este operdo e a viruléncia de Enterococcus. Assim, ¢ de referir que se
teve em consideracdo a homologia existente entre o operdo fsr e o operdo agr de
Staphylococcus, o qual tem sido demonstrado regular a viruléncia ¢ a patogenicidade de
Staphylococcus (cf. Introdugao geral).

Este estudo foi iniciado pela analise da incongruéncia observada entre o genotipo € o
fenétipo gelatinase associado aos operdes fsr e gelE-SprE em diferentes estirpes de
Enterococcus representativas de trés espécies: E. faecalis (estirpes LN68, LN66, QSE125 ¢
QA29b), E. durans (estirpes QN8, LSE4 ¢ QSE15) e E. faecium (estirpe QSE32). Das oito
estirpes iniciais foram escolhidas duas para analisar molecularmente: uma com congruéncia
gendtipo/fenotipo e pertencente a uma espécie diferente da estirpe controlo E. faecalis V583,
E. faecium QSE32, e outra com incongruéncia genotipo/fendtipo pertecente a mesma espécie
da estirpe controlo, E. faecalis LN68. Os resultados obtidos, para além dos efeitos directos
sobre a proteina FsrC (estirpe LN68) e o péptido GBAP (estirpe QSE32), sugerem que a
regulacdo da expressdo dos operdes estudados ¢ efectuada a diversos niveis, por exemplo, a
nivel da iniciagdo da transcri¢do, bem como a nivel do e processamento dos transcritos
primarios.

Na estirpe E. faecalis LN68 os resultados obtidos sugerem uma deficiente transdugdo
de sinal no sistema de dois componentes entre as proteinas FsrC e a proteina FsrA. A mutagao
identificada no gene fsrC nesta estirpe (cf. Capitulo 4) faz com que o dominio HAtpase seja

afectado. Este facto leva a supor que a fosforilagdo da proteina FsrA seja afectada e
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consequentemente a activacdo do promotor Pb, responsavel pela transcri¢do dos genes fsrB-
fsrD-fsrC, e Pe, responsavel pela transcri¢do dos genes gelE-sprE (cf. Figura 4). Recorrendo
ao programa SOSUI 1.11, foi possivel prever que a estrutura intramembranar da proteina
FsrC da estirpe V583 ¢ constituida por oito dominios transmembranares, sete dos quais tém
estrutura em hélice primaria e um outro em hélice secundaria (figura 34A) . A mesma
analise para a proteina FsrC da estirpe LN68 mostra que esta mantém os oito dominios
transmembranares, mas todos com estruturas em hélice primaria e com uma zona C-terminal
menor (devido a ser uma proteina truncada) do que a FsrC de V583 (figura 34B). O mesmo
tipo de analise para a proteina homologa AgrC, histidina cinase do sistema agr mostra que a

zona censora ¢ a zona cinase estio nos locais assinalados na figura 34 .

34A

- AL Figura 34 — Estruturas intramenbranares
das histidinas cinases FsrC das estirpes E.
faecalis V583 e E. faecalis LN68. Estas
estruturas foram construidas através do
programa de previsio de estruturas
membranares SOSUI 1.11 *. 34A Estrutura
membranar da proteina FsrC da estirpe
V583. Esta proteina ¢ constituida por sete
hélices das quais uma ¢ uma hélice
secundéaria. Nesta estdo identificadas as
mutagdes encontradas na estirpe LN68. As
mutagdes identificadas na estirpe LN68
estdo numeradas (1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6) ¢
assinaladas com um circulo vermelho. O

Meio intracelular

Meio extracelular 4 3 inicio e final do dominio HAtpase esta
Sensor assinalado com as letras A e B, e
34B supostamente inicia-se na Isoleucina e acaba

na Arginina. 34B Estrutura intramembranar
da proteina FsrC da estirpe LN68. Esta
proteina ¢ constituida por sete hélices
primarias. Nesta estdo identificadas as
mutagdes encontradas na estirpe LN68.

Meio intracelular

Legenda:

1- Tirosina 54 (Y) — Cisteina (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 —

Meio extracelular Alanina 428 (A) - Serina (S).

Sensor

k%
Os autores do programa SOSUI indicam que estas tém a fungéo de estabilizar a interac¢do com outros segmentos transmembranares e tém

na sua constitui¢do grupos polares ***
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A mudanca de estrutura dos dominios intramembranares ¢ provocada por uma das
mutagdes perda de sentido, identificada na sequéncia do gene fsrC, a qual conduz a alteragao
de aminoacido assinalada com o numero 3 na figura 34. Esta observagdo podera indicar que
as mutacgdes perda de sentido que conduzem as substituicdes de aminoacidos, assinaladas na
proteina FsrC da estirpe LN68, poderdo também contribuir para a incongruéncia entre o
genotipo e fendtipo e, possivelmente, afectar a actividade da proteina. Na realidade e apesar
do programa SOSUI 1.11 ndo ser preciso, este demonstrou que as mutagdes identificadas
nesta estirpe afectam a conformacdo da proteina FsrC e, possivelmente, a sua actividade.
Assim, como referido no Capitulo 4, estd em curso a constru¢do de um mutante no qual sera
substituido o coddao STOP encontrado por um coddo que codifica para um Triptofano,
aminoacido encontrado na estirpe controlo V583. Paralelamente, e para averiguar se as outras
mutagdes encontradas que conduzem a substitui¢des de aminoacidos sdo relevantes para a
funcdo desta proteina, esta também a ser construido um mutante na estirpe V583 no qual se
estd a introduzir apenas o codao STOP encontrado na estirpe LN68. Mesmo que se venha a
confirmar o papel desta mutacdo na alteracdo do fendtipo da estirpe LN68, ndo se pode
excluir a hipdtese da existéncia de outros elementos reguladores da expressdo destes operdes,
exteriores as regides sequenciadas.

No que respeita a estirpe E. faecium QSE32, os resultados obtidos indicam a
existéncia de uma GBAP madura com uma sequéncia de aminoacidos e actividade diferente
(GBAP madura com a substituicdo da Aspargina por Isoleucina). De facto, resultados nao
publicados e comunicados por Jiro Nakayama (“Dapartment of Bioscience and
Biotechonology, Faculty of Agriculture, Graduate School, Japan™) indicam que GBAPs com
uma mudanga de aminoacido, de Aspargina para Alanina, sio menos activas ¢ € necessario

um maior numero de moléculas de GBAP para a indugdo do sistema de dois componentes
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FsrC/FsrA. Sendo assim, serd interessante estudar a actividade da GBAP produzida por esta
estirpe de forma a verificar se a mutacdo encontrada podera provocar alteragdo na
funcionalidade deste péptido e, consequentemente, na activagao dos promotores Pb e Pe.

A andlise realizada dos transcritos dos operdes fsr e gelE-SprE nas estirpes V583,
LN68 e QSE32 parece indicar que o processamento dos transcritos primarios difere de estirpe
para estirpe, no entanto, esta hipotese terd que ser aprofundada. Por outro lado, tal como
acontece no sistema agr em S. aureus, a expressao do sistema fsr pode também ser regulada
por RNAs reguladores a nivel pos-transcricional. Assim, serd interessante estudar no futuro a
possivel existéncia deste tipo de moléculas envolvidas na regulagao do sistema fsr.

No que se refere ao estudo de viruléncia, realizados usando C. elegans e
G. mellonella, foram analisadas quatro estirpes: E. faecium QSE32 (Gel"), E. durans LSE4
(GelE) E. faecalis LN68 (GelE) ¢ E. faecalis QA29b (GelE") - ¢ comparadas com a estirpe
controlo E. faecalis OGIRF. Estes estudos permitiram concluir que nestes dois nematodos as
espécies E. faecium e E. durans sdo menos virulentas que a espécie E. faecalis. No entanto,
para confirmar esta hipdtese terdo de ser estudada um maior nimero de estirpes
representativas de cada espécie. Relativamente a correlagdo entre o fenotipo gelatinase e a
viruléncia, os resultados sugerem ndo existir correlagdo com a espécie E. faecium. Este facto
deve-se, possivelmente, a GBAP que a estirpe E. faecium QSE32 produz. Sabendo que ¢
necessario um maior numero de GBAPs para activar o sistema fsr, possivelmente também
sera necessario um maior numero de células para a produgdo do efeito virulento. Neste
contexto ¢ interessante notar que se observaram diferencas na viruléncia das estirpes LN68 e
QA29b (ambas E. faecalis) em C. elegans ¢ G. mellonella. Estes resultados apontam para que

a viruléncia de cada estirpe, mesmo da espécie, seja o resultado de um conjunto de factores
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intrinsecos ao proprio genoma de cada estirpe ou a diferengas no sistema de defesa dos

nematodos. Mais estudos terdo que ser efectuados para a confirmagao desta hipdtese.

O presente trabalho sugere que a incongruéncia genotipo/fenotipo identificada e
estudada em diferentes estirpes de Enterococcus podera estar relacionada com as mutagdes
encontradas no genoma de cada estirpe e que a viruléncia destas bactérias ¢ o resultado de
uma série de factores intrinsecos aos genomas de cada estirpe, o qual ndo pode ser explicado
somente pela presenga dos operdes fsr e gelE-SprE. Neste contexto, estudos recentes
demonstraram que o regulador FsrA em E. faecalis OGIRF afecta o operdo etonolamina
enquanto em E. faecalis V583 ja nio se verifica 0 mesmo . Com estes estudos sugere-se
que cada estirpe de enterococcos pode apresentar o seu proprio comportamento ¢ que ainda se
sabe muito pouco relativamente aos mecanismos envolvidos na expressao da viruléncia destas

bactérias Gram-positivas.
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Section 1
11 10 20 30 40 50

V583 (1) AGAGACAATAGTCCTCATGATTCGTTAGAAAAAGATGAATAGTCCAAAGT
LN68 (1) AGAGACAATAGTCCTCATGATTCGTTAGTAAAAGATGAATAGTCCAAAGT
QSE32 Q) - —————— TAGTCCAAAGT
Section 2

(51) 51 60 70 80 90 100

v583 (51) ACTCTTTCTTGATCCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTAC

LN68
QSE32

(51) ACTCTTTCTTGATGCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTAC
12) ACTCTTTCTTGATGCTTTGTTATTTTATGTTTTTGTTTGCAGGAAACTAC
Section 3

V583
LNGS
QSE32

(101) 101 110 120 130 140 150
(101) TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTT
(101) TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTT
(62) TGAAATCGCTATACTAAATTTATGTGAATATACTAACAGACAATCAATTT
Section 4

V583
LN68
QSE32

(151) 151 160 170 180 190 200
(51) TTTATCTCTTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGT
(151) TTTATCTETTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGT
(112) TTTATCTTITTTTATTGGTGTATAAATTGATTGAACATTATAATCATTTGT
Section 5

V583
LNG8
QSE32

(201) 201 210 220 230 240 250
(201) CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAA
(201) CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAA
(162) CTTTTGTTGTGTAATTTTATATCTTCTTGAGAAAGGGATGAGTGAACAAA

V583
LN68
QSE32

Section 6
(251) 251 260 270 280 290 300
(251) TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAA
(251) TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAA
(212) TGGCTATTTATATATTAGAAGACCAAATTATTCAAGCAAAAGCGTTAGAA
Section 7

V583
LNG8
QSE32

(301) 301 310 320 330 340 350
(301) GTATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAAT
(301) GCATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAAT
(262) GCATTGTTAACAAATATCCTACATTCAAGAAATATTTATAATGAAACAAT
Section 8

V583
LN68
QSE32

(351) 351 360 370 380 390 400
(351) CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACG
(351) CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACG
(312) CCATTTATTTTCACGTTCAGATGAATTATTACAAGTGGCACACCAGGACG




V583
LNGS
QSE32

Section 9
(401) 401 410 420 430 440 450
(401) CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAG
(401) CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAG
(362) CCCAACTAAATATCTTTTTCCTAGATATTCAAATGAACAATCATATCCAG
Section 10

V583
LN68
QSES32

(451) 451 460 470 480 490 500
(451) GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCT
(451) GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCT
(412) GCAGGATTTGAGGTTGCTAAAGAAATCAGAAAAACAGACAGTGAAAGTCT
Section 11

V583
LNGS
QSE32

(501) 501 510 520 530 540 550
(501) GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAAT
(501) GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAAT
(462) GATTGTATTTATTTCTACTCACACAGAATTAGTTTTAACTTCCTACAAAT
Section 12

V583
LN68
QSE32

(551) 551 560 570 580 590 600
(551) ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGAT
(551) ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGAT
(512) ATATGGTTTCAGCTCTTCAATTTATTCAAAAGAACGTGGATTTTCTAGAT
Section 13

V583
LNG8
QSE32

(601) 601 610 620 630 640 650
(601) TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGA
(601) TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGA
(562) TTCCAAAAAGAGGTCGAAACATGTGTCGATGCATATATTCAACAAAAAGA

V583
LN68
QSE32

Section 14
(651) 651 660 670 680 690 700
(651) AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTT
(651) AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTT
(612) AAATATAAAGACAAAAAGTGAATATATTATCATTAACTTAAAAGCGTCTT
Section 15

V583
LNG8
QSE32

(701) 701 710 720 730 740 750
(701) CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGAT
(701) CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGAT
(662) CTATAAAAATGGATATTAATGATATTTATTTCTTTCAAACGGAATACGAT
Section 16

V583
LN68
QSE32

(751) 751 760 770 780 790 800
(751) CATCGTGTGTCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAAC
(751) CATCGTGTATCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAAC
(712) CATCGTGTATCAATGGTTGGTAAAAATTTTAAAAGAGAATTTTATGGAAC




Section 17
(801) 801 810 820 830 840 850

v583 (801) GTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAAT

LN68 (801) TTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAAT

QSE32 (762) TTTATCAAAAATTGAACAACTGCATCCAGATTTGATTAGAGTCCATCAAT
Section 18

(851) 851 860 870 880 890 900
v583 (851) CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCAT
LN68 (851) CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCAT

QSE32 (812) CAATCATCATCAATAAAAAATATGCGTCAAAATTAAATTATAAAACGCAT
Section 19

(901) 901 910 920 930 940 950
v583 (901) CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAGAAGATATTA
LN68 (901) CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAAAAGATATTA

QSE32 (862) CTTTTAACTATGAGAGACGGAACGGAAGTACCAGTCTCAAAAAGATATTA
Section 20

(951) 951 960 970 980 990 1000
v583 (951) TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGA-GGGATAATGACTAAT
LN68 (951) TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGAAGGGATAATGACTAAT

QSE32 (912) TACTCAGGTCAAGGCACTATTTCTTACTTAGGGAAGGGATAATGACTAAT
Section 21

(1001) 1001 1010 1020 1030 1040 1050

V583 (1000) TAAGGAATTATCTATCTATTAGTCGCTATATTCGTTATAATTTAGTGCAA
LN68 (1001) TAARGAATTATCTATCTATTACTCGCEATATTCGTTAAAATTTAGTGCAA
QSE32 (962) TAAAGAATTATCTATCTATTACTCGCCATATTCGTTATAATTTAGTGCAA

Section 22
(1051) 1051 1060 1070 1080 1090 1100
v583 (1050) TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATT
LN68 (1051) TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATT
QSE32 (1012) TACTTGAAGAGGAGGGCGATATGCTAATCGATTGGATTCTAAAAAATATT
Section 23

(1101) 1101 1110 1120 1130 1140 1150

V583 (1100) ATGGATATGGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTA
LN68 (1101) ATGGATATAGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTA
QSE32 (1062) ATGGATATGGATCAGGAAGATCAATCAGGAAAAACACAATGGACAAAGTA
Section 24

(1151) 1151 1160 1170 1180 1190 1200
v583 (1150) TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATCTTCTGATGATTCTGA
LN68 (1151) TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATTITTCTGATGATTCTGA

QSE32 (1112) TTATCTAACCGTTTATTTTTCTGGCTTATTTAATTTTCTGATGATTCTGA




Section 25
(1201) 1201 1210 1220 1230 1240 1250
v583 (1200) TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTC
LN68 (1201) TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTC
QSE32 (1162) TTTTATCAGTTTTATTTGGGACGTTAAGCGAAACCTTTATTGTATACGTC
Section 26

(1251) 1251 1260 1270 1280 1290 1300
v583 (1250) GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACTAA
LN68 (1251) GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACCAA

QSE32 (1212) GTACTGATTTTTTTACGGCCTGTCGCAGGTGGCTGGCATGCAAAAACTAA
Section 27

(1301) 1301 1310 1320 1330 1340 1350
v583 (1300) ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTCGCCATACCATTTG
LN68 (1301) ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTCGCCATACCATTTG

QSE32 (1262) ATGGCTCTGTCGTCTAGAAAGCATTGTTATCTATGTTGCTATACCATTTG
Section 28

(1351) 1351 1360 1370 1380 1390 1400
v583 (1350) TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTECTATTG
LN68 (1351) TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTTTATTG

QSE32 (1312) TATTGAAAAATTCTTCTGTGAGCTTACCGTTTATTTATAAAATTECTATTG
Section 29

(1401) 1401 1410 1420 1430 1440 1450

V583 (1400) ATGTGCCTCTTAGTCGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACAAGGAACAGC
LN68 (1401) ATTTGCCTCTTAGTCGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACAAGGAACAGC
QSE32 (1362) ATITGCCTCTTAGTTGTATTATTTTATTGGTATGCGCCACACGGAACAGC

Section 30
(1451) 1451 1460 1470 1480 1490 1500
V583 (1450) GATTGAACCTGTTCAGCCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCC
LN68 (1451) AATCGAACCTGTTCAGCCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCC
QSE32 (1412) AATTGAACCTGTTCAACCATCTGATTTAAACGTGCTCAAAAAGCAAAGCC
Section 31

(1501) 1501 1510 1520 1530 1540 1550
v583 (1500) TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAG
LN68 (1501) TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAG

QSE32 (1462) TTATAAGGGTGTGTTTACTTATTTTATGTAGTCTGTTTGTCAAAGAAAAG
Section 32

(1551) 1551 1560 1570 1580 1590 1600
v583 (1550) ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCATCCAAGGTCTGATGATACT
LN68 (1551) ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCATCCAAGGTCTGATGATACT

QSE32 (1512) ATTGCTTCAGTAATACTCTACGGTCTCGTCGTCCAAGGTCTGATGATACT




Section 33
(1601) 1601 1610 1620 1630 1640 1650

v583 (1600) CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGAAATTTGGTA
LN68 (1601) CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGAAATTTGGTA
QSE32 (1562) CCCTGTAACAAAAAATTTAATTGAAGGAAGTGTTTTTATGACATTTGGTA
Section 34

(1651) 1651 1660 1670 1680 1690 1700
v583 (1650) AAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAAGTTAGTGAT
LN68 (1651) AAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAAGTTAGTGAT

QSE32 (1612) CAAAAATAATTAAAAATGTTATTGAAAAAAGAGTTGCAAAGGTCCGTGAT
Section 35

(1701) 1701 1710 1720 1730 1740 1750
v583 (1700) GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCAATATATTTGG
LN68 (1701) GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCAATATATTTGG

QSE32 (1662) GGTGTGGGAACTAAGCCTAGATTAAATCAAAATTCGCCCATTATATTTGG
Section 36

(1751) 1751 1760 1770 1780 1790 1800
v583 (1750) ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGAT
LN68 (1751) ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGAT

QSE32 (1712) ACAATGGATGGGACAAACTGAAAAACCTAAAAAGAATATTGAAAAATGAT
Section 37

(1801) 1801 1810 1820 1830 1840 1850

V583 (1800) TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTT
LN68 (1801) TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTT
QSE32 (1762) TTTGTCGTTATTAGCTACTAACGTTTTGCTTGTATCTAGCTTTATCGTTT

Section 38
(1851) 1851 1860 1870 1880 1890 1900

v583 (1850) TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTA
LN68 (1851) TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTA
QSE32 (1812) TTGTCTTTTTACGAGTAACATTGATCAAGATTGAATGTAAAATACCGTTA
Section 39

(1901) 1901 1910 1920 1930 1940 1950
v583 (1900) CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTT
LN68 (1901) CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTT

QSE32 (1862) CTTTCATTGCTTATTGTCATTAATCTTTGTTCGTTTGCGGCATTAATGTT
Section 40

(1951) 1951 1960 1970 1980 1990 2000
v583 (1950) GGGCTACTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTATTTTTACAGGAT
LN68 (1951) GGGTTGCTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTATTTTTACAGGAT

QSE32 (1912) GGGCTACTCTTGGTTGATTTATGCGCTGACAGTCGTTGTTTTTACAGGAT



Section 41
(2001) 2001 2010 2020 2030 2040 2050
v583 (2000) TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTG
LN68 (2001) TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTG
QSE32 (1962) TTTTACTCATTCACAAAAAGAGGTTCTCAATTTTTAAAGCGATATTTTTA
Section 42

(2051) 2051 2060 2070 2080 2090 2100
v583 (2050) TCTGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAAC
LN68 (2051) TCTGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAAC

QSE32 (2012) TCCGTTTTTACATTGCTTATGGTTTCGTTTATCAATTACACGGAGCAAAC
Section 43

(2101) 2101 2110 2120 2130 2140 2150
v583 (2100) GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGA
LN68 (2101) GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGA

QSE32 (2062) GATTTTAAGTGTTTTTTTTCAACAGATTTATCAAAATAAATTATTATGGA
Section 44

(2151) 2151 2160 2170 2180 2190 2200
v583 (2150) TTGCCTCAAATGTTCTTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAA
LN68 (2151) TTGCCTCAAATGTTATTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAA

QSE32 (2112) TTGCCTCAAATGTTCTTCTGTTGCTTATAAATATCTGGATTGCTTTAAAA

Section 45
(2201) 2201 2210 2220 2230 2240 2250
v583 (2200) ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCG
LN68 (2201) ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCG
QSE32 (2162) ATTCCCAATAGTGTTTTTTTAAGATTAAATCGTGTGTTAGAAAATAGCCG
Section 46

(2251) 2251 2260 2270 2280 2290 2300
v583 (2250) AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTG
LN68 (2251) AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTG

QSE32 (2212) AATTTTTTTTGGTTGTTTACTTTTATTGTTGATTCTGTTGTTACTTTTTG
Section 47

(2301) 2301 2310 2320 2330 2340 2350
v583 (2300) TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTC
LN68 (2301) TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTC

QSE32 (2262) TGTTTTTGATTTCGCCAGAGATTTCACCTGACTTTATGCGAGGATTTGTC
Section 48

(2351) 2351 2360 2370 2380 2390 2400
v583 (2350) ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTT
LN68 (2351) ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTT

QSE32 (2312) ACGGTAAATAGTTCTAAATTGGAGTTATTAATAAGTGTAGGTTTATTTTT




Section 49

(2401) 2401 2410 2420 2430 2440 2450
v583 (2400) AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCA
LN68 (2401) AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCA

QSE32 (2362) AATTCTGATTGGCTTAGTCATTGAAGCTTATTTGGAAGAACAACGTATCA
Section 50

(2451) 2451 2460 2470 2480 2490 2500
v583 (2450) ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCC
LN68 (2451) ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCC

QSE32 (2412) ACACTCAATTATTGAATAATTTAACGATTTATACTGAAAAAATAGAATCC
Section 51

(2501) 2501 2510 2520 2530 2540 2550
v583 (2500) ATTAACGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGTA
LN68 (2501) ATTAACGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGAA

QSE32 (2462) ATTAATGAAGAGCTAGCGATGTTTCGTCATGATTATAAAAATTTATTGTA
Section 52

(2551) 2551 2560 2570 2580 2590 2600
v583 (2550) TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAA
LN68 (2551) TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAA

QSE32 (2512) TAGTTTACAAATTGCTATTTCATACGAAGATATTCTGGAAATCAAAAGAA

Section 53
(2601) 2601 2610 2620 2630 2640 2650

v583 (2600) TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAA
LN68 (2601) TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAA
QSE32 (2562) TTTATGAAGAAACGATTGCACCAACCAAAAAAATTATTGATAATGAAGAA
Section 54

(2651) 2651 2660 2670 2680 2690 2700
v583 (2650) TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACT
LN68 (2651) TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACT

QSE32 (2612) TTTGAACTTATGAAGTTAAATCGTTTGAAAAATATGGAACTTAAGGCACT
Section 55

(2701) 2701 2710 2720 2730 2740 2750
v583 (2700) CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTG
LN68 (2701) CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTG

QSE32 (2662) CATAAGTATGAAAATTAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTG
Section 56

(2751) 2751 2760 2770 2780 2790 2800
v583 (2750) TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTTGATACATCAATCGACTTAGTGGTT
LN68 (2751) TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTT

QSE32 (2712) TTGATGTGCCAGAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTT




Section 57
(2801) 2801 2810 2820 2830 2840 2850

v583 (2800) GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGC
LN68 (2801) GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGC
QSE32 (2762) GTGATTCGTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGC
Section 58

(2851) 2851 2860 2870 2880 2890 2900
v583 (2850) AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAA
LN68 (2851) AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAA

QSE32 (2812) AAAATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAAA
Section 59

(2901) 2901 2910 2920 2930 2940 2950
v583 (2900) CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAAG
LN68 (2901) CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAGG

QSE32 (2862) CACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATTTTAAG
Section 60

(2951) 2951 2960 2970 2980 2990 3000
v583 (2950) GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAATCCAGAAGAGCACGG
LN68 (2951) GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGG

QSE32 (2912) GTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGAAGAGCACGG
Section 61

(3001) 3001 3010 3020 3030 3040 3050
v583 (3000) TTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTG
LN68 (3001) TTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTG

QSE32 (2962) TTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTTTCAGATCAATTTG

Section 62
(3051) 3051 3060 3070 3080 3090 3100
v583 (3050) ATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCACTCAACATTTAATTATT
LN68 (3051) ACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTACTCAACATTTAATTATT
QSE32 (3012) ATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCACTCAACATTTAATTATT
Section 63

(3101) 3101 3110 3120 3130 3140 3150
v583 (3100) GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACA
LN68 (3101) GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACA

QSE32 (3062) GAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGTTAACGAATGAATTTGTTAACA
Section 64

(3151) 3151 3160 3170 3180 3190 3200
v583 (3150) ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTATGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGT
LN68 (3151) ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTATGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGT

QSE32 (3112) ACTTTTTTGCTATGGTATTGAGATACGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGT




Section 65
(3201) 3201 3210 3220 3230 3240 3250

v583 (3200) CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATG
LN68 (3201) CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATG
QSE32 (3162) CGGCTGATTAAGGAATTTAGATAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATG
Section 66

(3251) 3251 3260 3270 3280 3290 3300
v583 (3250) AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGA
LN68 (3251) AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGA

QSE32 (3212) AAAATAGCAACAAATATTTACGCAGGGAAAGGGGCGGTCGTTTAACGGGA
Section 67

(3301) 3301 3310 3320 3330 3340 3350

V583 (3300) AAAATTAGGGAGGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGG
LN68 (3301) AAAATTAGGGAGGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGG
QSE32 (3262) AAGATTAGGGAAGATAAAGCAATACTTTTGTTGGGAAAAGAAATAAAAGG
Section 68

(3351) 3351 3360 3370 3380 3390 3400
v583 (3350) AAACTGGGGAAGGAGTTAATTGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATAC
LN68 (3351) AAACTGGGGAAGGAGTTAATTGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATAC

QSE32 (3312) AAACTGGGGAAGGAGTTAATCGTTTGATGAAGGGAAATAAAATTTTATAC
Section 69

(3401) 3401 3410 3420 3430 3440 3450
V583 (3400) ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACT
LN68 (3401) ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACT

QSE32 (3362) ATTTTAGGTACAGGCATCTTTGTTGGAAGTTCATGTCTATTTTCTTCACT

Section 70
(3451) 3451 3460 3470 3480 3490 3500
v583 (3450) TTTTGTAGCCGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAG
LN68 (3451) TTTTGTAGCCGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAG
QSE32 (3412) TTTTGTAGCAGCAGAAGAACAAGTTTATTCAGAAAGTGAAGTTTCAACAG
Section 71

(3501) 3501 3510 3520 3530 3540 3550
v583 (3500) TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAA
LN68 (3501) TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAA

QSE32 (3462) TTTTATCGAAGTTGGAAAAGGAGGCAATTTCTGAGGCAGCTGCTGAACAA
Section 72

(3551) 3551 3560 3570 3580 3590 3600
v583 (3550) TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGATGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAA
LN68 (3551) TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGACGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAA

QSE32 (3512) TATACGGTTGTAGATCGAAAAGAAGATGCGTGGGGGATGAAGCATCTTAA




Section 73
(3601) 3601 3610 3620 3630 3640 3650

v583 (3600) GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTA
LN68 (3601) GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTA
QSE32 (3562) GTTAGAAAAGCAAACGGAAGGCGTTACTGTTGATTCAGATAATGTGATTA
Section 74

(3651) 3651 3660 3670 3680 3690 3700
v583 (3650) TTCATTTAGATAGAAATGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTT
LN68 (3651) TTCATTTAGATAAAAACGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTT

QSE32 (3612) TTCATTTAGATAAAAACGGTGCAGTAACAAGTGTTACAGGAAATCCAGTT
Section 75

(3701) 3701 3710 3720 3730 3740 3750
v583 (3700) GATCAAGTAGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGT
LN68 (3701) GATCAAGTTGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGT

QSE32 (3662) GATCAAGTAGTGAAAATTCAATCGGTTGATGCAATCGGTGAAGAAGGAGT
Section 76

(3751) 3751 3760 3770 3780 3790 3800
v583 (3750) TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCCGGAAACTAAAGATCTTGTCTTTT
LN68 (3751) TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCCGGAAAATAAAGATCTTGTCTTTT

QSE32 (3712) TAAAAAAATTATTGCTTCTGATAATCTGGAAAATAAAGATATTGTCTTTT
Section 77

(3801) 3801 3810 3820 3830 3840 3850
v583 (3800) TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAGGGGCAATTATTTTATAAAGTC
LN68 (3801) TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAAGGGCAATTATTTTATAAAGTC

QSE32 (3762) TAGCTATTGACAAACGTGTAAATAATGAAGGGCAATTATTTTATAAAGTC

Section 78
(3851) 3851 3860 3870 3880 3890 3900
v583 (3850) AGAGTAACTTCTTCGCCAACTGGTGACCCCGTATCATTGGTTTATAAAGT
LN68 (3851) AGAGTAACTTCTTCACCAACTGGTGACCCCGTATCATTGGTTTATAAAGT
QSE32 (3812) AGAGTAACTTCTTCACCAACTGGTGACCCCATATCATTGGTTTATAAAGT
Section 79

(3901) 3901 3910 3920 3930 3940 3950
v583 (3900) GAACGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATG
LN68 (3901) GAACGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATG

QSE32 (3862) AAATGCTACAGATGGAACAATTATGGAAAAACAAGATTTAACGGAACATG
Section 80

(3951) 3951 3960 3970 3980 3990 4000
v583 (3950) TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAGCGTTTAATGTG
LN68 (3951) TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTA

QSE32 (3912) TCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTA




Section 81
(4001) 4001 4010 4020 4030 4040 4050

v583 (4000) CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACAC
LN68 (4001) CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACAC
QSE32 (3962) CCAGTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACAC
Section 82

(4051) 4051 4060 4070 4080 4090 4100
v583 (4050) AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTC
LN68 (4051) AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTC

QSE32 (4012) AGGGGTTTACCATGCAGTAGTTGATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTC
Section 83

(4101) 4101 4110 4120 4130 4140 4150
v583 (4100) AAGCACCATCACTAGTAGCATTAAATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACG
LN68 (4101) AAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACG

QSE32 (4062) AAGCACCATCACTAGTAGCATTAAATCAGAATGCTGTTGATGCCTATACG
Section 84

(4151) 4151 4160 4170 4180 4190 4200

V583 (4150) CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACACAG
LN68 (4151) CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACACAG
QSE32 (4112) CATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAACGACATAG
Section 85

(4201) 4201 4210 4220 4230 4240 4250
v583 (4200) TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATC
LN68 (4201) TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATC

QSE32 (4162) TATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAACAACATC

Section 86
(4251) 4251 4260 4270 4280 4290 4300

v583 (4250) CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGT
LN68 (4251) CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGT
QSE32 (4212) CAGATGCTTATGACAATGCTTTTTGGGATGGAAAAGCAATGCGTTATGGT
Section 87

(4301) 4301 4310 4320 4330 4340 4350
v583 (4300) GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGT
LN68 (4301) GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGT

QSE32 (4262) GAAACAAGTACACCAACAGGAAAAACGTATGCTTCCTCTTTAGATGTAGT
Section 88

(4351) 4351 4360 4370 4380 4390 4400
v583 (4350) TGGTCATGAAATGACACATGGTGTAACGGAACATACTGCCGGTTTAGAAT
LN68 (4351) TGGTCATGAAATGACACATGGTGTGACGGAACATACTGCCGGTTTAGAAT

QSE32 (4312) TGGTCATGAAATGACACATGGTGTGACGGAACATACTGCCGGTTTAGAAT




Section 89
(4401) 4401 4410 4420 4430 4440 4450
v583 (4400) ATTTAGGACAATCAGGTGCGTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGT
LN68 (4401) ATTTAGGACAATCAGGTGCCTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGT
QSE32 (4362) ATTTAGGACAATCAGGTGCGTTGAATGAATCTTATTCTGATTTGATGGGT
Section 90

(4451) 4451 4460 4470 4480 4490 4500
v583 (4450) TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAG
LN68 (4451) TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAG

QSE32 (4412) TATATTATTTCGGGTGCATCTAATCCAGAAATTGGTGCGGATACTCAGAG
Section 91

(4501) 4501 4510 4520 4530 4540 4550
v583 (4500) TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACG
LN68 (4501) TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACG

QSE32 (4462) TGTTGACCGAAAAACAGGTATTCGAAATTTACAAACGCCAAGTAAACACG
Section 92

(4551) 4551 4560 4570 4580 4590 4600
v583 (4550) GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGA
LN68 (4551) GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGA

QSE32 (4512) GACAACCAGAAACCATGGCTCAATACGACGATCGAGCACGGTATAAAGGA
Section 93

(4601) 4601 4610 4620 4630 4640 4650
v583 (4600) ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAA
LN68 (4601) ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAA

QSE32 (4562) ACGCCTTATTATGATCAAGGCGGTGTTCATTATAATAGTGGAATTATTAA

Section 94
(4651) 4651 4660 4670 4680 4690 4700

v583 (4650) TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGA
LN68 (4651) TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGA
QSE32 (4612) TCGGATTGGTTACACCATTATCCAGAACTTAGGCATTGAAAAAGCACAGA
Section 95

(4701) 4701 4710 4720 4730 4740 4750
v583 (4700) CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTC
LN68 (4701) CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTC

QSE32 (4662) CTATTTTCTACAGCTCGTTAGTAAATTACTTAACACCTAAAGCACAATTC
Section 96

(4751) 4751 4760 4770 4780 4790 4800
v583 (4750) AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGA
LN68 (4751) AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGA

QSE32 (4712) AGTGATGCTCGTGATGCGATGCTTGCTGCTGCAAAAGTTCAATATGGCGA




Section 97
(4801) 4801 4810 4820 4830 4840 4850
v583 (4800) TGAAGCAGCTTCAGTGGTATCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAG
LN68 (4801) TGAAGCAGCTTCAGTGGTGTCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAG
QSE32 (4762) TGAAGCAGCTTCAGTGGTGTCAGCAGCCTTTAACTCTGCTGGAATCGGAG
Section 98

(4851) 4851 4860 4870 4880 4890 4900
v583 (4850) CTAAAGAGGACATTCAGGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTGGTCAAT
LN68 (4851) CTAAAGAGGATATTCAAGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTGGTCAAT

QSE32 (4812) CTAAAGAAGACATTCAGGTAAACCAACCAAGTGAATCTGTTCTAGTCAAT
Section 99

(4901) 4901 4910 4920 4930 4940 4950

V583 (4900) GAATGAAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAA
LN68 (4901) GAATGAAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAA
QSE32 (4862) GAAT-AAAAAAATTCCCCAATTAAATAAAAATGGATAAGGAGTGGCATAA
Section 100

(4951) 4951 4960 4970 4980 4990 5000
v583 (4950) TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTC
LN68 (4951) TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTC

QSE32 (4911) TCTTATGAAAAAGTTCTCCATACGAAAAATTAGTGCTGGTTTTTTGTTTC
Section 101

(5001) 5001 5010 5020 5030 5040 5050
v583 (5000) TGATTTTAGTAACTTTGATCGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAA
LN68 (5001) TGATTTTAGTAACTTTGATCGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAA

QSE32 (4961) TGATTTTAGTAACTTTGATAGCCGGTTTTAGCTTGTCTGCAAATGCAGAA

Section 102
(5051) 5051 5060 5070 5080 5090 5100

v583 (5050) GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACT
LN68 (5051) GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACT
QSE32 (5011) GAGTATATCGTTCCTGCCGAAAGTCATTCACGACAAAAAAGATCGTTACT
Section 103

(5101) 5101 5110 5120 5130 5140 5150
v583 (5100) GGACCCTGAGGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTT
LN68 (5101) GGACCCTGAAGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTT

QSE32 (5061) GGACCCTGAGGACAGAAGACAAGAAGTGGCAGATACAACCGAAGCGCCTT
Section 104

(5151) 5151 5160 5170 5180 5190 5200
v583 (5150) TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATT
LN68 (5151) TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATT

QSE32 (5111) TTGCGTCAATCGGAAGAATCATTTCCCCTGCCAGTAAACCAGGCTATATT




Section 105
(5201) 5201 5210 5220 5230 5240 5250

v583 (5200) TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACCAATACAATTGTCACCAATAA
LN68 (5201) TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACTAATACAATTGTCACCAATAA
QSE32 (5161) TCTTTAGGAACAGGCTTTGTTGTTGGAACTAATACAATTGTCACCAATAA
Section 106

(5251) 5251 5260 5270 5280 5290 5300
v583 (5250) TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCA
LN68 (5251) TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCA

QSE32 (5211) TCATGTGGCTGAAAGTTTTAAGAATGCCAAAGTATTAAATCCGAATGCCA
Section 107

(5301) 5301 5310 5320 5330 5340 5350
v583 (5300) AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGACACCATTT
LN68 (5301) AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGACACCATTT

QSE32 (5261) AAGATGATGCTTGGTTTTATCCAGGTCGAGATGGCAGTGCGATACCATTT
Section 108

(5351) 5351 5360 5370 5380 5390 5400
v583 (5350) GGCAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGC
LN68 (5351) GGTAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGC

QSE32 (5311) GGCAAATTCAAAGTGATTGATGTAGCTTTTTCCCCGAATGCGGATATTGC
Section 109

(5401) 5401 5410 5420 5430 5440 5450
v583 (5400) GGTAGTGACTGTCGGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGG
LN68 (5401) GGTAGTGACTGTCAGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGG

QSE32 (5361) GGTAGTGACTGTCGGCAAACAAAACGATCGTCCAGATGGCCCAGAGTTGG

Section 110
(5451) 5451 5460 5470 5480 5490 5500

v583 (5450) GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACC
LN68 (5451) GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACC
QSE32 (5411) GAGAAATTTTAACGCCATTTGTTTTGAAAAAGTTTGAATCTTCAGATACC
Section 111

(5501) 5501 5510 5520 5530 5540 5550
v583 (5500) CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTC
LN68 (5501) CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTC

QSE32 (5461) CATGTCACAATATCAGGCTATCCAGGTGAGAAAAACCACACACAATGGTC
Section 112

(5551) 5551 5560 5570 5580 5590 5600
v583 (5550) TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCAT
LN68 (5551) TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCAT

QSE32 (5511) TCATGAAAATGATTTGTTTACATCTAACTTTACAGACTTAGAAAATCCAT



Section 113
(5601) 5601 5610 5620 5630 5640 5650

v583 (5600) TACTATTTTATGATATCGATACAACCGGCGGTCAATCTGGTTCACCAATC
LN68 (5601) TACTATTTTATGATATCGATACAACAGGTGGTCAATCTGGTTCCCCAATC
QSE32 (5561) TACTATTTTATGATATCGATACAACAGGTGGTCAATCTGGTTCACCAATC
Section 114

(5651) 5651 5660 5670 5680 5690 5700
v583 (5650) TATAATGATCAGGTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAA
LN68 (5651) TATAATGCTCAGTTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAA

QSE32 (5611) TATAATGCTCAGTTTGAAGTAGTTGGTGTTCATTCCAATGGCGGCATTAA
Section 115

(5701) 5701 5710 5720 5730 5740 5750
v583 (5700) GCAAACAGGAAATCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTA
LN68 (5701) GCAAACAGGAAACCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTA

QSE32 (5661) GCAAACAGGAAACCATGGTCAAAGACTAAATGAAGTGAATTATAACTTTA
Section 116

(5751) 5751 5760 5770 5780 5790 5800
v583 (5750) TTGTTAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCA
LN68 (5751) TTGTCAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCA

QSE32 (5711) TTGTCAATCGAGTGAATGAAGAAGAAAATAAACGTTTATCCGCTGTGCCA
Section 117

(5801) 5801 5810 5820 5830 5840 5850
v583 (5800) GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGGAATTTCCAGAATCACGGGAAA
LN68 (5801) GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGGAATTTCCAGAATCACGGGAAA

QSE32 (5761) GCAGCGTAAAGAACCATAAAAATACTCGAAATTTCCAGAATCACGGGAAA

Section 118
(5851) 5851 5860 5870 5880 5890 5900

v583 (5850) TCTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACC
LN68 (5851) TCTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACC
QSE32 (5811) TTTCGAGTATTTTTGTTTTTTAAGATAGTGTAAGTTACGATAAAAGTACC
Section 119

(5901) 5901 5910 5920 5930 5940 5950
v583 (5900) TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATA
LN68 (5901) TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATA

QSE32 (5861) TTGTAATTATCGGTTAAAAGCATATAATAGTGCTGAAAAGAAGGCAAATA
Section 120

(5951) 5951 5960 5970 5980 5990 6000

V583 (5950) ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCAT
LN68 (5951) ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCAT
QSE32 (5911) ATCCGATTAAGTTAGTATTTCTAAACCATCATAACTCGTAATGATTTCAT



Section 121

(6001) 6001 6010 6020 6030 6040 6050
v583 (6000) GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGCATAAGACAAGCCGCCATTGTGA
LN68 (6001) GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGCATATGACAAGCCGCCATTGTGA

QSE32 (5961) GCTTTTGAGATAAAGCCGCCATCTCCGTATAAGACAAGCCGCCATTGTGA
Section 122

(6051) 6051 6060 6070 6080 6090 6100
v583 (6050) GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTTITC
LN68 (6051) GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTTTC

QSE32 (6011) GAAAAATGGTTGGCAACGTAAATCGTTTTATCTGTGACGAGTTTTCTT -~
Section 123

(6101) 61016106

V583 (6100) TTTTAA
LN68 (6101) TTTTAA
QSE32 (6059) - - —-—-—--



Anexo 2. Alinhamento de proteinas. Alinhamento das proteinas dos operdes
fsr e gelE-sprE das estirpes E. faecalis LN68 ¢ 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.
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Section 1

@1 10 20 30 40 50

FsrAv583 (1) MSEQMAITYILEDQI IQAKALEVLLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQV
FsrA QSE32 (1) MSEQMATYILEDQI I1QAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQV
FsrALN68 (1) MSEQMATYILEDQI 1QAKALEALLTNILHSRNIYNETIHLFSRSDELLQV
Section 2

(51) 51 60 70 80 90 100
FsrA v583 (51) AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVL
FsrA QSE32 (51) AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVL
FsrA LN68 (51) AHQDAQLNIFFLDIQMNNHIQAGFEVAKEIRKTDSESLIVFISTHTELVL
Section 3

(101) 101 110 120 130 140 150

FsrA v583 (101) TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAY 1QQKENIKTKSEYIIIN
FsrA QSE32 (101) TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAY 1QQKENIKTKSEY 11T IN
FsrA LN68 (101) TSYKYMVSALQFIQKNVDFLDFQKEVETCVDAY IQQKENIKTKSEY I 1IN
Section 4

(151) 151 160 170 180 190 200

FsrA v583 (151) LKASSITKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLI
FsrA QSE32 (151) LKASSIKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLI
FsrA LN68 (151) LKASSIKMDINDIYFFQTEYDHRVSMVGKNFKREFYGTLSKIEQLHPDLI
Section 5

(201) 201 210 220 230 248

FsrA V583 (201) RVHQS I 1 INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSRRYYTQVKALFLT-
FsrA QSE32 (201) RVHQS I I INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-
FsrA LN68 (201) RVHQS I 1 INKKYASKLNYKTHLLTMRDGTEVPVSKRYYTQVKALFLT-




Section 1
@1 10 20 30 40 50

FsrBv583 (1) MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFENLLMILILSVLEG
FsrBLn68 (1) MLIDWIELKNI MDlDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLFNFLM ILILSVLFG
FsrB QSE32 (1) MLIDWILKNIMDMDQEDQSGKTQWTKYYLTVYFSGLENELMILILSVLFG
Section 2

(51) 51 60 70 80 90 100

FsrBv583 (51) TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPEVLKNSSV
FsrB Ln68 (51) TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPFVLKNSSV
FsrB QSE32 (51) TLSETFIVYVVLIFLRPVAGGWHAKTKWLCRLESIVIYVAIPFVLKNSSV
Section 3

(101) 101 110 120 130 140 150

FsrB V583 (101) SLPFIYKI LLlCLLVVLFYWYAPQGTAI EPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLL
FsrB Ln68 (101) SLPFIYKILLACLLVVLFYWYAPQGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLL
FsrB QSE32 (101) SLPFIYKILLECLLVVLFYWYAPHGTAIEPVQPSDLNVLKKQSLIRVCLL
Section 4

(151) 151 160 170 180 190 200
FsrB V583 (151) 1LCSLFVKEKIASVILYGLVEQGLMILPVTKNL IEGSVFMKFGKK I IKNV
FsrB Ln68 (151) ILCSLFVKEKIASVILYGLVEQGLMILPVTKNLIEGSVFMKFGKK I 1KNV

FsrB QSE32 (151) 1LCSLFVKEKIASVILYGLVMQGLMILPVTKNLIEGSVFMTFGTK I IKNV

Section 5
(201) 201 210 220 230 243

FsrB v583 (201) 1 EKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK-

FsrB Ln68 (201) 1EKRVAKVSDGVGTKPRLNQNSPNIFGQWMGQTEKPKKNIEK-

FsrB QSE32 (201) 1 EKRVAKVRDGVGTKPRLNQNSP I IFGQWMGQTEKPKKN I EK-




FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

Section 1
1)1 10 20 30 40 50
(1) MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAAL
(1)) MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAAL
(1) MILSLLATNVLLVSSFIVFVFLRVTLIKIECKIPLLSLLIVINLCSFAAL
Section 2

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(51) 51 60 70 80 90 100
(51) MLGYSWLIYALTVVIFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTE
(51) MLGCSWLIYALTVVIEFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTE
(51) MLGYSWLIYALTVVVFTGFLLIHKKRFSIFKAIFLSVFTLLMVSFINYTE
Section 3

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(101) 101 110 120 130 140 150
(101) QTILSVFFQQIYQONKLLWIASNVLELLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLEN
(101) QTILSVFFQQIYQNKLLWIASNVILLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLEN
(101) QTILSVFFQQIYQONKLLWIASNVLELLLINIWIALKIPNSVFLRLNRVLEN
Section 4

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(151) 151 160 170 180 190 200
(151) SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGL
(151) SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGL
(151) SRIFFGCLLLLLILLLLFVFLISPEISPDFMRGFVTVNSSKLELLISVGL

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

Section 5
(201) 201 210 220 230 240 250
(201) FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNL
(201) FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNL
(201) FLILIGLVIEAYLEEQRINTQLLNNLTIYTEKIESINEELAMFRHDYKNL
Section 6

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(251) 251 260 270 280 290 300
(251) LYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELK
(251) LNSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELK
(251) LYSLQIAISYEDILEIKRIYEETIAPTKKIIDNEEFELMKLNRLKNMELK
Section 7

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(301) 301 310 320 330 340 350
(301) ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIEN
(301) ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIEN
(301) ALISMKINTAKQAKLKVIVDVPEVFILDTSIDLVVVIRLLAILLDNAIEN
Section 8

FsrC V583
FsrC Ln68
FsrC QSE32

(351) 351 360 370 380 390 400
(351) SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEE
(351) SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFRVMKKTKFSSKSNPEE
(351) SAKSELKMFAISIFNKNETQEFVITNSVQAEFDFKVMKKTKFSSKSNPEE




Section 9
(401) 401 410 420 430 447
FsrC V583 (401) HGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFEFNEGAVTQHL I FEKNHNSKKVVNE
FsrC Ln68 (401) HG-GLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFNEGSVTQHL I IEKNHNSKKVVNE
FsrC QSE32 (401) HGWGLLYVKEIVDFSDQFDLQTSFENEGAVTQHL I IEKNHNSKKVVNE




Section 1
@1 10 20 30 40 50

GelE v583 (1) MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEA
GelE Ln68 (1) MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEA
GelE QSE32 (1) MKGNKILYILGTGIFVGSSCLFSSLFVAAEEQVYSESEVSTVLSKLEKEA
Section 2

(51) 51 60 70 80 90 100
GelE v583 (51) I SEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNVI IHLDINGAV
Gele Ln68 (51) ISEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNV I ITHLDKNGAV
GelE QSE32 (51) ISEAAAEQYTVVDRKEDAWGMKHLKLEKQTEGVTVDSDNV I ITHLDKNGAV
Section 3

(101) 101 110 120 130 140 150

GelE v583 (101) TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKI TASDNPETKDLVFLAIDKRVNN
GelE Ln68 (101) TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKI IASDNPENKDLVFLATDKRVNN
GelE QSE32 (101) TSVTGNPVDQVVKIQSVDAIGEEGVKKI IASDNLENKD.VFLAI DKRVNN
Section 4

(151) 151 160 170 180 190 200
GelE V583 (151) EGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVNATDGT IMEKQDLTEHVGSEVTLKN
GelE Ln68 (151) EGQLFYKVRVTSSPTGDPVSLVYKVNATDGTIMEKQDLTEHVGSEVTLKN

GelE QSE32 (151) EGQLFYKVRVTSSPTGDPSLVYKVNATDGT IMEKQDLTEHVGSEVTLKN

Section 5
(201) 201 210 220 230 240 250

GelE v583 (201) SFQVAFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSIT 1QAPSLVALN
GelE Ln68 (201) SFQVTFENVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSITIQAPSLATLN
GelE QSE32 (201) SFQVIFNVPVEKSNTGIALHGTDNTGVYHAVVDGKNNYSI 1QAPSLVALN
Section 6

(251) 251 260 270 280 290 300

GelE v583 (251) QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFW
GelE Ln68 (251) QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFW
GelE QSE32 (251) QNAVDAYTHGKFVKTYYEDHFQRHSIDDRGMPILSVVDEQHPDAYDNAFW
Section 7

(301) 301 310 320 330 340 350

GelE v583 (301) DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALN
GelE Ln68 (301) DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALN
GelE QSE32 (301) DGKAMRYGETSTPTGKTYASSLDVVGHEMTHGVTEHTAGLEYLGQSGALN
Section 8

(351) 351 360 370 380 390 400

GelE V583 (351) ESYSDLMGY I ISGASNPE 1GADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQY
GelE Ln68 (351) ESYSDLMGY I ISGASNPE IGADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQY
GelE QSE32 (351) ESYSDLMGY I I SGASNPE 1GADTQSVDRKTGIRNLQTPSKHGQPETMAQY




Section 9

(401) 401 410 420 430 440 450
GelE v583 (401) DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVN
GelE Ln68 (401) DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVN

GelE QSE32 (401) DDRARYKGTPYYDQGGVHYNSGIINRIGYTIIQNLGIEKAQTIFYSSLVN
Section 10

(451) 451 460 470 480 490 500
GelE v583 (451) YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAENSAGIGAKEDIQVNQ
GelE Ln68 (451) YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAENSAGIGAKEDIQVNQ

GelE QSE32 (451) YLTPKAQFSDARDAMLAAAKVQYGDEAASVVSAAFENSAGIGAKEDIQVNQ
Section 11

(501) 501 510

GelE V583 (501) PSESVLVNE -
GelE Ln68 (501) PSESVLVNE -

GelE QSE32 (501) PSESVLVNE -




Section 1
11 10 20 30 40 50

SprE v583 (1) MKKFSIRKISAGFLFLILVTLIAGFSLSANAEEY IVPAESHSRQKRSLLD
SprE Ln68 (1) MKKFESIRKISAGFLFLILVTLIAGESLSANAEEY1IVPAESHSRQKRSLLD
SprE QSE32 (1) MKKFSIRKISAGFLFLILVTLIAGFSLSANAEEY1VPAESHSRQKRSLLD
Section 2

(51) 51 60 70 80 90 100

SprE v583 (51) PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNH
SprE Ln68 (51) PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNH
SprE QSE32 (51) PEDRRQEVADTTEAPFASIGRIISPASKPGYISLGTGFVVGTNTIVTNNH
Section 3

(101) 101 110 120 130 140 150

Sprk v583 (101) VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKVIDVAFSPNADIAV
SprE Ln68 (101) VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSATPFGKFKVIDVAFSPNADIAV
SprE QSE32 (101) VAESFKNAKVLNPNAKDDAWFYPGRDGSAIPFGKFKVIDVAFSPNADIAV
Section 4

(151) 151 160 170 180 190 200

SprE V583 (151) VTVGKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSH
SprE Ln68 (151) VTVSKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSH
SprE QSE32 (151) VTVBKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQWSH

Section 5
(201) 201 210 220 230 240 250

SprE V583 (201) ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPIYNDQVEVVGVHSNGG IKQ
SprE Ln68 (201) ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPI1YNAQFEVVGVHSNGG IKQ
SprE QSE32 (201) ENDLFTSNFTDLENPLLFYDIDTTGGQSGSPIYNAQEEVVGVHSNGGIKQ
Section 6

(251) 251 260 270 285

SprE V583 (251) TGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKRLSAVPAA -
SPrE Ln68 (251) TGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKRLSAVPAA-
SprE QSE32 (251) TGNHGQRLNEVNYNF IVNRVNEEENKRLSAVPAA -




Anexo 3. Analise da mutacio 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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fsrC V583

fsrC QSE32

fsrC LN68

E. durans QSE125
E. durans QN8

E. faecalis LN66
E. faecalis QSE15

Section 21

(921) 921 930 940 950 966
(921) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(921) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(921) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(61) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(61) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(61) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
(48) TAATACCGCAAAGCAAGCAAAACTAAAAGTGATTGTTGATGTGCCA
Section 22

fsrC V583

fsrC QSE32

fsrC LN68

E. durans QSE125
E. durans QN8

E. faecalis LN66
E. faecalis QSE15

(967) 967 980 990 1000 1012
(967) GAAGTATTTATTCTTGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(967) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(967) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(107) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(107) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(107) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
(94) GAAGTATTTATTCTCGATACATCAATCGACTTAGTGGTTGTGATTC
Section 23

(1013) 1013

1020 1030 1040 1058

fsrC V583 (1013) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA
fsrC QSE32 (1013) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA
fsrC LN68 (1013) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA

E. durans QSE125
E. durans QN8

E. faecalis LN66
E. faecalis QSE15

(153) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA
(153) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA
(153) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA
(140) GTTTGTTGGCTATTCTATTAGATAACGCGATTGAAAACAGTGCAAA

(1059) 1059

Section 24

1070 1080 1090 1104

fsrC V583 (1059) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
fsrC QSE32 (1059) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
fsrC LN68 (1059) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA

E. durans QSE125
E. durans QN8

E. faecalis LN66
E. faecalis QSE15

(199) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
(199) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
(199) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
(186) ATCAGAATTGAAAATGTTCGCTATCTCAATTTTCAATAAAAATGAA
Section 25

(1105) 1105

1110 1120 1130 1140 1150

fsrC V583 (1105) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT
fsrC QSE32 (1105) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT
fsrC LN68 (1105) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT

E. durans QSE125
E. durans QN8

E. faecalis LN66
E. faecalis QSE15

(245) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT
(245) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT
(245) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT
(232) ACACAAGAGTTTGTGATAACAAATAGTGTCCAAGCCGAATTTGATT



Section 26
(1151) 1151 1160 1170 1180 1196
fsrC v583 (1151) TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAATCCAGA
fsrC QSE32 (1151) TTAAGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
fsrC LN68 (1151) TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
E. durans QSE125 (291) TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
E. durans QN8 (291) TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
E. faecalis LN66 (291) TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
E. faecalis QSE15 (278) TTAGGGTTATGAAGAAAACCAAATTTAGTTCTAAAAGTAACCCAGA
Section 27

(1197) 1197 1210 1220 1230 1242

fsrC V583 (1197) AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

fsrC QSE32 (1197) AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

fsrC LN68 (1197) AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

E. durans QSE125 (337) AGAGCACGGTTGGGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

E. durans QN8 (337) AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

E. faecalis LN66 (337) AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT

E. faecalis QSE15 (324) AGAGCACGGTTGAGGATTGTTATATGTAAAAGAAATTGTTGATTTT
Section 28

(1243) 1243 1250 1260 1270 1288

fsrC V583 (1243) TCAGATCAATTTGATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCA

fsrC QSE32 (1243) TCAGATCAATTTGATTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGAGCGGTCA

fsrC LN68 (1243) TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTA

E. durans QSE125 (383) TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTA
E. durans QN8 (383) TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTA

E. faecalis LN66 (383) TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTA

E. faecalis QSE15 (370) TCAGATCAATTTGACTTGCAAACGTCCTTCAATGAAGGATCGGTTA

Section 29
(1289) 1289 1300 1310 1320 1334
fsrC V583 (1289) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
fsrC QSE32 (1289) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
fsrC LN68 (1289) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
E. durans QSE125 (429) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
E. durans QN8 (429) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
E. faecalis LN66 (429) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
E. faecalis QSE15 (416) CTCAACATTTAATTATTGAAAAAAATCATAACAGTAAAAAAGTTGT
Section 30

(1335) 1335 1340 1370 1380

fsrC V583 (1335) TAACGAATGA- - - === == e e e -

fsrC QSE32 (1335) TAACGAATGA — = = = = — ——— o oo

fsrC LN68 (1335) TAACGAATGA--— - - - - == - = — - e e ———

E. durans QSE125 (475) TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTA
E. durans QN8 (475) TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTA

E. faecalis LN66  (475) TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTA

E. faecalis QSE15 (462) TAACGAATGAATTTGTTAACAACTTTTTTGCTATGGTATTGAGTTA




Section 31
(1381) 1381 1390 1400 1410 1426
fSrC V583 (1345) == === === - e e — - -
fSIC QSE32 (1345) —————— = — = — m mmmm -
fSICLNB8 (1345) ————— = — = — = = = — —mmm e m e mm——————
E. durans QSE125 (521) TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGA
E. durans QN8 (521) TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGA
E. faecalis LN66 (521) TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGA
E. faecalis QSE15 (508) TGAGGGGCAATACAGGGAAAAATGTCGGCTGATTAAGGAATTTAGA
Section 32

(1427) 1427 1440 1460 1472

fsrC V583 (1345) ———————————————"—— ==~~~ —— e ———————————

fsrC QSE32 (1345) —————=———————————— ==~~~ — e m———————————————

fsSrC LN68 (1345) ———————————— == — == == — —— m o — e ————————————

E. durans QSE125 (567) TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATAT

E. durans QN8 (567) TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATAT

E. faecalis LN66 (567) TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATAT

E. faecalis QSE15 (554) TAGTGCCGGTTAGGTAGTTGTCTATAATGAAAATAGCAACAAATAT
Section 33

(1473) 1473 1480 1491

fsrC V583 (1345) —————-=--——————=—————~

fsrC QSE32 (1345) ———-——-—-——-————————~-

fsrC LN68 (1345) ———-——=—=——=—=———=—----

E. durans QSE125 (613) TTACGCAGGGAAAGGGGCG
E. durans QN8 (613) T----—-=-=-—-==-—=——————

E. faecalis LN66 (613) TTACGCAGG------—---

E. faecalis QSE15 (600) T-—-—--=—-=-=—===————————




