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Resumo

Os enterococos constituem uma grande parte da fiorerodo tracto
gastrointestinal dos mamiferos. Durante muito temp® enterococos foram
considerados inofensivos para o Homem, no entamtese observado um aumento de
infeccbes por eles causadas, em paralelo com o rdonsa sua resisténcia a
antibidticos, incluindo resisténcia a vancomiciNam estudo efectuado anteriormente,
verificou-se a existéncia de isoladés faecalis tanto clinicos como alimentares, que
apresentavam susceptibilidade ou uma resisténigariadia & vancomicina, mas que
no entanto apresentavam o operanAincompleto, sendo denominados de VACISET.

No presente estudo tiparam-se 17 isolados VACI8&fafimentos, de humanos
e de animais) por MLST e MLVA, de modo a determiaadisseminagédo destes
isolados e a determinar a sua relagdo damterococcusresistentes a vancomicina

(VRE) presentes na base de dadas$p(//efaecalis.mlIst.ngt/ Pelo método de MLST,

verificou-se que estes isolados ndo se encontréwiorados entre si, ndo estando
também relacionados com nenhuma estirpe resist&rdessseminacao do transposao e
consequentemente do geranAparece assim nao ser clonal. O método MLVA descrit
mostrou-se pouco eficiente no estudo de tipagenoleendo isolados de diferentes
ambientes.

A tipagem molecular revelou a existéncia de isadadlimentares relacionados
com isolados hospitalares que causaram infecc@ariRado a Bppression Gbtractive
Hybridization (SSH), procuraram-se as diferencaseens genomas de um isolado
hospitalar e de um isolado alimentar. Dos clonesligados (10%) apenas duas
diferencas foram encontradas. Das restantes segaéapalisadas é de salientar a
deteccdo em ambos os isolados de um gene do p&smp@F10, uma sequéncia

homologa a uma regido do genoma da estirpe OG1-Rmieém a existéncia de uma

Vil



sequéncia homdloga com uma regido do genong dareuso que evidencia a grande

plasticidade do genoma &e faecalis.

Palavras chaveE. faecalis MLST; MLVA; SSH
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Abstract

Enterococci constitute part of the microflora o€ thastro intestinal tract of
humans and other mammals. For many years enteliogece considered harmless for
humans. However an increase of infections causedhbge bacteria, and also an
increase in antibiotic resistance has been repoitethe last decades, including
resistance to vancomycin. In a previous study thstence oft. faecalisstrains, both
of clinical and dairy origin, presenting suscepitifpi or an intermediate resistance, to
vancomycin, carrying an incompleteanA operon were detected and designated as
VACISETf. In the present study 17 VACISETf isolaté®in food, humans and animals)
were typed by MLST and MLVA in order to evaluatessimination of these isolates

and to determine their relation with VRE from thetabaseitp://efaecalis.mlst.nej/

MLST revealed that those isolates are not relatitd @ach other, nor related with any
VRE strain. Thus,vanA spread appears not to be clonal. MLVA revealedb¢o
inefficient to study isolates from different enviroents.

Molecular typing revealed the existence of dairgldates related to hospital
isolates. Using @ppression @btractive_Hbridization (SSH), differences between the
genomes of an hospital isolate and a dairy isoleg¢ee searched. Of the analysed clones
(10%) only two differences were found. From the aérng analyzed sequences, it is
important to highlight the detection of a gene lo¢ pPCF10 plasmid, an homologue
sequence to the genome of the OG1-RF strain arfw@ologue sequence to a region
of the S. aureusgenome, which demonstrates the great plasticityhefE. faecalis

genome.

Key-words: E. faecalis MLST; MLVA; SSH
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Introducéo

GéneroEnterococcus

O nome ‘“entérocoque” foi pela primeira vez intradoz em 1899 por
Thiercelin, de modo a enfatizar a origem intestibaldiplococos Gram-positivos por
ele descobertd® '’ No entanto, no inicio do século XX, o terfBtreptococcu®ra
mais utilizado para designar estas bactérias. E3@,18herman desenvolveu um novo
esquema de classificacdo do gén8teeptococcysdividindo-os em quatro classes:
piogénicos, viridans, lacteos e enterococos, sesgte Ultimo maioritariamente de
origem fecal™ 3 ° "7 S6 o aparecimento de técnicas de hibridacdo d&-DNA e
DNA-rRNA e sequenciagdo do RNA 16s, foi possivestoguir os enterococos dos
streptococos, o que culminou na aceitagédo do Géfmerococcusem 1984% %8 74 77.
8 Até a data sdo conhecidas as seguintes espécistetococosE. aquimarinus, E.
asini, E. avium, E. caccae, Eamelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliiis/E.
flavescens, E. cecorum, E. columbae, E. devri€saljspar, E. durans, E. faecallis, E.
faecium, E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperogidiE. saccharominimus, E.
heemanniensis, E.hirae, E. italicus, E. malodoratds moraviensis, E. mundtii, E.
pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E.imafus, E. ratti, E. saccharolyticus,
E. silesiacus, E. sulfureus, E. termitis, thailandicus, E. villorum/ E. porcinus

(http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.hiacedido a 20 de Agosto de 2008)

O género Enterococcusconsiste em bactérias Gram-positivas, anaerébios
facultativos, que apresentam uma forma ovéide, mpdoleaparecer como pequenas
cadeias, aos pares ou como células ufficas’. Fazem parte da microflora intestinal
humana, mas também foram descritos como fazende gamucosa oral e do extracto
F24

vagina Também se encontram na microflora de outros asjmalimentos



(principalmente em produtos lacteos e carnes), tadanpodendo também ser
encontrados no solo e 4gua, provavelmente coméadswde contaminacdo por fontes
fecais e devido a sua tolerancia natural a condiedeersa® > "> 7" 2E  faeciume

E. faecalissdo as espécies mais comuns em humdaboduransé frequentemente
encontrado em leite e queijos, dos quais também isdlados E. hirae e E.
casseliflavus/E. flavescefs®®

Os enterococos sdo capazes de crescer entre 4BC@& até 6.5% de NaCl
(sendo este um dos melhores parametros para adsotificacdo) e a pH 9.6. Séo
também capazes de resistir a 60°C durante 30 rsffidfo’" &

Algumas espécies sdo pigmentadas, como é o cade. doundtii e do E.
casseliflavus outras apresentam mobilidade, como Eo casseliflavus e o E.
gallinarun®™ "’ Estes organismos ndo possuém citocromos e sd@smtaégativos,
porém existem algumas espécies que produzem umalqusgalaséd’ . Outra das
caracteristicas que os distingue é a capacidadeidiielisarem compostos como a
esculina na presenca de 40% de sais biliares, raligionil-B-naftilamida (PYR) e
leucinaB-naftilamida (LAP), com excepcéo de algumas esp&clé

O seu antigénio, acido teicoico, esta descrito cpertencente ao grupo D dos
streptococos, no modelo de classificagéo de Lagldefi

O seu contelido em G+C varia entre 37 a 45 rifofds’’

Os enterococos sdo organismos fermentativos oestigvido & inexisténcia de
ciclo de Kreb?. Quase todas as estirpes sd@o homofermentativasjisehaja producéo
de gas. A fermentacéo da glucose resulta na prodigacido L-laticd.

Os enterococos sao quimioorganotroéficos, e o sewlexo nutricional requer

um meio contendo peptona ou produtos semeltfdntes



A sua capacidade de crescimento em condigbes adveesmite a sua distingdo
de outras bactérias, e consequente isolamentadest@escritos como resistentes a
varios antibi6tico%.

Ao contrario de outras bactérias lacteas, os ertteos ndo sdo considerados
GRAS (Generally_ Reconized A Safe), dado que a sua detecgdo em aguas € considerad
um indicador de contaminacéo fé¢af® No entanto, algumas estirpes tém uma accao
benéfica, sendo até considerados indispensavaiglastria queijeira, como culturas de
arranqué* ®

A distribuicdo dos organismos envolvidos em infesgfiosocomiais tem vindo
a alterar-se, tendo-se observado uma alteracadatdérias Gram-negativas para as
Gram-positivas, das quais se destacankmgrococcugjue emergiram como um dos
principais agentes patogéni€dsOs enterococos sdo responsaveis por infeccdes
nosocomiais graves, sendo a terceira causa nos &€W@Aquarta na Europa, sendo
considerados patogénicos emergentes. Mais espawéditte, 0S enterococos sdo a
segunda causa de infec¢Bes urinarias tanto nos EbAo na Europa, e séo
responsaveis de entre 5 a 20% das endocdfdifesaxa de mortalidade de infeccdes
por enterococos ronda os 20 a 38%

Resumem-se a duas as fontes de infec¢do nosoqurni@hterococos: a causada
por enterococos presentes no tracto gastrointéstin@roprio paciente; e a adquirida
por transmissdo no ambiente hospitalar. No entamomaioria dos casos torna-se
dificil perceber em qual dos casos se enquadrasiagagad® > '

A maioria das infec¢gBes é causada Rofaecalise E. faecium representando,
aproximadamente 80 e 20% das infec¢Oes respectitamdlo entanto, ja foram

descritos casos pontuais de infecgbes causada<€.paolurans E. gallinarum E.

casseliflavuse E. raffinosus®. Embora a maioria das infeccdes seja causadaBpor



faecalistem-se observado um crescente aumento de infecaisadas pdE. faecium
espécie & qual esta associado um maior numersigééresia a antibioticds

Até ao momento apenas o genoma de Eoifaecalisforam sequenciados, o
genoma da estirpe V583 e mais recentemente o genoma da estirpe OG1-RB
momento estdo a ser sequenciados os genomas de isotado<E. faecalise também
estA a ser sequenciado o primeiro genoma de umadsoE. faecium

(http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/microbial/miuial-index.xspacedido a 20 de

Agosto de 2008). O interesse pela espEciéaecalissurgiu pelo facto de esta possuir
varios plasmideos, podendo alguns desses sereraasf por conjugacdo a outras
bactérias. Foi enkt. faecalisque se descobriram dois novos sistemas genétinos e
Enterococcusos transposdes conjugativos e plasmideos quendsm a feromonas
sexuai§® * A existéncia de plasmideos conjugativos ndo séEenfaecalis mas
também emE. faecium levou a que estas espécies fossem consideradas co

reservatérios de plasmideos para outros géneroaatérias” °" 1%

Importancia da resisténcia a antibioticos em enter@cos

Nos ultimos anos uma grande atencédo tem sido dasl@rterococos, ndo sé
pelo aumento de doencas nosocomiais por eles @sjgads também pelo aumento do
ndmero de antibidticos aos quais sdo resistentstes Elois factores reforcam-se
mutuamente, visto que a resisténcia permite quesnierococos sobrevivam num
ambiente em que os antibidticos séo fortementizadibs. Por outro lado, o ambiente
hospitalar contém antibiéticos que eliminam baagsusceptiveis, contribuindo assim
para uma vantagem selectiva dos organismos resisteprovidenciando também a

disseminacao destes agentes pelo meio hospitafar



A resisténcia a antibidticos pode ser dividida amsdclasses: a intrinseca e a
adquiridd” ** " Algumas bactérias sdo intrinsecamente resistentstibiéticos, ou
porque ndo possuem o local alvo para o antibiaiggporque este ndo € capaz de
atravessar a parede celular, de modo a chegarcabdlvo. A resisténcia adquirida é
normalmente dependente de transposdes ou plasmeEndo também ser resultado
de mutacées pontudfs™ Os enterococos apresentam resisténcias perteaceambas

as classes, como referido no Quadro 1.

Quadro 1: Resisténcias, intrinseca e adquirida, a antimianas emEnterococcus(Adaptado de Top et
al, 2008

Resisténcia Intrinseca Resisténcia Adquirida
B-lactamicos Ampicilina (altos niveis)
Penicilinas (baixo nivel) Aminoglicosideos (altdseis)
Carbapenems (niveis intermédios) Macrolitos
Cefalosporinas (altos niveis) Cloramfenicol

Aminoglicosideos (niveis baixos ou

Tetraciclina
intermédios)
Lincosamidas Quinolonas
Streptogramina A Oxazolidinonas
Glicopéptidos (baixos niveis) Glicopéptidos (aklhdeeis)

O facto de os enterococos possuirem resisténciasata a muitos dos agentes
antimicrobianos mais comuns, pode constituir untdagem comulativa de adquirirem
genes de alta resisténcia aos mesgfnos

Também de grande relevancia é o habitat destesisngas, ou seja, o tracto

gastrointestinal, uma vez que estes estdo em ¢onta&o sé com bactérias Gram-



positivas, mas também Gram-negativas, podendo henea de material genético, que

codifica para genes que conferem resisténcia mntibiano$®.

Resisténcia a vancomicina

Os glicopéptidos, como por exemplo a vancomicingufia 1) e a teicoplanina,
sdo usados no tratamento de doencgas causadascpendsaGram-positivas, em casos
de resisténcia ou alergigddactamicos*

Em 1954 a vancomicina foi isolada da bactéhmycolaptosis orientaljs
enquanto que a teicoplanina foi introduzida em 198%

Os glicopéptidos sdo moléculas grandes, rigidasideoftibicas, que s&o
constituidos por uma estrutura de sete péptidasgaais se ligam cinco a sete anéis
aromaticos e diferentes glicidbs*

Devido ao seu tamanho, os glicopéptidos ndo coesegquenetrar na parede
celular das bactérias Gram-positivas. Esta é compgsrincipalmente por
peptidoglicano que € constituido por cadeias pptigeeas de residuos alternados de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) e &cido N-acetiimurami®durNAc) que se encontram
ligadas entre si por um pentapeptido de L-alanirgit@amato-L-lisina-D-alanina-D-
alanina. S&o estas ligacdes cruzadas que vao itaijietez e estabilidade a célfia’™
94.

Durante a sintese da parede bacteriana ocorrensgli@silacdo, ou seja a
ligacdo GIcNAc-MurNAc originando as cadeias polissédeas; e ocorre a ligagdo do
pentapéptido, pela accdo de transpeptidases, pssmdova formacéo das ligagbes
cruzadas entre as cadeias de polissacaridos. ©gpéfitidos interagem com o C-
terminal do residuo de percursores de peptidoglidalanil-D-alanina (D-ala-D-ala)

da subunidade N-acetil-muramil-pentapéptido da gemelular, e a formacdo destes



complexos bloqueia a transpeptidacdo, impedindmassncorporacéo dos percursores
na parede celular, resultando numa formacao anadmadarede, levando a morte da
célulg® > %

Os organismos Gram-negativos sao intrinsecamensgistentes a estes

antibidticos, devido a impermeabilidade da paredelar exteriot*.

Figura 1: Estrutura quimica da Vancomicinattp://www.molcan.com/vancomycin.htacedido a 19 de
Fevereiro de 2008).

A teicoplanina € um substituto menos téxico da wamcina, sendo
maioritariamente utilizada no tratamento de infesgGnoderadas ou severas, causadas
por organismos Gram-positivos. O nimero de orgamssmsistentes a este antibidtico é

baixo, sendo alguns exemplosRediococcu® algund.actobacilus™



Enterococos resistentes a Vancomicina (VRE - Vancowin-resistant
enterococci)

Durante 20 anos, a vancomicina néo foi usada enicinactlinica, dada a sua
nefro-toxicidade e também pela introdugéo fdactamico&’. Contudo, a deteccéo de
MRSA (Metecilin ResistantStaphylococcus @reug em 1961 levou a um aumento do
uso de vancomicidd Em meados dos anos 80, a utilizagédo da vanccmnaimentou
grandemente devido a introducdo de uma forma padéi e menos toxica deste
antibiético na Europa e EUA, resultando num aumehtasco do uso deste
antibiéticd®® Em 1986, em Franca, surgiu o primeiro caso ddstéemia a
vancomicina, néo erftaphylococcysmas sim enEnterococcus.

A origem dos genes de resisténcia a vancomicinandaadesconhecida,
supondo-se que sejam originarios da espécie pnaddim antibidtico. Em relacdo ao
aparecimento de enterococos ambientais resistgr@rsa-se ser resultado da utilizacéo
de vancomicina e de outros glicopéptidos, tantdvel rclinico, como agricola (ex.
avoparcina — promotor de crescimento). Nas priragmaidéncias, os surtos de VRE
eram monoclonais e apenas ocorriam em alas ha@spsatie cuidado intensivo ou de
oncologia. Contudo, no presente tém sido detectsultss policlonais de VRE, ndo s6
em areas de cuidados intensivos mas também ens@utas hospitalares. Se os VRE
se tornarem endémicos no Futuro, os programas riteotm de infecc¢des tradicionais,
como por exemplo barreiras de precaucéo e deg&sttio uso de vancomicina, deixam
de ser eficaz&%

O aumento de enterococos resistentes a vancongsbiase a tornar um caso
preocupante para os médicos, dada a ameaca denébtético deixar de ser eficaz no

tratamento de infeccBes causadas por estas baCtéida verdade, as grandes

preocupac¢des em torno da resisténcia a vancongain@nterococos prendem-se com: a



falta de sinergia, quando a vancomicina € combicadaaminoglicésidos; a resisténcia
dos enterococos a muitos dos outros antibidticatsam de se espalhar por bactérias
virulentag®, ja tendo sido comprovada a transferéncia datéesig & vancomicina para

Staphylococcus auret?d

Fenotipos e Gendtipos de resisténcia a vancomicina

O mecanismo de resisténcia a glicopéptidos em aaueos, ocorre por
alteracdo do alvo de ligacdo do antibidtico. E$fieracdo ocorre pela substituicdo dos
percursores de peptidoglicano D-Ala-D-Ala por D-flaLac ou D-Ala-D-Ser. Esta
resisténcia a vancomicina em enterococos podesseciada a sete fend6tipos distintos,
onde o tipo VanL foi o Gltimo a ser desctitoOs fenétipos apresentam-se descritos no

Quadro 2.
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Quadro 2: Fenétipos de resisténcia & vancomicina (adaptadg et al, 20089

VanA VanB VanC VanD VanE VanG VanL
Tipo de . . ; . . . -
o Adquirida Adquirida Intrinseca Adquirida Adquirida Adquirida Adquirida
Resisténcia
CIM
Vancomicina 64-1000 4-1000 2-32 64-128 16 8-16 8
(mglL)
CIM
Teicoplanina 16-512 0.5-1 0.5-1 4-64 0.5 0.5 0.5
(mglL)
) ) Induzida/ Induzida/ ) ) Né&o
Regulagéo Induzida Induzida o o Induzida Induzida ]
Constitutiva Constitutiva determinado
. i . . . . . Nao
Conjugacéo Positiva Positiva Negativa Negativa Negativa Pasiti )
determinado
Residuos
o D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-AlD-Ser D-Ala-D-Ser
Terminais
) Plasmideo/ Plasmideo/
Localizacdo cromossoma cromossoma Cromossoma cromossoma COT#SS
cromossoma cromossoma
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Cada fendtipo é codificado por um operédo espegiistando seis dos operdes

descritos na Figura 2.

VanA
VanB
Vian"
¥ ol
wAl-1  FIRAL o VAT ViR WiliiSe
ol i o B, B
p E'z—“ \.Jl_"' ‘\Hr—" T T BT,
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yaiii g o4 o4 S0 4 4
oy ey S _x,gr/ e
varE vanXxys vanf: vanRs vans=
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¥ an

Figura 2: Os operfes que conferem resisténcia a vancomijéinescritos em enterococos. Cada operédo
mostra 0s genes associados com cada tipo de nesdstéujos mecanismos se encontram descritos no
texto; As tonalidades de cinzento claro e escuoorespondem a genes com fungBes semelhantes.
(adaptado de Pootoolal et al, 28%)2

O fendtipo VanA é caracterizado pela resisténdaiida a niveis altos tanto de
Vancomicina como de Teicoplanifia® A resisténcia é codificada por nove genes, que
se encontram num elemento genético mével, cujo lnade transposéo T®46 Este
possui a habilidade de se auto-transferir, podetadnbém ser transferivel por
conjugacdd ° O Trl546 tem aproximadamente 11Kb, pode ser encontrado no
cromossoma ou em plasmideos. Os 9 genes codifieaen nove polipepetidos, que

interagem de modo a conferirem a resisténcia amgiotidod Os dois primeiros,
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ORF1 e ORF2 (nado representados na Figura) quecsatesim a montante dos restantes
elementos, tém a funcdo de transposicdo; o VanRuegyVregulam a expressdo dos
restantes genes. O VanH, o VanA e o VanX, confaesisténcia, levando a formacéao
de percursores de peptidoglicano D-Ala-D-Lac (DréB-Lactato), em vez dos
percursores normais D-Ala-D-Ala. Os ultimos doisaf¥ e VanZ) s&o proteinas
acessoérias que inibem a via normal da sinteseptilpglicand’ >* A via de resisténcia
€ desencadeada pela proteina sensora VanS e mdnarreguladora VanR, na
presenca de glicopéptidos no meio. O VanH, umaldegtnase, reduz o piruvato a D-
lactato. A ligase VanA sintetiza o percursor D-Bld-ac. A VanX, DD-dipeptidase
hidroliza o dipeptido D-Ala-D-Ala, produzido a partlo cromossoma enddgeno. Os
residuos D-Ala produzidos sao hidrolisados peladairoxipeptidase VanY. A VanZ
confere resisténcia a altos niveis de teicoplarat@vés de mecanismos ainda

desconhecidda

Disseminagédo Global

Enquanto nos EUA a prevaléncia de VRE acontece @spitiais, na Europa a
realidade € bem diferente. Pensa-se que a situdg8oEUA tenha resultado da
administragdo de uma grande quantidade de glicojeSpa nivel hospitalar, no entanto
esta é uma tendéncia que comeca a altefaria Europa tém sido isolados VRE n&o
s6 em ambientes hospitalares, como também em dldisi ndo hospitalizados, em
animais e também em produtos alimentares. Na Eupde foi isolado o primeiro
VRE, a prevaléncia a nivel hospitalar, quando refedla com os EUA, mantém-se
num nivel mais baixo,

O facto de na Europa se observar um elevado nudwrigolados VRE néo

associados a ambientes hospitalares e em diferaant@sientes levanta véarias
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preocupag¢des, sendo uma das maiores o isolameMBE&mM animais de quintas. Em
paises onde se utilizaram antibiéticos, como a @wipa, analogos a vancomicina,
como promotores de crescimetitd?’ tém sido apresentadas evidéncias da possivel
transmissdo de VRE de animais para humahd¥'*°* 1*":122 g facto de se considerar
a hipotese de transmissdo entre animais e humenasta a questdo da necessidade de
monitorizar os animais de companhia, podendo estesima via de transmissdo de
resisténcia aos human®s*’. Outro problema relacionado com animais de quijréta®
0s produtos obtidos desses animais, como leitdjogae até mesmo carne, se serao
uma possivel via de transmissdo a humahdd Bateset al (1994} detectaram pela
primeira vez isolados VRE em alimentos, tendo no estudo sugerido que os VRE
podiam contaminar humanos através da cadeia abmeBertrandet al (2000) *2°
demonstraram, recorrendo a técnica de PFGE, gled@soalimentares apresentavam
perfis comuns aos isolados de humanos, levando umss vez a suspeitar que 0s
isolados alimentares podem servir de reservatotiogia de transmissao da resisténcia
a vancomicina. Mais recentemente Biavastal (2007) estudaram a relagdo entre
isoladosE. faecium vanAle diferentes ambientes, e os resultados encostsagierem
gue os isolados alimentares, nomeadamente de cpouerdo ter um papel na
transmissao desta resistéritia

Outra via de disseminacgéo Haterococcugjue levanta grandes preocupacdes, €
através da agdaVarios estudos tém demonstrado que um elevademude VRE esti
presente em aguas de esgotos hospitalares e ddommats que posteriormente sdo
misturados com esgotos municipais em estacoes@enentd® "> 8 Os tratamentos a
gue os esgotos sdo submetidos reduzem a cargarid@@iemas ndo a eliminam
totalmente, o que pode resultar numa disseminagésothdos multiresistentes ndo sé

,d(), 71,8

através de aguas para consumo, mas tambem ateavies le oceands.
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Em Portugal alguns estudos tém sido efectuados pmprmitem relatar a

disseminacéo de enterococos, bem como os gend#gaessistencia e viruléncia, em

, 83,92, 93

§% 838598 na comunidad . em anima

%’3, 83, 84, 91-93, 96 é() 71, 81, 83
)

hospitai agua
e alimento$® ® A incidéncia de VRE em ambiente hospitalar aumewerca de 41%

desde 2001, especialmente Emfaecium(http://www.rivm.nl/earssacedido em 20 de

Agosto de 2008). Embora a maior prevaléncia ocema hospitais, tém surgido
publicagbes que referem o isolamento de VRE emaisgiht e agua¥’ ™ 8! Uma das
situacdes descritas por Ribeied al (2007), é a existéncia de estirpes, que embora
apresentem o genenAque confere resisténcia sdo susceptiveis a vaoc@niendo
sido isoladas de individuos hospitalizados, aniraa@mentos. Estes isolados apesar de
s6 conterem parte do open&@nA possuiam uma resisténcia intermédia a vancomicina
os quais foram denominados de VACISEnA-carrying intermediate andusceptible
Enterococcuy®. Este estudo demonstrou a importancia de se efeatpesquisa dos
genes que conferem resisténcia, ndo s6é em VREt{amdsm em estirpes susceptiveis,
assim como a importancia de estudos que permitanotmidzar a disseminagdo dos

isolados, e deste modo estabelecer uma relac@isolados VRE, VSE e VACISE.
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Objectivos

Este trabalho teve como objectivos principais:
Estudo da disseminacao de isolados VACISEf deatites ambientes através de
métodos de tipagem molecular como MLVA e MLST, emceste ultimo
relaciona-los com estirpes VRE inseridas na base dados

http://efaecalis.mlist.net/

Por comparacdo gendémica com recurso ao método &&krminar diferencas
entre um isolado alimentar e um isolado hospitacionados por métodos de

tipagem molecular.
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Capitulo 1: Descricédo dos isolados

1.1 Introdugéo ao presente estudo
1.2 Origem

1.3 Crescimento
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Capitulo 1: Descrigéo dos isolados

1.1 Introdugéo ao presente estudo

Ribeiro et al (2007§° efectuou um estudo com enterococos de diferentes
ambientes (clinico humano, clinico veterinario nahtar), no qual se englobavam os
17 isolados utilizados no presente estudo) tendwaubjectivo principal a avaliacédo do
risco real que 0s enterococos alimentares constitt@mo potenciais reservatérios e
veiculos da transmiss&o de resisténcia & vancaiichesse estudo os varios isolados
foram tipados por PFGE, o método considerado cogatd“standard” na tipagem de
enterococos, que consiste na macro restricdo do Dot#, seguido de separacdo
electroforetica dos fragmentos. De acordo com aseb@ncas nos perfis de bandas
obtidos sd@o reconhecidos como geneticamente rakdds ou ndo. No estudo de
Ribeiro et al os isolados foram agrupados, recorrendo ao satBanumerics, com
base nos respectivos perfis de PFGE. Aplicandoi@sios de Tenover (isolados com 6
ou menos bandas de diferenga séo relacionados enaiside sete bandas de diferenca
nado séo relacionadd$) considerou-se que um indice de semelhanca igustiperior a
94% era indicativo da relacdo genética entre dadss. Para todos os isolados foram
pesquisadas as resisténcias a 30 antibidticosdds &s classes e mecanismos de acg¢éo,
e foi determinada adhcentracaoniibitéria Minima (CIM) pelo método de E-test para
0s antibidticos teicoplanina e vancomicina. Tambfan efectuada uma pesquisa
genotipica de resisténcia a vancomicina, em qupesguisou a presenca dos genes
vanAe vanB No caso dos isolados em que se detectou estes,gambém foram
pesquisados 0s restantes genes do opendd Foram também pesquisados genes que
conferem resisténcia a gentamiciaadq(6’)-aph(2”), aph(2”)-1b, aph(2”)-Ic, aph(2)-

Id)) e a eritromicinagrmB).
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Neste estudo verificou-se que um grande numero sbdados, mesmo
apresentando susceptibilidade a vancomicina, ameese o genezanA sendo que a
maioria pertencia a espécke faecalis passando a ser denominados de VACISEf
(vanA-carrying ntermediate ang,lsceptiblegnterococcus_,afecalis)%.

Perante estes resultados, uma das questdes quaosa €é: qual a relagcédo
genética, se é que ela existe, entre os isoladd3IS®f e os isolados VRE e VSE, a
uma escala global?

No sentido de responder a esta questdo, escollserdiii-isolados VACISES,
cujas caracteristicas estdo descritas no Quadediaram-se com recurso as técnicas
de MLVA (Multi-locus \ariable-Number Tandem Repeamnalysis) e de MLST
(MultiLocus_®quence ¥ping), comparando os resultados com os ja obpdo$ FGE,
uma vez que os do método MLST permitem uma com@argtobal dos isolados
(Mundial). Tendo-se encontrado isolados alimentaeslinicos relacionados, para
determinar diferencas a nivel de genoma entre elfissisolados relacionados e de

ambientes distintos, recorreu-se a técnica de SSHpp(ession _Gbtractive

Hybridization).
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Quadro 3: Origens e caracteristicas dos isolados em estudo.

Genes de resisténcia  MIC (pg/ml)
Isolado Origem Fenotipo de Resisténcia Oper&o van® PFGE
a antibiéticos TG v
QA46 Queijo CN, K, DA, MY, E, SP, CT, PB, RD, MET, CRO, B ermB 6 0,25 vanA, vanY A
LCB80 Leite CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY, E, SP, CT, PB, CIP, N&xT, RD, MET, CRO, B aph(2")-Ic, ermB 3 0,25 vanH , vanA B
QCB1 Queijo CN, K, NET, TE, Oxt, Cl, DA, MY, SP, CT, PB, CIPflOEnr, SxT, RD, AML, AMP, P, MET, PRL, IMP, CFERO, B - 4 1 vanA C
QCB4 Queijo CN, K, NET, TE, DA, MY, SP, CT, PB, MET, CFP, CRB, ermB 3 0,25 vanH , vanA C
QCB15 Queijo CN, K, NET, TE, Oxt, Cl, DA, MY, E, SP, CT, PB, RDIET, B ermB 3 0,38 vanH , vanA D
HSM3143a Humano CN, K, DA, MY, CT, PB, RD, MET,CFP, CRO, B - 2 0,38 vanR, vanH, vanA F
HSM3720 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY E, SP, CT, PB, CIP, RI®, MET, CRO, B ermB, aph(2")-Ic 6 0,5 vanR, vanH, vanA D
HSM3840 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, SxT, B ermB 4 0,25 vanA d
HSM4182 Humano CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, RD, METFP, CRO, B ermB 6 0,5 vanR, vanS, vanH, vanA, vanY D
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11270 Humano CN, K, DA, MY, CT, PB, Ofl, MET, CFP, CRO, B - 4 0,38 vanA, vanH

Humano, Infecgéo
uU1740 CN, K, TE, Oxt, Cl, DA, MY,E, SP, CT, PB, MET, CR®, ermB 4 25 vanR, vanS, vanH, vanA, vanY

Urinaria
Humano, Infecgéo
U610 CN, TE, Oxt, DA, MY, CT, PB, RD, MET, B - 4 0,25 vanA
Urinaria
Humano, Infecgéo
U153 CN, K, DA, MY, CT, PB, MET, CFP, CRO, B - 4 0,38 vanA
Urinaria
Animal, Infec¢é@o

V82 CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY, E, SP, CT, PB, RD, AMAMP, P, MET, PRL, IMP, CFP, CRO, Nf, B aac(6")aph(2") 3 15 vanA
Urinaria

85R Animal, Otite Externa  CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY,E, SP, CT, PB, CIP, N@®fl, Enr, SxT, RD, AML, AMP, P, MET, PRL, IMP, GF, CRO, Nf, B aac(6"aph(2") 2 15 vanA

Animal, Infeccéo
344 CN, K, NET, TE, Oxt, DA, MY E, SP, CT, PB, CIP, N@fl, Enr, RD, AML, AMP, P, MET, PRL, IMP, CFP, @R Nf, B ermB, aac(6')aph(2") 2 3 vanH , vanA
Urinaria
Humano, Infecgéo
MM172 CN, K, NET, TE, OT, DA, CT, PB, RD, MET, CFP, CRRY, B, VA ermB 12 0.75 -
vaginal

3FA-Acido Fusidico; AML- Amoxicilina; AMP-Ampicilina B-Bacitracina; CFP-Cefoperazona; CRO-Ceftriazai®-Ciprofloxaxina; DA-Clindamicina; Cl-Cloranfesdl; CT-Colistina; ENO-Enrofloxacina; E-Eritromiein SP-Espiramicina; CN-
Gentamicina; IPM-Imipeneme; K-Kanamicina; MY-Lincaima; MET-Meticilina; NET-Neticilina; F-Nitrofuratoina; NOR-Norfloxacina; OFX-Ofloxacina; Oxt-Oxitaticlina; P-Penicilina G; PRL-Piperacilina; PB-Pukina B; RD-
Rifampicina; SxT-Sulfametaxanol/Trimetoprim; TE-fegticlina; VA-Vancomicina; TC- Teicoplanina

"Genes que compdem o oper@mA que confere resisténcia a Vancomicina

O geneermBcodifica para uma adenina dimetilase de RNAssbeal que confere resisténcia a eritromicina;ne gph(2")-Iccodifica para uma fosforilase que confere uminivédio de resitencia & gentamicina; o geae(6')aph(2")codifica
para uma enzima bifuncional que confere um nivekdistencia alto & gentamicfiia

IN&o se consegiu obter o perfil de PFGE para sstado.

(-) N&o se obeteve amplificagdo
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1.2 Origem

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadasdlados identificados como
Enterococcus faecalis pertencentes a colec¢cdo de culturas do Labovatde
Microbiologia do IBET (hstituto de_Bologia Experimental e €cnoldgica), que cujas
caracteristicas relevantes se encontram descriaQuadro 3. Desses, cinco foram
isolados de queijo e leite provenientes de reg@@suguesas de dhominacédo de
Origem Rotegida (D.O.P.) (decreto-lei n°146/$4nomeadamente Azeitdo e Castelo
Branco, identificados por Alvest al (2004). Sete dos isolados sdo de origem hospitalar
e trés de origem animal, nomeadamente de infeagi@nas, tendo sido identificados
pelo método VITEK. Um dultimo isolado € de origemmumitaria identificado pelo

método descrito por Depardietial (2004¥*.

1.3 Crescimento

Os in6culos em meio liquido foram obtidos transigoi uma ansa da cultura a -
20°C, correspondente a um volume de 10 pl, pamastabntendo 5 ml de meio BHI
(Brain Heart hfusion) (Oxoid, Inglaterra), que foram incubado87C durante 24

horas.
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Capitulo 2: Tipagem Molecular

2.1 Introducéo

2.2 Metodologia
2.2.1 Extraccdo de DNA total
2.2.2PCR (Polymerase_(hain Reaction)

2.3 Resultados e discusséao

Parte deste trabalho foi apresentado, na forma deomunicagdo oral, no “20th
International ICFMH symposium - FoodMicro 2006 — Fmf safety and food

biotechnology: diversity and global impact” em Bolmha, Itélia
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Capitulo 2: Tipagem Molecular

2.1 Introducéo

A epidemiologia molecular € cada vez mais uma fieerga importante em
microbiologia. E uma disciplina que estuda a dissagdio de agentes patogénicos,
permitindo a diferenciagdo de estirpes, sendo @mdgr importancia em caso de
surto§’. A nivel global, permite acompanhar a evolucdoghética dos agentes
patogénicos, e deste modo a criacdo de mecanisnmmsntbate a estes organisnids

A tipagem molecular é essencial em epidemiologieoutar, pelo que sao cada
vez criados métodos com uma eficacia, cada vezrmraicomparacao de estirffes™

O PFGE é considerado como padrdo entre os métaddpatjem molecular,
dado que ndo sO permite a comparagdo de estirpe®m) também a identificacdo de
clones entre as mesmas. Baseia-se na macrorestoggenoma, obtendo-se uma série
de fragmentos de diferentes tamanhos, que s&o Sdepgeitos a separagéo
electroforetic’® O perfil de bandas obtido é comparado, e atraeésiumero de
bandas de diferenca, pode estabelecer-se se gegsdho a mesma (clone), se séo
relacionadas ou nado relacionadasNo entanto, este método tem desvantagens,
nomeadamente o facto de ser moroso e a compadididdos resultados entre
laboratérios nem sempre ser satisfaforia

Um dos alvos para a criagdo de novos métodos dgetip molecular sdo os
denominados genes “housekeeping”, uma vez que sngsres a acumulacdo de
variagfes (mutagdes) € lenta. A primeira vez qtesegenes foram utilizados de modo
a determinar a variagdo das espécies, foi no méthdi ocus_Eizyme_Hectrophoresis
(MLEE). Este método baseia-se na mobilidade elf&tica de proteinas essenciais

para o crescimento e viabilidade da céfuild® '*> Com esta técnica obtinham-se
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resultados fidedignos em caso de surtos, no entaédtm eram suficientemente
discriminativos a nivel de estudos populaciona@peesentavam pouca informag4o
Baseando-se nos mesmo principios que o MLEE, surgitnovo método, MtiL ocus
Sequence yping (MLST), onde a diferenga entre espécies @&bestcida com base na
sequenciacdo de fragmentos internos de genes ‘kempEag”, e ndo por separagdo
electroforeticd® '3

O MLST foi proposto em 1998 como método do qualiltemn dados exactos e
comparaveis, que seria apropriado para a invegiigapidemiologica e que daria uma
boa ideia da distribuicdo populacional dos organsenda sua evolucdoBaseia-se na
sequéncia de fragmentos internos (450-500pb) desgdrousekeeping”’, normalmente
um conjunto de sete geri®s'® Uma das especificacbes na escolha destes genes,
prende-se com o facto de estes se encontrem dispeosgenoma, equidistantes entre
si, de modo a que as alteragdes obtidas sejanseepativas de todo o genotfid® O
tamanho dos fragmentos é escolhido de modo a sbtemma boa sequenciacdo em
ambas as cadeias de DNA, utilizando apenas um @arichers Na maioria das
bactérias este tamanho de fragmentos é suficiearte g observarem variagbes que
levem a identificacdo de alelos diferentes dengauha populagé& Em cada gene,
para cada sequéncia diferente é atribuido um aelo,conjunto dos setes alelos é
denominado de perfil alélico, que define a Sequehgee (ST) especifica de cada
isoladd® %% 115 Este método nao discrimina as diferencas queramopor mutacées
pontuais ou por processos de recombin¥c#mn epidemiologia molecular este método
€ muito atractivo visto identificar grupos de istila que apresentem pelo menos seis
dos setes alelos em comum, e que s&o denominadosnidexos clonais (CE&) 1% 113
Este método também da uma previsdo de qual a $fadona de cada complexo clonal,

sendo esta a que diferir de um maior numero de®@&T’s em apenas um af€ld® A
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acumulacgéo de alteragfes nucleotidicas nos geoesékeeping” € relativamente lenta,
levando a que o perfil alélico de uma estirpe sejicientemente estavel durante o
tempo para que este método seja ideal na epidegiziaimolecula?o.

Em 2002, Homaret af®, desenvolveram o esquema de MLST gardaecium
Desde entdo, estudos efectuados mostraram queolaslas de certos ambientes se
encontram inseridos em complexos clonais espesjficomo é o caso dos isolados
associados a infecgbes nososcomiais, que fazene partCC17, que tem como
fundadora a STE7?! 26 4859 3gte complexo clonal é caracterizado por isolados
resisténcia a ampicilina e ciprofloxacina, presedeafactores de viruléncia, como a
proteina de superficie (Esp) e hialuronidase (Hil)maioria dos isolados também
possue uma ilha de patogenicidade (BAfy % °* 3 0Os varios estudos efectuados
mostram uma larga disseminacdo deste complexo Itiowsl anos, e que reflecte um
aumento de infecgBes nosocomiais causadasEpdiaecium comparativamente as
causadas poE. faecali$'® No presente, a base de dados faréaeciumconta com

1357 isolados inseridos e 439 ST's encontradtp:{/efaecium.mist.netcedido a 20

de Agosto de 2008).

Em 2005, Nallapareddgt af® desenvolveram um primeiro esquema de MLST
paraE. faecalisque, apesar de ser muito discriminatério, englabaswe genes. Em
2006 foi aceite outro esquema p&afaecalis proposto por Ruiz-Garbajosa af®,
Este esquema engloba apenas sete genes, que sganceparados por uma distancia
minima de 137kb (Figura 3):gdh que codifica paraglucose-6-phosphate
dehydrogenasegyd, que codifica paralyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase
pstS,que codifica parphosphate ATP binding cassette transportgd, que codifica

paraglucokinasearoE, que codifica parahikimate 5-dehydrogengsept, que codifica
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para xanthine phosphoribosyltransferaseyigL, que codifica paraacetyl-CoA

acetyltransferase

pstS arok

Figura 3: Posicdo dos genes do esquema de MLSTpadiaecalis no genoma da estirpe V583.

No estudo de Ruiz-Garbajosa al foram englobados 110 isolados, tendo sido
obtidas 55 ST’s. Foram encontrados quatro complekasais: CC10 composto por
isolados de diferentes ambientes; CC21 compostoriteaiamente por isolados de
origem animal; CC2 composto por isolados resistedtevancomicinap-lactamase
positivos e responsaveis por endocardites, pemées@o complexo BVEB(a'-Var*
Endocarditig; e o CC9 composto por isolados Hospitalares peeiges ao complexo
ACB (Argentina-Connecticut-Bf3>® 8% %

No final de 2006, McBridet al’® aplicaram este esquema a 106 isolados obtidos

ao logo de um periodo de 100 anos. Obtiveram 5% 8iférentes, maioritariamente
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pertencentes a cinco complexos clonais: CC40 quaéleava isolados de diferentes
ambientes; CC21 que neste estudo englobava isotedosigem animal mas também
hospitalares que apresentavam um baixo niumercsiémecias e factores de viruléncia;
CC2, CC8 e CC9 que englobavam isolados hospitaleoes maior numero de
resisténcias e factores de viruléncia.

Em 2007, Kawaleet af®, efectuaram um estudo da disseminacab.daeecalis
em hospitais Polacos, e em 291 isolados obtiveransBs diferentes. Alguns dos
isolados pertenciam aos complexos clonais CC2 e, @&8 um grande numero de
isolados pertenciam ao CC21, a um novo complexo/CE& ST40, o que sugeriu que
fossem endémicos aos Hospitais Polacos.

Estes estudos sugerem que os isolados dos CC2 enGQcorrer dos anos,
possam ter adquirido mecanismos que lhes permitema wmelhor adaptacdo e
consequente disseminagdo no ambiente hospitaldendo resultar numa situacéo
endémica, semelhante ao caso do CC1E.diecium®™ > Por outro lado, mostram
também que isolados de diferentes ambientes perterec ST's relacionadas e séo
agrupados no mesmo complexo clonal, o que mosteadisseminagéo global (no que
respeita a ambientes e localizagdo geograficappiéceeE. faecalis®. Neste momento a
base de dados paEa faecalisengloba 350 isolados, tendo sido jA encontradds 24
ST's. Também j& se encontram descritos véarios flpbra cada um dos genes do
MLST: gdh tem 47 alelosgyd tem 15 alelospstStem 52 alelospki tem 56 alelos;

aroE tem 51 alelosxpt tem 43 alelosyigL tem 52 alelos http://efaecalis.mist.net/

acedido a 20 de Agosto de 2008).
O facto de o PFGE ser um método muito moroso e MéST ser dispendioso,
levou ao desenvolvimento de um outro método qudobagse todos 0s pontos

positivos destas duas técnicas de referéncia. Unpdocipais objectivos na criagédo de
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um novo método, tem sido criar um método de tipagem seja rapido e seguro em
casos de surtos e que, a0 mesmo tempo, reduzapo @emanipulacdo de agentes
altamente patogénictfs** *¢

Durante a andlise de genomas ja sequenciadosyobss que existiam zonas
compostas por repeticbes de pequenas sequéncistas repeticdes variam em
tamanho, localizagéo e complexidade, podendo apajttas numa zona especifica do
genoma, ou dispers&sExiste uma classe de repeticdes, minisatélites, ppdem ser
uma fonte de polimorfismos, geralmente referidosi@d/NTR (Variable_Nimber of
Tandem_Rpeats¥ ®* 11 121 0s VNTR’s consistem na presenca consecutiva de um
sequéncia de DNA, podendo ser encontrados em tw&l@gganismos. A sua funcéo
bioldgica e mecanismo evolutivo ainda néo é totatmeonhecido, no entanto tem uma
variedade de aplicacdes incluindo identificacédestepes e epidemiologia bacteridha

Foi a partir destas repeticdes que surgiu um nogtodo de tipagem, Mti-
locus \ariable-Number Tandem Repeanalysis (MLVA). Este novo método de
tipagem é rapido, reprodutivel e permite a com@araptre laboratérios, e sem recurso
a sequenciaci6 '

O método de tipagem MLVA consiste na amplificacadrdgmentos de DNA,
gue diferem de tamanho dependendo do numero deeséggnrepetidos inseridos no
fragmento amplificado. O tamanho deste fragmenit#® disectamente relacionado com
0 numero de repeti¢cdes. O tamanho dos alelos é eatd/ertido num namero, sendo o
cadigo obtido pelo nimero dos sete alelos difeseatque ird gerar o perfil alélico, que
resultara num MLVA Type (MEf ** ¥ S50 considerados do mesmo MT os isolados
que partilham pelo menos seis dos sete dfelos

Em 2004 surgiram métodos de MLVA para enterococbsp et af'!

desenvolveram esta técnica pardagcium comparando os resultados com a técnica de
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MLST para 392 estirpes. Titze-de-Almeidaaf'® desenvolveram esta técnica p&ta
faecalis comparando-a com a técnica de PFGE. No caso &spede E. faecalis
basearam-se em sete regidespC,que apresenta parte da regido codificante para a
proteina EspespAregido a montante da regido codificante da prat&sg®% aceB
regido codificante para uma adesina membfnefa2 regido codificante para uma

proteina membranagfa5 regido codificante para uma lipad&ty://minisatellites.u-

psud.fr’ASPSamp/base_ms/Interrogation.pbpdido a 8 de Fevereiro de 206&g3e

efa6 que sdo regibes -codificantes para proteinas mearem (R. Willems,
comunicacao pessoal). A aplicacdo deste métodoitperans autores diferenciar 37
MT’s, contra 31 tipos por PFGE, em 83 estirge$aecali$’®. Em ambos os casos, quer
em E. faecium quer emk. faecalis o MLVA mostrou ser semelhante e concordante
com o respectivo método de referéncia, sugeringomague o MLVA é altamente
discriminatério como método de tipagem e tem a ipiiskade de estabelecer uma
relacéo filogenética segdta ***

Neste estudo, recorrendo as técnicas descritasTMLBILVA, e comparando
com os resultados j& obtidos por PFGE, pretendastsdelecer uma relagdo entre os
isolados de diferentes ambientes, esperando detmrngual o papel dos isolados

alimentares na disseminacao da resisténcia a vacioando tipo VanA.

2.2 Metodologia

2.2.1 Extraccdo de DNA total

O DNA total foi extraido pelo método descrito per®r et al (20029°. 6 ml de
cultura com 24h em BHI (Oxoid, Reino Unido) forarantrifugadas a 10000rpm

(Microcentrifuga Sigma 112, rotor nr.12002), dueah® minutos a 4°C; descartou-se o
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sobrenadante e as células foram lavadas em 1 MES&TE 100%, Sacarose 250g/l);
centrifugou-se a suspensdo a 10000rpm, durante idOton a 4°C; descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 308 TES com 5mg/ml de lisozima;
incubou-se a suspensédo a 37°C durante 30 minumspraaram-se 300 pl de Solucdo
salina (150 mM NacCl, 10 mM EDTA pH8) e 20ul de SB®%6 (p/v); misturou-se por
inversdo até se notar transparéncia e adiciondu-gelume de Biofenol (Biosolve,
Holanda) (o Biofenol é composto por uma mistura fdaol/cloroférmio/alcool
isoamilico na proporcdo 25:24:1); vortexou-se a&& fermar uma emulsdo e
centrifugou-se de seguida a 14000rpm (Minicenteftgppendorf 5415D, rotor nr.F45-
24-11) durante 10 minutos a temperatura ambiemssqu-se a fase superior para um
novo tubo e repetiu-se o procedimento anterior digges, com adi¢cdo de Biofenol
(Biosolve, Holanda); passou-se a fase superior paranovo tubo e adicionou-se 1
volume de cloroférmio; vortexou-se até se formarausmulsdo e centrifugou-se
14000rpm durante 5 minutos a temperatura ambignatesferiu-se a fase superior para
um novo tubo a qual se adicionou 1 volume de igmorol; misturou-se por inversdo e
centrifugou-se a 14000rpm durante 10 minutos a éeatpra ambiente; descartou-se o
sobrenadante e lavou-se o pellet em 800 pl de E&ari®%, 14000rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente, removeu-se o satmete e deixou-se o pellet secar a
temperatura ambiente que de seguida se ressuspendel0Oul de agua MilliQ e

conservou-se a -20°C.

2.2.2PCR (Polymerase_(hain Reaction)
As reaccgfes de PCR foram efectuadas num Termooicle8000 Thermocycler

(Biometra, Alemanha). Cada mistura de reaccéo del 50ntinha 250 ng de DNA, 0.5

137.2 g/l de Tritriplex 111, 121.1 g/l Tris base
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UM de cadgrimer, 10 mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1.5 mMMigCI2,
1x Immunobuffer e 0.04 U de Immolase. Todos osertes foram adquiridos a Bioline
(Alemanha), excepto os primers que foram adquirdddBNG-Biotech) (Alemanha).

Dos produtos obtidos foram aplicados 5 pl em gehgrose com brometo de
etidio incorporado (1pg/ml) (Sigma Aldrich, Espanljantamente com 2 pl de azul de
bromofenol, e a electroforese foi efectuada em &mpBE 1 X (0.89M Tris Base,
0.89M Acido bérico, 0.02M EDTA), a 80 V, duranteragmadamente 2 horas. O
marcador utilizado foi 0 1Kb plus DNA ladder (102800 pb) da Invitrogen (Espanha).
Os géis foram fotografados com radiacdo UV comreecao sistema Kodak Digital
ScienceTM (USA).

Para os 17 isolados em estudo, foram amplificades sete genes
correspondentes ao esquema de Mp&ia E. faecalisgdh, gyd, pstS, aroE, gki, xpt e
yigL, cujos primers se encontram descritos no Quadecodprograma de PCR utilizado

encontra-se no Quadro 5.
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Quadro 4: Sequéncia nucleotidica dpsimers usados para amplificar os genes do esquema de MLST

ghd, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, yi§L

Nome L Tamanho do
Gene _ Sequéncia (5'-3") _
Primer amplicon (pb)
dh gdh-1 GGCGCACTAAAAGATATGGT 530
g
gdh-2 CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
g gyd-1 CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 305
i gyd-2 CATTTCGTTGTCATACCAAGC
pstS-1 CGGAACAGGACTTTCGC
pstS 583
pstS-2 ATTTACATCACGTTCTACTTGC
i gki-1 GATTTTGTGGGAATTGGTATGG 438
[
J gki-2 ACCATTAAAGCAAAATGATCGC
arok-1 TGGAAAACTTTACGGAGACAGC
arok 459
arok-2 GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC
. xpt-1 AAAATGATGGCCGTGTATTAGG 456
X
g xpt-2 AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
oL yigL-1 CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG 436
[
Y yigL-2 GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT

a1-forward; 2- reverse

Quadro 5: Programa de PCR Utilizado na amplificagéo dos gépnessquema de MLST

T (°C) Tempo N° ciclos
94 5 min. 1
94 30 seq.
52 30 seq. 30
72 1 min.
72 7 min. 1

Os produtos obtidos foram aplicados num gel de &%aghrose e purificados
com o kit QIAquick PCR purification kit (QuiagenJefanha), sendo depois enviados

para sequenciagdo pela Baseclear (Leiden, HolaRdayequéncias foram analisadas
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utilizando o] programa Multalin h{tp://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html Os alelos e as ST foram identificadas a paatir d

Base de dados MLShitp://efaecalis.mlst.nej/

Para os 17 isolados em estudo, foram também aoxulds as sete regides,
correspondentes ao esquema de ML¥fa2, efa3, efa5, eaf6, aceA, aceB, ace€
primersespecificos para cada gene encontram-se deswiiQsiadro 6 e o programa de

PCR utilizado encontra-se apresentado no Quadro 7.

Quadro 6: Sequéncia nucleotidica dpemersusados para amplificar as regides do esquema dAML

; _ Tamanho de uma
regido Sequencia (53') repeticéo (bp)

f- AAAATGTGGAAATGCCAACAGAA GAAAGTC
aceB 141

r- ATTTAATTTTTGAATTGGTTCACT AAGCAG

f- CAGATGGATCATCTGATGAAGT
espA 252
r- GTAACGTTACTGTTACATCTGC

c f- TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC 246
es
P r- CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG

f- TTCGCTGGTTCTTCAGG
efa2 393
r- CGTTGAGGCAGTAGATATTTTAAC

f- TGTCACGCCATCTAAATTG
efa3 282
r- CACCAGTGGGGTATGTATTAG

f-TTGTTTCGTACCAGTTTGATC
efab 213
r- GTTAAATGGCAGCTCGC

f- AGTACCAAGGACCGTGC
efab 270
r- ATTTAGATGCTCGTTTTGTAGG
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Quadro 7: Programa de PCR utilizado para a amplificacdogtoges correspondentes ao esquema de

MLVA
T (°C) Tempo N° ciclos

94 4 min. 1

94 30 seq.

70¢° 1 min. 15
72 1 min.

94 30 seq.

55 1 min. 15

72 1 min.

#Por cada ciclo a temperatura de annealing dectesagau, sendo Tinicial=70°C e a Tfinal=55°C

Os produtos obtidos foram aplicados num gel de IJB%garose, sendo depois

analisados os resultados com recurso ao progrardakkiD software (v.3.6.1) (USA),

de modo a determinar o tamanho dos fragmentosasbtid

2.3 Resultados e discusséao

Com este estudo pretendia-se estabelecer umaceta¢® isolados VACISEf

de diferentes ambientes através de métodos deetipagolecular, querendo também

ver qual a relagéo destes isolados com estirpeseARE existentes em base de dados.

Os 17 isolados em estudo foram tipados por MLShdeeos perfis alélicos

inseridos na base de dados, de modo a determin&Ta&s correspondentes. Os

resultados obtidos estédo descritos no Quadro 8.
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Quadro 8: Perfil alélico, e correspondente ST, obtido padacisolado em estudo; Origem e situagdo

geogréfica dos isolados encontrados na base de gad® asrespectivas ST's deste estudo.

MLST Base Dados
Isolado PReE Perfil Alelico ST Paises Origem
(gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, yigL)
QCB1 1-7-9-1-1-1-1 ST 21 Polbnia Hospitalar
oCB4 C 17.01.1.1.1 ST 21 Espanha Animal. e Hospitalar
Holanda Alimentar
11270 J 1-7-10-1-1-10-1 ST 22 Espanha Hospitalar
Holanda
U153 G 7-1-11-1-10-2-1 ST 30 Espanha Hospitalar
Polbnia
85R M 18-1-24-24-20-17-15 ST 53 Espanha Hospitalar
QCB15 3-7-23-1-9-16-7 ST 55
HSM3720 b 3-7-23-1-9-16-7 ST 55 ESpanlha Hospitalar
HSM4182 3-7-23-1-9-16-7 ST 55 Polonia
MM172 3-7-23-1-9-16-7 ST 55
LCB80 B 4-7-11-1-23*-16-2 ST 74 Polonia Hospitalar
QA46 A 4-7-11-1-23*-12-2 ST73
HSM3143a F 25*-2-15-9-23*-18*-6 ST 75
HSM3840 - 22*-6-7-26*-22*-4-4 ST 76
Ul1740 I 14-7-11-1-9-9-18* ST 77
U610 K 13-1-5-14-10-9-5 ST 78
V82 H 23*-6-7-25*-24*-2-17* ST 79
344 E 24*-11*-24-24-20-17-15 ST 80

*Novos alelos submetidos para a base de dados

Com este estudo foram submetidos para a base as dagos alelos: para o

genegdh quatro novos alelos; para o gegyd um novo alelo; para o gemgki dois

novos alelos; para o geneoE trés novos alelos; para o gexqg um novo alelo; para o

geneyigL dois novos alelos.
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Em 17 isolados obtiveram-se 13 ST’s distintas, seque 10 correspondem a
isolados unicos. Os resultados sdo concordantesosgin obtidos por PFGE. A ST21
(PFGE tipo C) engloba dois isolados lacteos, quePpaE se verificou serem clones,
provenientes da mesma queijaria, e tendo sidodseslaao mesmo ano. Como se
observa no Quadro 2 (Capitulo 1), estes isoladossaptam fendtipos de resisténcia
diferentes, sendo para o isolado QCB1 que se absesisténcia a um maior numero de
antibioticos, nomeadamente algutactamicos e quinolonas. No isolado QCB4 foi
detectada a presenca do gemmB que esta envolvido na resisténcia a eritromicina.
Nenhum destes isolados apresenta o opgdAcompleto, apenas tendo sido detectada
a presenca do gem@anA e no caso do isolado QCB4 também o geareH Tem sido
demonstrado que clones especificos podem adoesisténcia a diferentes antibidticos
e factores de viruléendia Foi provavelmente o que aconteceu neste casogeo/em
demonstrar a importancia de realizar estudos epidégicos de modo a monotorizar a
disseminacdo de clones multiresistentes. A ST5%obag} isolados, pertencentes ao
PFGE tipo D: dois isolados sdo de origem hospitalar alimentar; e um de origem
comunitéria. Estes isolados apresentam fenotiposesisténcia semelhantes e todos
apresentam o geremB tendo sido também detectado o gapk(2”)-Ic para o isolado
HSM3720. Os quatro isolados apresentam uma cagétitulo operd@anA diferente,
que esta ausente no isolado MM172, e o isolado HBRI4presenta quase todo o
operéo, excepto o genanX Por PFGE verificou-se que os isolados HSM4182 e
MM172 sdo clones, isolados na mesma area geogréfithora o primeiro tendo sido
isolado em 1999, e 0 segundo seis anos mais tarde.

De modo a determinar a variedade de origens dtadis® pertencentes as ST's
encontradas neste estudo, recorreu-se a base oe #a8T21 apresentava 17 isolados

de origem humana, um isolado de porco e um isadadeite; A ST22 apresentava dois
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isolados de origem humana; A ST30 apresentavdadlis® de origem humana; A ST53
apresentava um isolado de origem humana; A ST5&saptava 4 isolados de origem
humana; a ST74 apresentava um isolado de origenarminpara as restantes ST's
ainda ndo se encontravam inseridos isolados.

De modo a determinar a relagdo entre as ST's ahtrdaorreu-se ao programa

eBURST fttp://efaecalis.mist.net/eburdt/um algoritmo que permite identificar grupos
de ST’s relacionadas, que partilham o mesmo fund@io), mostrando também como
estes surgiram e como se diferenciaram, por reEesE num diagrama. Aplicando ao
contexto do MLST, inicialmente os membros de ummexo clonal sdo iguais (mesma
ST), mas com o decorrer do tempo ocorrem alterapfes dos sete genesiri§le
Locus \ariants — SLV), outros fendmenos levam a que ouvoratteracdes em dois
genes (Dble Locus \ariants — DLV), resultando numa populagédo bactarigone
consiste em complexos clonais que quando relatinEmeecentes, podem ser
identificados por métodos como o MLBT% Neste estudo, e tendo em conta a analise
do diagrama eBURST, foram considerados como coropleionais, apenas aqueles
cuja ST fundadora € SLV de pelo menos 3 ST’s daginA relacdo entre as ST's
tambem foi obtida através do coeficiente Categbdoasoftware Bionumerics (versao
5.0 MLST plug-in versao 1.9) resultanto numa MSTin{khal Spannig_Tee). A MST
representa um possivel processo evolutivo ondeessppde que alelos idénticos em
gendtipos diferentes descendem de um mesmo andestste diagrama esta

representado na Figura 4.
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Figura 4: Diagrama MST obtido através do software Bionunsgrgue represnta o processo evolutivo
das ST's obtidas para o esquema de MLST pardaecalis Neste diagrama encontram-se apenas

assinaladas, pelo nimero correspondente, as Sdéatesdas neste estudo.
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Por este diagrama, observou-se que a ST21 é DLST@2, esta que engloba
um isolado clinico, apresentando diferencas noseg@stS e xpt A ST53 que
representa o isolado 85R e a ST80 representanselddo 344, sendo ambos de origem
veterinaria, sdo DLV com diferencas nos gegdk e gyd A ST73 e ST74, ambas
englobam isolados de origem alimentar (QA46 e LCB&tpectivamente) sdo SLV
apenas com diferenga no gexgt Os restantes isolados pertencem a ST's que se
encontram isoladas.

O diagrama também mostra a existéncia de 7 complekmais: CC8, CC9,
CC21, CC23, CC25, CC40, CC72. Por andlise do diagrdST (Figura 4) e do
diagrama eBURST (Figura A.1) pode-se observar q8&2i € a fundadora do CC21,
gue é SLV de sete ST's distintas e DLV de trés. 'S tambem pertence a este
complexo, sendo SLV da ST202 e DLV de quatro STssirdas. Neste complexo a
maioria dos isolados sdo de origem humana, no entanST46 existem cinco isolados
de origem animal (foca e porco) assim como o isolaeltencente a ST5 € de origem
alimentar (produto de galinha). As ST74 e ST75guexm ao CC25 e sdo ambas DLV
da ST85. Este complexo clonal é composto por isslade origem humana, onde
apenas os isolados deste estudo sdo de origemntdimA ST30 é SLV das ST212 e
ST56, onde ambas englobam isolados de origem hun@rserva-se também que a
ST55 é DLV da ST149 que engloba um isolado humAn®T75 é SLV da ST93 que
engloba dois isolados de origem humana, e é tanibiévhda ST98 que engloba um
isolado de origem animal. Por ultimo, a ST78 & 31aVST44 e DLV da ST189, ambas
representando isolados de origem humana.

Os complexos clonais indicados anteriormente reptasn, na sua maioria,
isolados de origem humana. No entanto também senwam isolados de outras

origens: A ST21 (CC21) engloba um isolado de origenmal (Porco) e um isolado
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alimentar (Leite); A ST46 (CC21) engloba quatroirpset isoladas de porco e uma
isolada de foca; A ST23 (CC23) engloba um isoladmal (bezerro); A ST97 (CC25)
engloba um isolado animal (Porco).

Como foi referido, um dos objectivos deste trabadh® comparar os isolados
VACISEf com os isolados VRE-VanA inseridos na balse dados. Verificou-se a
existéncia de 29 VRE-VanA na base de dados, rapeesdo apenas 8.3% do total de
isolados. Destes isolados, a maioria era de origemana, pertencentes as ST2, ST6,
ST9, ST16, ST19, ST28, ST31, ST49, ST87 e ST158hitea se encontra relacionada
com as encontradas neste estudo. Foram também texutmm isolados de outras
origens, como um isolado de esgoto pertencente6a 8% isolado de origem animal
pertencente a ST23 e um isolado também de origemahiiGalinha) pertencente a
ST32, sendo que também nenhuma destas ST's setengefacionada com as
encontradas neste estudo. No entanto, foi encantradisolado VRE-VanA de origem
alimentar pertencente a ST5 (ja referido anteriotejesendo esta a Unica ST que esta
relacionada com as ST21 e ST22, ambas encontrads astudo, sendo SLV da
primeira e DLV da segunda.

A maioria dos complexos clonais obtidos da analisediagrama eBURST,
encontram-se associados ao ambiente hospitalarvéims publicagbes, o CC9 e o
denominado CC2, englobam o grupo de estirpes naisgénico§ * *° Como se
observa nenhum dos isolados presente neste egtuelgeata qualquer relagdo com as
ST’s destes complexos clonais.

Tendo em conta os resultados obtidos por MLST, deétpue nos permite a
comparacdo com os isolados da base de dados, nélceetra uma relagcdo directa
entre os isolados em estudo e os VRE da base des.dddrifica-se também que os

nossos isolados se encontram distribuidos ndoapeslo nenhuma relagéo entre si.
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Visto que a base de dados de MLST phrafaecalisé recente, serd necessario
monotorizar o aparecimento de novas ST’s, assinoapaparecimento de novos VRE,
de modo a determinar a sua relagdo com os isofadssntes neste estudo.

Os 17 isolados em estudo também foram tipados pdfAViestando os perfis

alélicos representados no Quadro 9:

Quadro 9: Representacdo do perfil alélico de MLVA para caselado em estudo. Os valores

apresentados correspondem ao numero de repetie@asld sequéncia.

Perfil alélico

espA aceB espC efa2 efa3 efab efa6

QA46 0 0 o 0O 0 0 0
LCB8O 15 0 2 0 0 4 0
QCBL 0 3 2 o 0 5 0
QCB4 3 2 O 0 5 0
QcB15 11 15 2 25 0 5 0
H3143 0 2 5 0 5 0
H3720 0 3 o 0 ©0 o0
H3840 3 3 6 0 0 0
H4182 15 0 2 5 0 0 O
11270 16 0 2 7 0 0 o0
Ui740 0 4 0 0O 0 0 0
Uslo 0 3 3 35 0 0 4
Uisa 0 3 3 o 0 5 0
V82 0 3 O 45 0 3 0
85R 0 4 3 O 0 0 0
344 0 4 0 O 0 0
MM72 0 4 2 4 0 0 0

De modo a determinar a relagdo entre os isoladm®yrmeu-se ao Software
Bionumerics (verséo 4.0, Applied Maths, Belgica)déhdograma resultante, encontra-

se representado na Figura 5, e foi obtido usarmeeficiente “Categorical’, e tendo em
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conta que sdo considerados do mesmo MLVA Type a@ades que partilhem pelo
menos 6 dos 7 alelos, determinou-se que os pefis oais de 85% de semelhanca
pertenciam ao mesmo MT. Observou-se entédo a egigtéle 13 MT'’s, sendo que 11
correspondem a estirpes Unicas. O MT1 englobal&dgs (dois lacteos e um clinico

humano) e o MT3 engloba também 3 isolados (doerivetrios e um clinico humano).

Caugerin|
MLYA MLVA,
$ 3 8 2 8 g 1 E [ H i i § H Mr ST  PFGE
ocet 121 C
4:' ece4 1 21 ¢
[TRT 1 G
—— HSM31d3a 2 75 F
TRY " S S A
wat 344 3 a0 E
_:| va8sr 3 53 M
HSM3720 4 55 D
e MM172 5 55 D
HSM2840 & 76
U610 7 B K
Vet 82 & 7 H
| lcesp 9 74 B
. HSM4ig2 10 55 D
| 1270 Mooz
— ecet1s 12 s D

Figura 5: Dendograma representativo dos perfis de MLVA, peenite determinar o valor a partir do
gual os isolados se consideram relacionadas; degitadde cores corresponde ao numero de repeticdes

encontrados.

No estudo efectuado por Titze de almeidaal (2004), foram encontrados 37
MT's em 83 isolados, enquanto no estudo efectuado Lepageet al foram
encontrados 19 MT’s em 30 isolados.

Como se pode observar no Quadro 9, para algumaggidss estudadas nao se
obteve amplificacdo em alguns isolados. No casoreggdo efa3 ndo se obteve
amplificacdo em nenhum dos isolados. Para o iso@46, ndo houve amplificacdo
em nenhuma das regides. Este facto ja tinha sidereédo no trabalho de Titze-de-
Almeida et al A percentagem de amplificacbes negativas, parboanos estudos,

encontra-se no Quadro 10.
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Quadro 10: Numero de reac¢des negativas, e percentagem pondente, obtidas na amplificacdo das

regides estudadas, no presente e no estudo ded€itaémeidaet al*°.

Titze-de-Almeidaet al (2004) Presente estudo

N° de reaccdes % de reaccdes  N°dereaccbes % de reacgles

negativas negativas negativas negativas
aceB 0/83 0 6/17 35.3
espC 27183 32.5 4/17 23.5
espA 26/83 31.3 13/17 76.5
efa2 2/83 2.4 9/17 52.9
efa3 39/83 47.0 17/17 100
efab 7/83 8.4 10/17 58.8
efab 33/83 39.8 16/17 94.1

Tal como se pode observar no presente estudo tudoesfectuado por Titze-de-
Almeida et al a maior percentagem de reacgbes negativas fmlaopara as regides
efa3e efaG A justificacdo dada por estes autores, assentdapiddese de o fragmento
que se esta a amplificar conter um elevado nimercepeticdes® Para comprovar
esta hip6tese serd necessério recorrer a um me¢oklibridacdo de modo a confirmar a
existéncia desta regido, e no caso de ela estsgriss tem que se determinar se o local
de hibridacdo dogrimers utilizados ndo contém nenhuma mutagdo que impeca a
ligacdo dos mesmos.

Também se observa que, em alguns genes os tandodhfmgmentos sugerem
que as repeticbes estdo incompletas, podendo seitado de processos de
recombinacéo dentro de cada repeticéo isoladaniénte

Os processos de recombinagdo sao muito frequeosegMTR’s e dependem da
pressdo selectiva que cada estirpe sofre. Isto &ewvgue estirpes que aparecem
relacionadas com outros métodos, pelo método MLpédem aparecer separadas,

principalmente se pertencerem a ambientes difesepte se foram isolados de
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individuos diferentes, dado que foram expostaspostas imunitarias diferent&s® &
Pode ser esta a razdo para as diferencas encentragi® estudo entre este método,
MLVA, e os outros dois métodos, PFGE e MLST. Naoadass isolados QCB1 e QCB4,
ambos isolados do mesmo tipo de queijo e na meklora,aparecem relacionados nos
3 métodos. No caso dos isolados pertencentes a, STHBO sdo pertencentes a
ambientes diferentes, ou no caso dos isolados H3M%7 HSM4182 isolados no
mesmo hospital, mas de individuos diferentes, petodo de MLVA n&o se encontram
relacionados.

Outro caso observado, € nos MT1 e MT3, onde estigee ST's diferentes
encontram-se relacionadas pelo método de MLVA,ofaminda ndo descrito em
publicacdes. Existem duas hipéteses para estaéooiar podera ser apenas uma
coincidéncia, ou visto que o0s enterococos sao panente flexiveis, a evolucdo do
genoma esta a ocorrer a uma taxa mais rapida dasjakeracdes a nivel dos VNTR's.
No entanto, no caso da segunda hipétese, serig@g@eite aplicar este método a um
maior numero de isolados, de modo a verificar stércia de situagdes semelhantes.

Com os resultados obtidos neste estudo, mostraesesie método podera ndo
ser adquado para estudos que englobem isolad@gide ambientes, tendo em conta os

VNTR'’s seleccionados.

45



Capitulo 3: Suppression_Sibtractive Hybridization (SSH)

3.1 Introdugéo
3.2 Metodologia
3.2.1 Isolados em estudo
3.2.2 Extraccdo de DNA total
3.2.3 SSH
3.2.4 Clonagem
3.2.4.1 Preparacao de células competentes
3.2.4.2 Ligacéo
3.2.4.3 Transformagéo das células
3.2.5 Confirmacgéo dos clones por hibridagéo
3.2.5.1 Preparacao das membranas
3.2.5.2 Marcagéao das sondas
3.2.5.3 Hibridagéo
3.2.6 Sequenciacédo dos clones
3.2.7 Confirmacao dos clones por PCR

3.3 Resultados e Discussao

Este trabalho foi apresentado, na forma de Posteno “XIl International congress
of Bacteririology and Applied Microbiology — IUMS2008 — Microbes: Then, Now

and hereafter” em Istambul, Turquia
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Capitulo 3: Suppression_Sibtractive Hybridization (SSH)

3.1 Introdugéo

Os métodos de tipagem molecular podem fornecer dadbre a relacdo
genética entre estirpes de diferentes ambientegad/vezes encontram-se estirpes nao
virulentas que sao relacionadas com estirpes witage 128 pelo que se torna cada vez
mais necessario perceber quais as diferencas hddvgenoma que levam algumas
estirpes a apresentarem um elevado grau de viralépdncipalmente quando os
mesmos genes de viruléncia sdo também encontradogressos em estirpes nao
virulentag. Dada a impossibilidade de sequenciar os genomampletos de varias
estirpes, torna-se necessario encontrar outrosdagtque permitam identificar as
diferencas entre as varias estirpes.

Lepageet al (2006) compararam 30 isolados alimentares e ladapms por
macro arrays e PCR utilizando 202 sondas espesifiaeaE. faecalisseleccionadas a
partir do genoma da estirjie faecalisv583 e parte da ilha de patogenicidade (PAI) da
estirpe MMH594. 79 dos genes estudados foram diegdem trés grupos: genes que se
apresentavam igualmente distribuidos entre isolatio®entares e hospitalares; genes
gue apenas estavam presentes nas estirpes V583H584Mie um grupo de 6 genes
que ndo se encontravam presentes em nenhum daddscilimentarés Em outro
estudo efectuado por McBridgg al (2007), 106 isolados foram comparados recorrendo
a microarrays com 3582 sondas, que englobavam QRZs (pen_Reading_fFame)
do cromossoma dé. faecalisvV583, genes da PAI, de plasmideo€déaecalise genes
de resisténcia, entre outros. Neste estudo apemnas futilizados 4 isolados lacteos,

sendo os outros de origem hospitalar e arffmblieste estudo néo foi obtida nenhuma
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associagao clara entre estirpes de uma determoragiam, de acordo com a presenga
ou auséncia de genes, como no estudo de Lepade

Em 2007, Aakrat al, efecturam um estudo de comparagédo genémica atdevé
microarrays. Foram comparados 9 isolados de vérigsens, recorrendo a 3160 sondas
representativas do genoma do V583. Neste estudatfoduzido o conceito de genes
divergentes. Sdo considerados genes divergentesleaqjue estdo ausentes da estirpe
controlo (V583) ou cuja sequéncia tenha evoluideja sufecientemente diferente para
ndo ser detectada por hibridagdo. Os resultadadosinteste estudo foram semelhantes
aos obtidos por Lepag al no qual também se observou a existéncia de upogie
genes que aparenta ser parte do conjunto de gemesagacterizam a espede
faecalis Neste estudo verificaram que o genomédéaecalisapresenta uma grande
diversidade e plasticidade, tendo sido encontradeas regides de material genético
exégeno adquirido nos isolados estudados, o queresugie cada isolado responde de
maneira diferente & presséo selectiva externa

Este tipo de estudos é de extrema importancia dadaorme quantidade de
informacdo obtida, no entanto apenas se detectéren{as respeitantes as sondas
testadas, e ndo as diferengas totais no genonestilges.

Um método novo e eficaz, designado popi@ession Sbtractive Hybridization
(SSH) foi desenvolvido de modo a comparar dois ge&® tendo sido originalmente
desenvolvido para estudar a expressdo génica dmides do cromossoma Y
Humand® e foi aplicado pela primeira vez em bactériasAtapyantset al (1998) em
Helicobacter pylofi. E usado para selectivamente amplificar fragmenth®, e
simultaneamente suprimir a amplificacdo de seqaéneéio desejaddsBaseia-se na

técnica de PCR. Pequenos fragmentos séo ligadodrémédade 5’, permitindo a
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amplificacdo das sequéncias desejadas e simultamdasuprimindo as nao desejadas.

Na Figura 6 apresenta-se um esquema elucidative desodo.

DA Tester DMA Drivar DA Tester
+Adaptador 1 (eXCcesSO) +Adaptador 2r
— — e
- 4 mom & i —

Aﬂnmurah,

12 Hibridagio

b — —_—
--q—— -q—-
C-—h -
-+ e E—
—p —
d{-‘—- B e ]
— ——p
a e -+

wﬁ' Diriver (E)O:E.SS/EI)///

2% Hibridag&o

Produtos da 12 Hibridac&o
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- .
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Extengio da extremidacde 3
l Amplificacio por PCR
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— 5 ==Driver Sern amplificagio
- } Test

zz-Tester
— n
] = | Homo-hibridos __ Estrut
oma-hibridos A EmVIDD”F;a —*  sem Amplificagio

— = | Tester-Tester
———— N

Amplificagdo Exponéncial

Clonagem e Analise dos clones

Figura 6: Esquema do método de SSH; adaptadende/.evrogen.com/img/SSH_SH1.d#cedido a 29

de Fevereiro de 2008); ver descricdo do métodexto.t
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Este método permite a comparacdo de dois genoerrgo ® DNA da estirpe
gue se pretende estudar denominado de Tester, B/ da estirpe de referéncia
denominado de Driver. O Tester e o Driver sdo premgente digeridos com uma
enzima de restricdo com um palindroma de 4 basesdgixa extremidades rombas. O
Tester digerido é dividido em duas amostras (1 ,egRe serdo ligadas a dois
adaptadores diferentes, 1 e 2r, respectivamersiglfaado no Tester 1 e Tester 2r. Esta
ligacdo ocorre na extremidade 5’, uma vez que aptadores foram desenhados sem o
grupo fosfato, permitindo assim uma ligacéo cowvafef?' 23

Seguem-se, entdo, duas hibridacdes: em primeisr lwgy excesso de Driver é
adicionado as duas amostras de Tester. As amos@imsdesnaturadas por calor,
seguindo-se um abaixamento da temperatura de mqde as fragmentos hibridem. A
fraccdo de Tester em cadeia simples (a) € norndaljzau seja, a concentracdo de
fragmentos mais abundantes e menos abundantessrmaroximadamente igual. A
normalizag&o ocorre porque o processo de hibridggéaera homo-hibridos (b) é mais
rapido para as moléculas mais abundantes. Os DdA'sadeia simples do Tester (a)
sdo enriquecidos em genes mais abundantes, assmm aoontece com 0s DNA's
“comuns” que hibridam com o driver {cf® 2 Na segunda hibridacdo, as duas
amostras da primeira hibridacdo sdo misturadas.n@gpe Tester normalizado e
subtraido é capaz de se reassociar e formar hébfiJp(c) e (e). Uma nova adi¢éo de
Driver desnaturado enriquece ainda mais a fracgAdOs novos hibridos (e) formados
tém uma caracteristica que os destingue dos hib(mjce (c), que consiste na presenca
de diferentes adaptadores nas suas extremidad@s Sia amostra 1 e outro da amostra
2. O fragmento (e) é preferencialmente amplificgds PCR com recurso a dois

primers Pnl e Pn2, que sdao homdlogos as sequéncias extiwaaadaptadores. Para
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possibilitar a hibridagédo dggimers o PCR € precedido por um passo de extensdo das
extremidades 3% 123

Em todos os ciclos de PCR, a amplificacdo expoaérapenas ocorre nas
moléculas do tipo (e). As moléculas do tipo (b) téan repeticBes invertidas dos
adaptadores que, apés o passo de hibridacédo, forflmaps” impedindo assim a
ligacdo dosprimerse da polimerase de modo a efectuar a extensamobéculas do
tipo (d) e (a) como ndo possuem local de ligag&pdiners ndo vao sofrer ligagéao,
enquanto as moléculas do tipo (c) apenas sdo dcaphfs linearmente®® 2% As
sequéncias desejadas sdo fragmentos especificOgester, que estdo ausentes do
Driver® 4°

Este método permite que DNA especifico de uma pestgeja seleccionado,
eliminando a necessidade de sequenciacdo e mapeaderum genoma intefto
Varios estudos tém sido efectuados em bactérias atgyectivos diversos. Como foi
referido a primeira vez que este método foi apticach bactérias, foi erdl. pylori,
tendo sido comparadas duas estirpes nao relaci®nadsstirpe utilizada como Driver
tinha o genoma sequenciado e a estirpe Testertdirmda em testes em macacos
Rhesus. Neste estudo, 18 fragmentos especificdgstar foram obtidos, onde 11 dos
clones apresentavam fragmentos onde uma parteadsequéncia era homéloga com a
Driver, sendo considerados de grande importancivel evolutivo. Para alguns dos
fragmentos, a nivel de proteina ndo foram encoasréihcdes conhecidas, tendo sido
especulada a possivel existéncia de novas clasgesiginas Noutro estudo efectuado
em 2002, de modo a demonstrar a eficacia destedméforam comparadas duas

estirpes deH. pylori cujo genoma estava sequenciado, tendo-se conseigieiatificar

95% das sequéncias unicas de cada estirpe
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Em 2000, Zhanget al utilizaram este método de modo a identificar eifigas
entre 0s genomas de duas estirpes relacionadadedemonas hydrophilauma
virulenta (Tester) e uma avirulenta (Driver). Ness¢éudo foram obtidos 69 fragmentos
especificos da Tester, 23 fragmentos dos quaisramast elevada homologia com
proteinas de outras bactérias, e os restastesdragmforam identificados como sendo
novas proteinas d&. hydrophila Entre estes, 22 encontravam-se em outras oitpest
virulentas estudadas, mas ndo em sete estirpageanas, sugerindo que poderdo ser
genes de viruléncia universais enrehydrophild?®,

Outro estudo efectuado e8ynechococcusio qual foram comparadas estirpes
isoladas de diferentes regides, levou a identifioade genes especificos para cada
regiac’.

Outros estudos tém sido efectuados Emcolf®, Campylobacter jejufif,
Streptococcus mutafise Yersinia pest@ de modo a comparar estirpes de origens
diferentes, e a identificar genes especificos deacaicho. Em 2005, Baet al
efectuaram um estudo de modo a determinar genesiisps de espécies diferentes de
Salmonellade modo a aplicar como sondas de microarrayas, pasteriormente serem
utilizados em estudos de identificacdo de isoffd&utro estudo efectuado por Wang
et al (2006), utilizando o método de SSH em combinagéim enicroarrays, onde
compararam Y.Pestis com Y. Pseudotuberculosisdemonstraram um processo
evolutivo destas duas espécies, pondo a hipotegaala espécie ancestral na China e
demonstrando a proximidade entre estas duas esp&cie

Ja em 2008, Maigret al, efectuaram um estudo evtycoplasmanuma tentativa
de desenvolverem um esquema que através da tédricRCR possibilitasse a

diferenciagcé@o entre Mlycoplasma capricolure oMycoplasma mycoidesesultando na

52



proposta de um esquema em PCR multiplex tendo @woeodois genes especificos de
cada espécid

Como se pode demostrar por estes estudos, estedanéfaresenta uma
variedade de aplicagbes em estudos comparativaggemiemas, podendo-se obter um
leque enorme de resultados.

No presente estudo pretendeu-se estudar as diéeregwtre dois isolados
relacionados de ambientes diferentes, um isoladordproduto alimentar e um isolado
de origem hospitalar que causou infecgcdo, numaatteat de identificar genes

especificos de isolados lacteos.

3.2 Metodologia

3.2.1 Isolados em estudo

Para este estudo seleccionaram-se dois isoladbssgmertencentes a ST55: um
isolado lacteo, QCB15, como Tester e um isoladgphialar, HSM3720, como Driver.

As caracteristicas destes isolados estdo na Q@a@apitulo 1.

3.2.2 Extraccdo de DNA total
O DNA foi extraido utilizando o Kit Ultraclean TM igrobial DNA isolation

Kit (MO BIO Laboratories Inc, USA), de acordo comiastrugdes do fabricante.

3.2.3 SSH

O método de SSH foi efectuado de acordo com o gotialo Kit PCR-SeledY
Bacterial Genome Subtraction (Clontech, USA). Digse 20 ug de ambos os DNA's
com a enzima de restricdo Rsal a 37°C o.n. e efecte um controlo da digestéo. De

seguida dividiu-se o Tester em duas porcdes as geaadicionaram os adaptadores:
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adaptadorl S-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTY3' €
adaptador2 (BCTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTI3'tendo-se
efectuado o controlo de ligacdo por PCR utilizando primer 1 (P1l: 5-
CTAATACGACTCACTATAGGGC-3 e osprimerscorrespondentes ao 23S de enterococos
(f: 5-GCGTGCCTTTTGTAGAATGA-3; II' 5-TTCGCCCTATTCAGACTCG-3) . A cada uma
destas porgdes adicionou-se Driver em excessatietese um passo de desnaturagao
por aquecimento a 98°C seguido de uma primeiradaitiio a 60°C durante 1,5 horas.
De seguida juntaram-se as duas porc¢des resul@ami@smeira hibridacéo, e adicionou-
se um excesso de Driver a esta mistura final, sténde-a a um passo de hibridagéo de
60°C durante 20 horas. A partir deste produto efecse uma primeira reac¢do de PCR
utilizando um primer homélogo a sequéncia interna de ambos os adaptador
CTAATACGACTCACTATAGGGC-3) e, utilizando o produto desta reaccao, efect@ours
segundo PCR onde se utilizaram damigners cada um homélogo a sequéncia externa
de um dos adaptadores Pn%-{CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT)3'e Pn2 §-
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-R' O produto final foi purificado com o Kit QlAqtk

PCR purification kit (Quiagen, Alemanha), e clonaigoseguida.

3.2.4 Clonagem

3.2.4.1 Preparacao de células competentes

Em LB preparou-se uma cultura &e coli IM101TR. Adicionou-se 2ml deste
pré-inéculo a 100 ml de meio LB. Incubou-se a 3286 agitacdo a 200 rpm, até ser
atingida uma D@yonmde 0,7. Centrifugou-se a 6000 rpm (centrifuga fighd15, rotor
nr.12166), durante 17 minutos a 4°C. Descartousaboenadante e ressuspendeu-se o
pellet num volume igual de glicerol 10% frio. Centrifugsel a 6000 rpm, durante 17

minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e pesgleu-se @ellet em metade do
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volume de glicerol 10% frio. Centrifugou-se a 60@&n, durante 20 minutos a 4°C.
Eliminou-se o sobrenadante o mais possivel, e spesdeu-se pellet em 500ul de

glicerol 10% frio. Prepararam-se aliquotas de 4@ué foram conservadas a -80°C.

3.2.4.2 Ligacao

A ligacdo foi efectuada de acordo com o Kit pGERI-Vector systems
(Promega, USA). Ao produto resultante do método ,Sfslitionou-se o vector pGEM-
T, a T4 DNA ligase e um tampdao especifico para estama e incubou-se a 4°C o.n.
Também se efectuaram dois controlos: controlo iposiao qual se adicionou um DNA
controlo em vez do produto do SSH; controlo negatno qual ndo se adicionou DNA.
No final da ligacdo precipitou-se o produto de ¢@@ adicionando 100 pl de Etanol
100%, 10 pl de Acetato de sédio 3M pH7 e 1 ul gliteCentrifugou-se 20 minutos a
13000 rpm (Microcentrifuga Sigma 112, rotor nr.120Ressuspendeu-sepelletem
10 pl de HO milliQ, e utilizou-se este produto na transforBmgdas células

competentes.

3.2.4.3 Transformacéo das células

Adicionou-se 5 pl de produto de ligacdo a uma alimuae células competentes e
electroporou-se no Electroporador (BioRad) a 2200, ohms e 2.5Kv. Adicionou-se 1
ml de SOC (Bactotriptona 20g/ml; extracto de levadeg/l; NaCl 0.25M; KCI 0.06M;
MgCl2 0.25M; MgS0O4 0.25M), e transferiu-se a sus@ende células para um tubo,
incubando-se de seguida a 37°C durante 1.5 honag@itacdo a 200 rpm. Plaqueou-se
por espalhamento 100 pl de cada uma das diluic6®= 10", centrifugando-se a
restante suspensédo. O pellet foi ressuspenso em!1d® SOC e plagueado em placas

de LB contendo ampicilina (100ug/ml), IPTG (100md1X-Gal (50mg/ml). Incubou-se
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0.n a 37°C. Repicaram-se as coldnias brancas easmmacas de LB com ampicilina
(200pg/ml), IPTG (100mM) e X-Gal (50mg/ml) para fionacéo. Conservaram-se 0s

clones em glicerol 80% a -80°C.

3.2.5 Confirmacao dos clones
A confirmagéo dos clones foi efectuada por hibréagagegundo o protocolo do
kit PCR-Select Differential Screening Kit (ClontedSA), utilizando como sondas os

DNA Tester e Driver digeridos com Rsal.

3.2.5.1 Preparagao das membranas

Prepararam —se as membranas, aplicando 1 pl deultnea de cada clone com
2 horas, colocando-se as membranas em placas deotBampicilina (100ug/ml),
incubando-se a 37°C o.n. As membranas foram emi&cadas sobre papel contendo
uma solucdo de desnaturacdo (NaOH 0,5M; NaCl 1&g seguida colocadas numa
solugdo de neutralizagdo (Tris-Cl 0,5 M pH7,4; NdACBM). As membranas foram

depois fixadas com uma solugéo de NaOH 50mM prepata fresco.

3.2.5.2 Marcagédo das sondas

Para a marcacdo das sondas utilizou-se 100ng da D&A digerido e
desnaturado a 95°C durante 8 minutos. A este DNéiaabu-se dCTP marcado com
32p, adicionando-se também um tamp&o especifmmdom primers(nonameros de
oligonucledtidos de sequéncias aleatérias) e amenZKlenow. Esta reaccdo foi
incubada a 37°C durante 30 minutos. Foi posterioten@dicionada a solucdo de

hibridacao.
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3.2.5.3 Hibridacao

Efectuou-se uma preé-hibridacdo das membranas a 68f&hte 2 horas. De
seguida adicionou-se a sonda marcada anteriorneeribridou-se a 68°C o.n. De
seguida efectuaram-se 4 lavagens de 15 minutos cada uma solugdo de baixa
estringéncia (2x SSC; 0,5% SDS) a 68°C. Efectuammuas lavagens finais com uma
solugéo de alta estringéncia (0,2x SSC; 0,5% SBS)membranas foram de seguida
expostas durante uma semana para posterior viagatizno aparelho laser scanner

STORM 860 (GE Healthcare, Inglaterra).

3.2.6 Sequenciagéo dos clones

Os fragmentos clonados foram sequenciados. Paralificaram-se por PCR
com osprimersPnl e Pn2. Inicialmente cresceram-se os clone$0éml de LB com
100ug/ml de ampicilina, durante 2 horas. Para cedacdo 1ul de cultura foi
adicionado a seguinte mistura de reaccdo: TampHo I® uM de cadgrimer Pnl e
Pn2; 10mM dNTP, Polimerase 50X, para um volume filea20 pl. Todos os reagentes
foram adquiridos a empresa Clontech (EUA). O pnograle PCR utilizado encontra-se
descrito na Quadro 11. O produto de reaccao fofipano utilizando o Kit QIAquick
PCR purification kit (Quiagen, Alemanha), sendo aigpenviado para sequenciagado

para a Baseclear (Leiden, Holanda).

Quadro 11: Programa de PCR utilizado na amplificagdo dostiexgos clonados

T (°C) Tempo NC° ciclos
95 2 min. 1
95 30 seq.
68 30 seg. 30
72 3 min.
72 5 min. 1
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As sequéncias foram analisadas utilizando o progretector NTI AdvancE”
(versao 10, Invitrogen, EUA) e de modo a determasmhomologias dos fragmentos

obtidos recorreu-se ao Blastn através da pagipa/tigrblast.tigr.org/cmr-blast/

3.2.7 Confirmacao dos clones por PCR

Recorrendo ao programa Primerhistf://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htry

foram desenhados primers especificos para as sagséencontradas. Os primers

desenhados encontram-se descritos no Quadro 12.

Quadro 12: Sequéncia nucleotidica dgsimers desenhados a partir das sequéncias obtidas para os

clones analisados

_ Tamanho do
clone Sequencia (53')
fragmento (bp)

f:-TCCGGCGTTATTTACTAGGC
Clone 3 543

rrATCCAACCAGAAACGATTGC

f.CTTCGTCGTGAACCATTACG
Clone 11 511
rrCGCGAACAAGAATCTCAAGC

f:AGTTCTGCGGGGTATAATCG
Clone 19 136
NTTGTATTTCCAGCACCATTCC

f.GCATATGCCCAAAGTGACG
Clone 27 633
rITTTTGGGGGATATAGATTTGG

f:CGTGCCTAGTGTAACAACACC
Clone 35 173
rrCCTTCATTTTACCGTCCTTACC

f-TGCCCAGGTTTTTGATTAGC
Clone 51 153
rr"TGACAAAGCCAAATCTGAAGG

. TGAGCAGCCAGTTATTTTTGC
Clone 81 329
rTTTCTTTGACAGCGTTACGG

f:AAGTGACAGGCAGCCTAACC
Clone 89 514
rGCTTCTTTGGCAGCTACACC

FTTTTTGAGGGTAGGAATACAAGC
Clone 105 235
NTTGCTGTTTGTAAAACTAAATCTGC
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Clone 114 f.GAAACAAAGTTAGCGGAAATGG 498

rrAAAAATTGGCGAACAAGTCG

. TCGGAGGTTGTGTTTTGACC
Clone 144 471
rrCGCAGTAAAGTGGGACAACC

f.GGTTGCTTTTTCTGGTTTGG
Clone 152 479
IGCTCATTCTGTTGCTTTTGG

f.CAACAGGCAATTGAAAATGG
Clone 160 524
TGGGATAGGGTGAGAATTGC

f:CTTGAGAAGGGGAACCAAGG
Clone 169 532
rCGAAATTTTTCCCTTTTTCTGC

f:AAAGTGAAAAATATAGTGACGATTGC
Clone 184 161
rAGGATGGTTTCTTTGCTTGG

f:CAAAGGAATCCATTCAAACG
Clone 191 388
rrCGAAGCACGTAATTTTTGTCG

f-TTCGTTTGCGAGAAACAATAGC
Clone 192 450
rrGTCACCAAGAACCCAGATCG

Para cada reaccao 1ul de DNA foi adicionado a segunistura de reaccdo: 10
ul de MasterMix (5 Prime, Espanha); 10uM de gadaer para um volume final de 25

ul. O programa de PCR utilizado encontra-se desoéatQuadro 13.

Quadro 13: Programa de PCR utilizado na amplificacdo dasé&mzjas encontradas

T (°C) Tempo N° ciclos
95 2 min. 1
95 30 seq.
50 30 seg. 30
72 1 min.
72 5 min. 1
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Os produtos obtidos foram aplicados num gel de &% ghrose, sendo depois
analisados os resultados com recurso ao programdakkiD software (v.3.6.1) (USA),

de modo a determinar o tamanho dos fragmentosasbtid

3.3 Resultados e Discusséo

Através do método de SSH pretendia-se determinalifasencas a nivel do
genoma, entre dois isoladBs faecalisrelacionados de ambientes diferentes, um lacteo
e um de uma infeccdo hospitalar.

Como primeiro passo deste método, efectuou-seestdig de ambos os DNA. O
SSH é um método baseado na técnica de PCR, pelgrgodes fragmentos de DNA
nao sdo eficazmente amplificados, ndo sendo repeekeEs no produto final. Por outro
lado, os fragmentos muito pequenos, inferiores @R0que seriam mais facilmente
amplificaveis, sdo raramente amplificaveis devido camplementariedade dos
adaptadores, que leva a formacdo de loops, quedampea amplificacdo dos
fragmentos. Assim é importante que os fragmentssitemtes da digestdo tenham
tamanhos compreendidos entre 0.2-1°2Kara se verificar a eficacia do enzima Rsal
neste estudo, pesquisou-se no genoma da eBtifpecalisvV583, o nUmero e tamanho
dos fragmentos que se obteria, tendo-se confirmada@ste enzima seria indicado, com
a ressalva de ndo serem conhecidos os genomassalaslos em estudo. Como
representado na Figura 7, a maioria dos fragmewititidos encontra-se dentro desta

gama de tamanhos.
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Figura 7: Gel de agarose resultante da aplicacdo dos prodatdigyestdo dos DNA Driver e Tester

Apés a digestdo procedeu-se a ligacdo dos adaptadorduas fraccbes do

Tester. Efectuou um controlo da ligagéo, represientsa Figura 8.

Taster

1l
phdor 1
1l

1

Primarl_fds
135 R

138 _pdy
Promarl _fdy

Figura 8: Gel de agarose resultante da aplicagdo dos prodetosaccdo do controlo de ligagdo dos

adaptadores.
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Como se pode observar, obteve-se o perfil espetda@@amplificacdo com os
primers do 23S obteve-se a banda esperada de l®@apbmplificagdo com os primers
P1 e 23Sr obteve-se uma banda de tamanho superior.

Apbés o0 processo de subtraccdo, recorreu-se ao P&R gmplificar os

fragmentos desejados. O resultado encontra-sesespieglo na Figura 9.

Produto SSH

M (pb)|

3000
2000

1000
850

650
500
400

300
200

100

Figura 9: Gel de agarose resultante da aplicacéo do prodbtoasdo obtido pelo método de SSH.

Obteve-se o resultado esperado, visto que os fragsesperados se encontam
entre os 2000 e 200pb. De modo a ter um resultadioninar da eficacia da subtracc¢éo,
procedeu-se a amplificagdo de um gene comum entb®s 0s isolados, tendo sido
escolhido o genpstS(esquema de MLST) por ndo ter nenhum local deicgdb para
o0 enzima Rsal. Efectuou-se o PCR para o produt®&$ld e para um produto ndo
subtraido, ou seja, neste controlo efectuaramesestos passos do método, excepto as

hibridac6es. O resultado deste teste de eficatdaregresentado na Figura 10.
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N&o subtraido

Subtraido

M (pb)

1000
850
650
500

400
300
200

Figura 10: Gel de agarose resultante da aplicacdo dos pdisteamplificacdo do genestS para o
produto subtraido e ndo subtraido.

Como se pode verificar, houve amplificacdo apemagraduto ndo subtraido, o
gue indica que este gene comum entre os isoladtalifninado” durante o processo de
SSH, demonstrando eficacia no método.

O produto obtido foi clonado no vector pGEM-T. Egéetor possui 0 gene de
resisténcia a ampicilina, por isso a incorporagécadtibiético no meio, de modo a
poder seleccionar as bactérias que tenham incalpogate vector, conferindo-lhes
assim resisténcia. O vector tambem possui um ¢go¥® que codifica para umpg-
galactosidase. Esta proteina, quando funcionatlyzreolénias azuis na presenca de X-
Gal. Os fragmentos foram inseridos no interiodalZ inactivando este gene, logo as
colonias em que foram inseridos fragmentos aprasentuma cor branca

(http://www.scienceteacherprogram.org/biology/Geen®d acedido a 20 de Margo de

2008). O numero de colonias brancas obtidas emaidedo esta descrito no Quadro

14.
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Quadro 14: Resultado das contagens de col6nias brancas apfenagem, e nimero de coldnias
repicadas de cada placa.

Diluicho = Numero de coldnias brancas Numero de clones repicados

10° 123 123
10? 68 68
pellet Incontavel 1

No total foram repicados 192 clones, tendo sidodenados de 1 a 192. Estes
clones foram de seguida aplicados em membranas gmexvés de um processo de
hibridacdo diferencial, serem confirmados. Duraaterescimento dos clones nas
membranas, o Clone 34, ndo cresceu. Pode ndovidohaontacto entre a membrana e
0 meio, ou entao por algum processo, este clomkepar plasmideo inserido.

No processo de hibridacdo diferencial, para garagtie as sondas nao
hibridavam com o vector, utilizaram-se dois comsahegativos, dois clones que foram
obtidos do controlo negativo do processo de clamag@s resultados da hibridacao

diferencial encontram-se representados na Figura 11
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Figura 11: Membranas resultantes do processo de hibrida¢@eedcial: imagens a, c, e representam as
membranas hibridadas com o Driver; imagens breprfesentam as membranas hibridadas com o Tester;
o circulo vermelho representa o clone 34; as setaselhas representam os clones que néo hibridaram
com o Tester; as setas verdes representam os aaedsibridaram com ambas as sondas ou sé com o
Driver; os circulos azuis representam os clonesgggenciados.
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Como se pode observar, obteve-se um sinal mai® foads membranas
hibridadas com a sonda Tester, pondo-se a hipdeesemarcacdo da sonda Driver ter
tido uma baixa eficacia. N&do se obteve sinal paraomtrolos negativos, o que indica
que as sondas ndo hibridam com os vectores, sesdsinais obtidos apenas da
hibridacdo das sondas com os fragmentos inseridos.

Por este método, detectaram-se 25 falsos posignoslol clones (13%): 2
hibridaram apenas com a driver; 4 n&do hibridaratm eeenhuma das sondas; 19
hibridaram com ambas as sondas. Uma limitacdo nodoé&SH é a inevitabilidade da
ocorréncia de falsos positivos. Os falsos posithassiltam de sequéncias, que mesmo
na presenca de excesso de Driver, permanecem egiacsithples e eventualmente
hibridam com sequéncias parcialmente complementaréestet *. Estes podem ser
detectados através do método de hibridacéo difdleno entanto existe uma tentativa
de diminuir o numero destes falsos positivos. Us m@todos desenvolvidos engloba a
remocao de um dos adaptadores por acgéo de endases| seguido de desnaturacao e
reassociacdo dos fragmentos de SSH, efectuandegieda uma reaccdo de PCR
utiizando apenas os primers do adaptador que pemea sendo este método
denominado por Mror Orientation ®lection (MOSY? %

De seguida procedeu-se a amplificagéo dos fragmel@®@6 clones, estando os

resultados representados nas Figuras 12.
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Figura 12: Géis de agarose resultantes da aplicacdo dos tpsodia amplificagdo dos fragmentos
inseridos em 36 clones.

Para 12 clones ndo se obteve amplificacdo, eme¥elste amplificacdo de dois
fragmentos, podendo ser resultado da insercdo de fdmgmentos, ou entdo o
fragmento inserido ter um local de hibridacéo dedasprimers Os restantes 22 clones
para os quais se obteve amplificacdo de uma séabimmdm sequenciados, tendo-se
analisado as sequéncias e procurado homologiaseguéncias conhecidas por Blastn,

estando 0s resultados apresentados no Quadro 15.
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Quadro 15: Caracteristicas dos fragmentos obtidos e corresgias homologias.

NG Tamanho
Fragmento (pb)
3 743
11 753
19 218
27 824
35 262
43 279
51 237
73 528
152 571
81 454
89 639
105 313
114 548
122 477
136 101
144 571
160 661
169 666
176 749
184 229
191 436
192 501

%GC

39

38
35
29

39

24
41
34
35
40
41
30

42

26

36

34

31

26

32
38
37

Homologiacom proteinas conhecidas

EF3310-—sorbitol-6-phosphate 2-dehydrogenase (V583 genome)

EF3311 — Glucose inhibited division protein A (V583 genome)
EF0715—Trigger Factor (V583 genome)

EF2229— hypothetical protein (V583 genome)

pcfW gene - pCF10 plasmid (E.faecalis plasmid)

EF0490— cell wall surface anchorfamily protein (V583 genome)
EF_A0042 - cell wall surface anchorfamily protein (o TEF1-V583 plasmid)
EF2459—- ATP-dependentDNAhelicase RecQ (V583 genome)

EF0641— L-lactate dehydrogenase (Ldh-2) (V583 genome)

SASO0025 — putative type | restriction enzyme protein (Genoma Staphylococcus aureus subsp.

Aureus)

EF1206 — malate dehydrogenase, decarboxylating (V583 genome)

EF2781—DNA polymerase lll gamma and tau subunits (V583 genome)

EF0539— Phosphosugar-binding Transcriptional regulator RpiR family (V583 genome)

EF0720— Voltage gated chloride channel family protein (V583 genome)

EF3146 — hypothetical protein (V583 genome)
EF0549— Transposase; IS3 family (V583 genome)
EF0587 — hypothetical protein (V583 genome)
EF0588 — Ribossomal protein L33 (V583 genome)
EF0589— hypothetical protein (V583 genome)
EF0546 - hypothetical protein (V583 genome)
EF0546 — hypothetical protein (V583 genome)
EF0547 — Amonium transporter (V583 genome)

E. faecalis OG1-RF genome

EF1392 - molybdenum cofactor biosynthesis protein MoaC (V583 genome)
EF1966— YitT family protein (Genoma V583)

& Apenas séo consideradas as homologias cujo valscate fosse igual inferior a 1e-5

Valor E2

7.2e-72
1.8e-40
1.4e-162
2.1e-42
0.0
1.0e-52
1.2e-51
1.6e-12
1.3e-47
1.2e-58
2e-58
5.1e-68
3.6e-136
1.2e-64
2.2e-116
3.7e-101
2e-28
2.9e-82
2.2e-47
4.5e-25
4.3e-28
1.2e-21
2.1e-72
1.5e-19
le-114
2.5e-47
1.2e-56
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Na pesquisa de homologias por Blast, apenas fommideradas homologias
cujo valor descorefosse igual ou inferior a 1e-5. Este valor repmés@ probabilidade
de os fragmentos corresponderem a um certo gesequéncia.

O clone 3, contendo um fragmento de 743 pb, apt@demologia com dois

genes de V583 (esquema na Figura 13).

Q
Clone 3

Figura 13: Esquema representativo da regido abrangida mgagnto inserido no clone 3.

Este fragmento apresenta homologias com o EF3310fajugarte de uma
unidade transcripcional de 7 genes envolvidos ntalbedismo do sorbitol. Também
tem homologia com o EF3311, que se encontra insewdea unidade transcripcional
de 3 genes, envolvidos no processamento de tRNW estudo de Aakrat al (2007) o
EF3311 foi utilizado como sonda, tendo sido enemdr em todos os isolados
estudadds Este fragmento também engloba a regido intergémitta estes dois genes.
Os respectivos alinhamentos encontram-se no Apéhdic

O fragmento obtido do clone 11, representa uma mdreana do EF0715, como

esta esquematizado na Figura 14.

I—

Clone 11

Figura 14: Esquema representativo da regido abrangida ponfnto inserido no clone 11.
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Este gene é transcrito isoladamente e codifica pardrigger factorque, em
enterococos, se pensa estar relacionado com ossmake traducdo e maturacdo da
proteina Gelatinase, envolvida em processos delémiid>. Em Streptococcus
pyogenesestes factores estdo descritos como peptidil-prabitrans isomerases
envolvidas na maturacdo de prote&%espresentando uma grande semelhanca com o
mecanismo encontrado em enterococos. O alinhanmdateequéncia obtida com o
EF0715 encontra-se no Apéndice I.

O fragmento obtido do clone 19 é homdlogo a umazaterna do EF2229,

esquematizado na Figura 15.

—

Clone 19

Figura 15: Esquema representativo da regido abrangida pjoninto inserido no clone 19.

Este gene codifica para uma proteina hipotética& pgassui um dominio
encontrado em proteinas de superficie. Esté € amsdrito com outra proteina
hipotética. O alinhamento da sequéncia obtida cdir2229 encontra-se representado
na Apéndice I.

O fragmento obtido do clone 35 apresenta homologma uma zona interna de
um gene que codifica para uma proteina de superfemcontrando-se presente no
genoma da estirpe V583 (EF0490) mas também no plasnpiTEF1 da estirpe V583.

O esquema representativo encontra-se na Figura 16.
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Clone 35

Figura 16: Esquema representativo da regido abrangida pelgminto inserido no clone 35,

representativo do EF0490 encontrado no genomatitipec¥583.

Este gene, no genoma de V583, faz parte de umaadmitranscripcional
composta por 7 genes - 5 codificam para proteinpstdticas, e um para uma
muramidase (EF0491) envolvida na mobilidade e igiagho intracelular. Este gene
encontra-se inserido nha PAlI do genoma de V583 (hdPyloba a regido EF0479-
EF0623%. No estudo de Lepaget al este gene faz parte do grupo de genes que foi
detectado tanto em isolados clinicos como em isslalimentaréd. No estudo de
Aakraet al, este foi considerado um gene divergéribe acordo com Paulsen al, este
gene enconta-se inserido numa regido de plasmidemgado®’. O alinhamento deste
fragmento com o gene correspondente encontra-s@éadice |.

Para o clone 43 obteve-se um fragmento de 279 ple, £ encontra

esquematizado na Figura 17.

EF_ 2453

rec]-2

—

Clone 43

Figura 17: Esquema representativo da regido abrangida paanto inserido no clone 43.

Este fragmento engloba o final do EF2459 e parteed&io intergénica entre
este gene e o EF2458. Este gene é transcrito isoéada e codifica para uma DNA

helicase dependente de ATP, pertencente a supaddtielicase 1l. Esta proteina esta
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envolvida em varios processos de replicacao, retc@moéo e reparacdo de DNA. Os
alinhamentos do fragmento obtido, tanto com o gemeespondente como com a regiao
intergénica, encontram-se descritos no Apéndice |.

O fragmento obtido para o clone 51 apresenta hayirelmom uma parte interna

do EF0641, estando 0 esquema representado na ERura

4T
| -

Clone 51

Figura 18: Esquema representativo da regido abrangida pdoninto inserido no clone 51.

Este gene é transcrito isoladamente, codificandea pama L-lactato
desidrogenase (Ildh) pertencendo a familia de hidaooxilato desidrogenases
dependentes de NAD, que sdo enzimas envolvidadtimolpasso da glicélise que
converte o piruvato em L-lactato. O alinhamento skguéncias encontra-se discrito no
Apéndice |I.

Para o clone 81, obteve-se um fragmento de 454pdh,agresenta homologia

com uma zona interna do EF1206. O esquema repatisergncontra-se na Figura 19.

EF_1206

—

Clone 81

Figura 19: Esquema representativo da regido abrangida pajatnto inserido no clone 81.

Este gene codifica para uma malato desidrogenasecatranscrito com um
transportador de citrato (EF1207). O alinhamentowespondente encontra-se discrito

no Apéndice I.
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Para o clone 89 obteve-se um fragmento com honlogma zona interna do

EF2781. O esquema encontra-se representado na2gqur

4
|

Clone 89

Figura 20: Esquema representativo da regido abrangida pajanto inserido no clone 89.

Este gene codifica para as sub-unidadest da DNA polimerase lll, enzima
envolvida na transcricio de DNA. E co-transcritomcaima proteina hipotética
conservada (EF2780). Este gene foi utilizado no estiedAakraet al estando presente
em todos os isolados estudaddd alinhamento encontra-se representado no Apéndic
.

O fragmento obtido do clone 105, apresenta homalogm uma zona interna

do EF0539, estando o esquema representado na Bijura

EF 0539

Q
Clone 105

Figura 21: Esquema representativo da regido abrangida pgonfento inserido no clone 105.

Este gene é transcrito isoladamente e codifica yparaegulador transcripcional
de ligacdo a fosfato-agucares que apresenta doignds, um deHelix-turn-helix de
ligacdo ao DNA, e outro de isomerase de fosfat@a@@s, encontrando-se envolvida na
sintese de acucares fosfatados. De acordo com Adkah este tipo de reguladores
encontra-se conservado em bactérias Gram-positivasbaixo contetido em GCO

alinhamento desta sequéncia encontra-se represamadipéndice .
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Para o clone 114 obteve-se um fragmento de 548pbsquverificou ser o
mesmo obtido para o clone 122, este com 477 pbsHEsagmentos apresentavam
homologia com uma sequéncia interna do EF0720, esfmema esta representado na

Figura 22.

EF_0720

I

Clone 114/122

Figura 22: Esquema representativo da regido abrangida pelgséntos inseridos no clone 114 e 122.

Este gene é transcrito isoladamente, e codifica para proteinaVoltage-gated
chloride channél Possui um dominio EriC, que esta envolvido nmgporte de C|
fazendo parte do mecanismo de resposta a situaigdestrema acidez do meio. Este
mecanismo podera estar relacionado com a respesitasa acido.

Para o clone 136, obteve-se um fragmento que aypeesehomologia com o
EF3146 e com a regido intergénica entre este gener8145. O esquema encontra-se

representado na Figura 23.

Clone 136

Figura 23: Esquema representativo da regido abrangida paannto inserido no clone 105.

Este gene é transcrito isoladamente e codificayrasproteina hipotética.
Para o clone 144, obteve-se um fragmento com ha@ioloom uma zona
interna do EF0549, que codifica para uma transppgagese encontra relacionada com

mecanismos de conjugacdo de material genético. @88 descrito se este gene se
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encontra integrado em alguma unidade transcriptiopantanto esta integrado na PAI
de V583.

Para o clone 160, obteve-se um fragmento com 6GjiEbapresenta homologia
com 3 genes, EF0587, EF0588 e EF0589. O esquemaeaefatds encontra-se na

Figura 24.

EF_0530

Clone 160

Figura 24: Esquema representativo da regido abrangida pgonfento inserido no clone 160.

Estes genes fazem parte de uma unidade transergaomposta por 5 genes.
O EF0587 codifica para uma proteina hipotética. @388 codifica para a proteina
ribossonal 50S. O EF0589 codifica para uma proteipatética. Este operdo encontra-
se inserido na PAI de V583. Este fragmento tambéghobava as regides intergénicas
entre estes genes e a regido intergénica compigtacEF0589 e o EF0590. O facto de
apenas ter sido sequenciado parte deste operdmjmmiidar a existéncia de um local de
restricdo do enzima Rsal, logo o restante fragmeot@perdo podera estar inserido
num clone ainda ndo sequenciado.

Para o clone 176, obteve-se um fragmento com 74figbapresenta homologia

com o EF0546 e 0 EF0547. O esquema representationtease na Figura 25.

EF 0545 EF 0547

| |
Clone 176

Figura 25: Esquema representativo da regido abrangida pgonfento inserido no clone 176.
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Cada um destes genes é transcrito isoladamente.084&Fodifica para uma
proteina hipotética e o EF0547 para um transporta@éoamonio. Ambos os genes
encontram-se inseridos na PAI de V583. Neste fragpnéambém se encontravam
representadas a regido intergénica entre os deissgdescritos e parte da regido
intergénica entre o EF0546 e o EF0545.

O fragmento obtido para o clone 169, tem aparent&malguma homologia
com uma zona interna do EF0546 descrito anteriolwnégdomo demonstrado pelos
alinhamentos (Apéndice I), o fragmento 176 tem wm alinhamento, mas no caso do
fragmento 169, o alinhamento ndo é optimo, emberesha obtido um score de 12e-
21.Em publicagcbes em que as homologias obtidas afieasestores dentro do limite,
mas em que o alinhamento das sequéncias é fransidecam que estas diferencas
entre as sequéncias possam ser resultado de eesssutivos.

Para o clone 191, obteve-se um fragmento que apeebkemologia com parte

do EF1392, estando 0 esquema representado na Bgyura

EF_1391

moa IEZ‘
Q

Clone 191

Figura 26: Esquema representativo da regido abrangida pannto inserido no clone 191.

Este gene encontra-se integrado numa unidade tipcisoal de 8 genes,
relacionada com a sintese de compostos de moliladenEF1392 codifica para um
cofactor da biosintese de compostos de molibddétste fragmento também engloba
parte da regido intergénica entre este gene e 83HF1

O fragmento obtido para o clone 192, apresenta hlagi@gocom o EF1966 e
parte da regido intergénica entre este gene e o6bF&8tando 0 esquema representado

na Figura 27.
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EF_1965

EF_1966

g
Clone 192

Figura 27: Esquema representativo da regido abrangida pgonfento inserido no clone 192.

Este gene é transcrito isoladamente, e codifica pama proteina YitT, cuja
funcao é desconhecida. Pensa-se que podera téofdegransportador ou permease.

Para o clone 73 obteve-se um fragmento de 528 hsewerificou ser o mesmo
que para o clone 152, que tinha 571pb. Verificogtse este gene nao tinha homologia
com o genoma da estirpe de V583, mas com um geneaylifica para uma enzima de
restricdo tipo | deStaphylococcus aureu®© esquema encontra-se representado na

Figura 28.

Clone 73/152

Figura 28: Esquema representativo da regido abrangida pelgsiéntos inseridos no clone 73 e 152.

Este gene é co-transcrito com outros dois genadpsgue 0 SAS0026 também
codifica para uma enzima de restricdo do tipo | &AS0027 codifica para uma
metilase. Estes enzimas formam um complexo comds@ nivel de processos de
recombinacdo de DNA e de alteracao de locais alvDMNA para proteccao da célula,
ja tendo sido comprovada a sua funcdo como bageiraa infeccdo por fagts

Para o clone 27, obteve-se um fragmento com 824y apresenta homologia
com o gengcfW codificado no plasmideo de enterococos pCF10, fomgéo € ainda

desconhecida. Este plasmideo tem sido estudadsiaorrelacionado com mecanismos
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de conjugacéo por resposta a ferom&iadinda néo foi efectuado nenhum estudo que
vise a deteccao deste plasmideo em isolados des\aribientes.

Para o clone 184 obteve-se um fragmento com 22&abtendo sido encontrada
nenhuma homologia significativa com nenhum genoatebiano na base de dados. No
entanto, um Blast contra 0os genomas de enteroapo®se encontram em anotacgoes,
permitiu encontrar homologia com o genoma da estiEp faecalis OG1-RF. A
sequéncia deste genoma encontra-se em proceskddipablicagdo, ndo sendo ainda
possivel determinar se este fragmento é homélogoatguma regido codificante.

Os fragmentos descritos correspondem aos clonegersegigdos que por
hibridacéo diferencial pareciam representar difgasrentre os isolados em estudo.

Com recurso as sequéncias obtidas, foram desenpaduess especificos, que
posteriormente foram utilizados de modo a efecawaronfirmacdo dos clones, mas
recorrendo a técnica de PCR. Para os clones 43e1BB5, ndo foram encontrados
primers nos quais se pudesse ter um bom grau de segyarg®s resultados que se
obteriam. Para os clones 114 e 122, assim como @aralones 73 e 152, que
apresentam sequéncias repetidas, foram escolhides gesenhar ogrimers as

sequéncias mais longas. O resultado encontra-sessrgado na Figura 29.
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Cl44 Cl114 Cl05 C89 C81 C51C35 C27 C19 Ci1 3 ¢C

Figura 29: Géis de agarose resultantes da aplicacéo dostpsoda amplificacao das regies especificas
encoontradas para cada clone, nos isolados enoed#idNA Tester, D- DNA Driver, C- Clone seguido

do numero correspondente.

Como se pode observar, por PCR, apenas os fragsndasoclones 105 e 160
constituem diferencas entre o isolado lacteo elad® clinico.

Na confirmacdo dos clones por hibridacdo diferénoisieve-se um fraco sinal
nas membranas, o que podera justificar as difesedga resultados obtidos por este
método e pelos obtidos por PCR. No entanto, é lilensa que os clones analisados,
apenas representam 10% dos clones recolhidos, g@denencontrar um maior nimero
de sequéncias diferentes, nos restantes 90% dossclblo estudo de Akopyares al
dos 64 clones recolhidos, apenas 18 (28%) repesant diferencas entre os isolados
estudados assim como no estudo de de Kariyawasetmal se obteve a mesma
percentagem de diferenca (136 diferencas/482 clmtais§°. J4 no estudo de Miget

al, em que foram realizados dois ensaios de SSHmfwhtidas 34% e 50% de
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diferencas entre os isolados estud&tdxtrapolando a partir dos resultados ja obtidos,
espera-se no total obter 20 sequéncias espedificaslado lacteo.

Como foi referido o fragmento obtido para o clo®®,Irepresenta parte de um
gene que codifica para um regulador transcripcjanaé se encontra envolvido na via
metabdlica das pentoses fosfato. Emcoli, a utilizacdo de D-ribose como fonte de
carbono em parte € catalizada por uma ribose fos&merase, existindo no seu
genoma dois genes que codificam para este engudae rpiB. O genapiB é regulado
negativamente por um regulador desta faffiiliaEm enterococos a funcéo destes
reguladores ainda nao foi estudada. Efectuando wsegqusa no genoma da estirpe
V583, verificou-se que existem no total, onze radates desta familia, um deles
localizado na PAI, logo a possivel auséncia deggalador do isolado clinico, pode ndo
efectar este metabolismo.

Como também foi referido, o fragmento obtido paralane 160, representa
parte de um operdo no qual se encontra enzimssoha. Estas enzimas sdo essenciais
para a célula, estando conservadas. No genoma&i# ¥hcontra-se um paralogo deste
gene (EF3203), pelo que a auséncia do fragmento rils@solado clinico, ndo é de
estranhar e pode estar relacionada com a suazacati na PAI. Por outro lado, como
foi descrito por Akopyantst af, podem existir situacdes em que apenas parte de um
fragmento obtido, representa diferenca entre oladss. Neste caso, o tamanho da
sequéncia do gene que codifica para a proteinassimoal, pode ndo ser
suficientemente grande para que se dé a hibridag&mdo comparado com a restante
sequéncia obtida, resultando num sinal negativuibrédag&do com a sonda Driver.

Embora este estudo tivesse como objectivo encodifarencas entre os dois
isolados, de entre as sequéncias comuns aos duoisnge, Driver e Tester, ha trés

clones que interesa destacar, nomeadamente aneigstie uma sequéncia homdloga
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com parte de um gene & aureusEste gene codifica para uma enzima de restricao,
sendo importante determinar se os isolados posstwenologia com toda a sequéncia
deste gene. Também é de grande interesse deters@nastes isolados possuem o
plasmideo pCF10, ou se parte deste se encontgradte no seu genoma, tendo em
conta a importancia deste plasmideo em processosnjiggacao. Com a finalizacéo da
publicacdo do genoma OG1-RF sera importante datarnse a sequéncia encontrada

corresponde a uma regido codificante.
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Consideracoes finais
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Consideracgdes finais

Neste trabalho pretendeu-se estudar a dissemirggédsolados VACISES, e
tentar estabelecer uma relagéo entre estes isdan®¥ RE existentes na base de dados
de MLST deE. faecalis Verificou-se que os isolados VACISEf ndo apresantalacéo
entre si e também ndo apresentam nenhuma relagénépcom os isolados VRE. De
notar que a base de dados néo € representativapdéagdo E. faecalis, visto apenas
serem adicionados dados consoante a necessidadstaodss que sao efectuados. No
entanto, a informacao presente € suficiente pamoaslusées retiradas neste estudo.
Sera necessario continuar a monotorizar estesds®lde modo a determinar o seu
papel na transmisséo da resisténcia a vancomibmanodo a verificar como aparecem
estes isolados, serd necessario efectuar estudmspeumitam monotorizar varias
geracdes de um isolado VRE sem estar submetidesédmeelectiva da vancomiciha
Estes estudos podem explicar se estes isoladosnsyrgla perda gradual de elementos
do operdozanAou se surgem por apenas ocorrer a transferéngarteedo operao.

A andlise das ST'’s dos isolados VACISEf revelou atéricia de um isolado
lacteo e outro clinico com a mesma ST. Assim, baliso foi orientado também no
sentido de encontrar diferencas no genoma, por B8slfragmentos analisados (10%),
comprovou-se que apenas dois representavam difeyegntre os dois isolados em
estudo. Um dos fragmentos apresenta homologia comragulador transcricional
descrito como conservado em bactérias Gram-positiven baixo conteutdo em GC. O
fragmento, correspondente ao clone 160, apresent@lbgia com um grupo de genes
que fazem parte de um operédo. Este operdo encentreserido na PAI da estirpe de
V583. O facto de o isolado clinico apresentar atisgéte genes da PAI, ndo significa

gue seja menos virulento. Como foi sugerido por eeal (2006), num estudo em
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Pseudomonas aeruginosa,viruléncia num organismo é multifactorial e comalbdria,
sendo que vérios factores combinam-se de modo &roem um fendtipo de
virulenci#®. Sera indespensavel determinar a viruléncia désisolados deste estudo
através de modelos animais, co@aenorhabditis elegafiSou Galleria mellonell&®,

De modo a determinar se 0os genes encontrados géofeos de isolados alimentares
ou se apenas sdo especificos deste isolado l@essea sondar um grupo de isolados de
varios ambientes por Southern-Blot utilizando @gfnentos obtidos como sondas. Este
método pederad ser posteriormente utilizado pararmétar regides especificas de
isolados de outros ambientes.

Devido a deteccdo de genes do plasmideo pCF10 dmosams isolados, e pelo
facto de a presenca deste plasmideo ainda nadoiderestudada em isolados de
diferentes ambientes, torna-se relevante: 1) daétarnse o plasmideo se encontra
presente nos isolados, ou se parte do plasmideacsatra integrado no seu genoma; 2)
determinar a presenca deste plasmideo em isolaglodiferentes ambientes. Com
presenca de um fragmento em ambos os isoladosagresenta homologia com uma
sequéncia d&. aureugjue codifica para uma enzima de restricdo, tornapertante
determinar se estes isolados apresentam este erasgimn como se possuem todo o
complexo enzimatico do qual este enzima faz p&dtes resultados vém demonstrar a
importancia de estudos de comparacgéo de genomsslaeos de diferentes origens.

Pela primeira vez, neste estudo, esta tacnica [icaamla na comparacao
gendmica de enterococos, onde até hoje era efecfuadrecurso a sequenciagdo, a
Macroarrays e Microarrays. Mesmo tendo que seraasujeita a um processo de
optimizacdo para comparacdo genOmica de enterqgcoesta técnica mostra-se
promissora e embora muito trabalhosa, é uma atteangpara técnicas mais

dispendiosas.
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Figura A.1: Diagrama resultante do programa eBURST que apeeseastrura clonal deé. faecalis As linhas azuis representam os SLV e as linhaa representam os
DLV. As setas indicam as ST's encontradas nestelesNeste diagrama néo foi considerado o nemueisothdos pertencentes a cada ST.
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APENDICE B: Alinhamentos de sequéncias
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clone3
EF3310
Consensus

clone3
EF3310
Consensus

clone3
EF3310
Consensus

clone3
EF3310
Consensus

clone3
EF3310

Consensus

clone3
EF3310

Consensus

clone3
EF3310

Consensus

1 10 20 30 4an 50 60 0 a0 90 100 110 120 130
| |

CTATCCTCTTGTTTTACCTCCAGCTACGTTTGTGGTGATGCCTGTAATATAGCT TGARCGGTCTGATARATARTAGCATACTARGTCAGCGACT TCATGGAGTTTTCCGCTACGACCTARTGGAATCGTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3z 380 390
| |

CGTTTGATTTTCCTAACTCTTTAGCCCATGAACGTGTATARCTGCTGACCGCTGCTTTCGTTGCAGCGTARGCACTTTGCCCTTCGGAGCCTTCTARTCCAGCTTCTGARGACATATTARTARTGACACC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
|

|
GAGCCCTTTTTGATTGATGGCTACARTTTTATCGARTACCTCATCCGATARTTCATARGGCCCATGAGGATGRATTTTTATCC
TECTTGTTTTTGTACARGARTCCGGCCCACTGCTTGGCTCATTAGGTAGAGCCCTTTTTGATTGATGGCTACAATTTTGTCGARTACCTCATCCGATARTTCATAAGGCCCATGAGGATGATTTTTATCC
terasresssrarssstassstassetassatsssarssssrssesssOAGCCCTTTTTGATTGATGECTACAATTTTATCGARTACCTCATCCGATARTTCATARGGCCCATGAGEATGATTTTTATCE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
ACCAATAGACGAGGAATATTGATGCCGGCATTATTTACTAGGCCATCTACGGTTCCAARTTTTTCARCCACTTGAGCGACACCCGCTTCTACTTCTGCTCGAGARGT TRACATCGACTTTCACAAAGAGTA
ACCAATAGACGTGGAATATTGATGCCGGCATTGTTTACTAGGCCATCTACGGTTCCAARTTTTTCARCCACTTGAGCGACACCTGCTTCTACTTCTGCTCGAGARGT TRCATCGACTTTCACAAAGAGTA
ACCARTAGACGaGGAATATTGATGCCGGCATTaTTTACTAGGCCATCTACGGTTCCAARTTTTTCARCCACTTGAGCGACACCcGCTTCTACTTCTGCTCGAGARGT TRACATCGACTTTCACARAGAGTA

651 660 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 70 780

| |
AATGCTCATGTTGCATTTCTGATGCTGAAATATCARART TAGCGACATAGACCTCTTGTGCTARCARGCTTTCARCARTGCTGCGACCAATACCAGATGAGCCTCCTGTAACAATCACTACTTTTCCTTT
AATGCTCATGTTGCGTTTCTGATGCTGAAATATCARART TAGCGACATAGACCTCTTGTGCTARCARGCTTTCARCARTGCTGTGACCAATACCAGATGAGCCTCCTGTARCAATCACTACTTTTCCTTT
AATGCTCATGTTGCaTTTCTGATGCTGAAATATCARART TAGCGACATAGACCTCTTGTGCTARCARGCTTTCARCARTGCTGeGACCAATACCAGATGAGCCTCCTGTAACAATCACTACTTTTCCTTT

AATTCCTARCCAATCTGTCAT
AATTCCTARCCAATCTGTCAT

Figura B.1: Alinhamento do fragmento obtido do clone 3 comF@ELO.

3310/3311
RI
Consensus

3310/3311
RI
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
TTGTTCCACTCCTATCATTTGTTTGCGCTTTCAGTATAGGTCAGTTTGTGARATTATTTARGACAGTCTTTTTTTGTAGTTTAGARRARAGAGTAGACTART TCARRACARRRRRGCAGTTGCTTCTTCA
TTGTTCCACTCCTATCATTTGTTTGCGCTTTCAGTATAGGTCAGTTTGTGARATTATTTARGACAGCCTTTTTTTGCAGTTTAGARRARARAGTAGACTART TCARRACARRRRRGCAGTTGCTTCTTCA
TTGTTCCACTCCTATCATTTGTTTGCGCTTTCAGTATAGGTCAGTTTGTGARATTATTTARGACAGECTTTTTTTGCAGTTTAGARRAAAEAGTAGACTARTTCARAACARRRARGCAGTTGCTTCTTCA

131 140 150 160 171
|

CARTCARTCATCCGTGARGARGCARCTGCTTCARATTTTTA
CARTCARTCATCCGTGARGARGCARCTGCTTCARATTTTTA
CAATCARTCATCCGTGARGARGCARCTGCTTCARATTTTTA

Figura B.2: Alinhamento do fragmento obtido do clone 3 conegi&o intergénica entre o EF3310 e o

EF3311.
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Consensus
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Consensus
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Consensus
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EF3311
Consensus
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EF3311
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Consensus

cloned
EF3311
Consensus

clone3
EF3311

Consensus

cloned
EF3311
Consensus

clone3
EF3311
Consensus

cloned
EF3311
Consensus

clone?
EF3311
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130

| |
TTATCCTTGCACTTTCGCGATTTTTCCTTGTTCGATGTAGACCATCAARATGC TAATGTCAGCGGGATTCACACCGCTGATACGGCTTGCTTGGGCARTCGTTTCTGGTTGGATTTTTTGTAGTTTTTGT
TTATCCTTGCACTTTCGCGATTTTTCCTTGTTCGATGTAGACCATCAARATGC TAATGTCAGCGGGAT TCACACCGC TGATACGGCTTGC TTGGGCARTCGT TTCTGGTTGGATTTTTTGTAGTTTTTGT
TTATCCTTGCACTTTCGCGATTTTTCCTTGTTCGATGTAGACCATCAARATGC TAATGTCAGCGGGAT TCACACCGC TGATACGGCTTRCTTGGGCARTCGTTTCTGGTTGGATTTTTTGTAGTTTTTGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
TTTGCTTCTGTCGCCARGCCGTTARTCGCTTGGTARTCARTGTTTTCTGGARTGCGTTTTGCTTCCATGCGTTTTAGTT

TTTGCTTCTGTCGCCARGCCGTTARTCGCTTGGTARTCARTGTTTTCTGGARTGCGTTTTGCTTCCATGCGTTTTAGTTTCTCARCTTTTTCCATGGCTTTTTTAATGTAGCCTTCGTACTTGATTTGAR
TTTGCTTCTGTCGCCARGCCGTTARTCGCTTGGTARTCARTGTTTTCTGGARTGCGTTT TG TTCCATGCGTTTTAGT T, e s recreeesssssnnssesssssssssrnsssssssssrnsrsnns

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I I

TTTCTACTTGTTCAATTACTTTCGGATCGAGCGCCTCTTCAGGTGCGGGARTARATTGAGCGACTTCTTGATARCTGATTTCTGGGCGTTTCAGARARTCTCTAGCTARARTACCATCTTTTARGCCAGC

L 400 4a10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I I

AGCGCCTTTAGTTTCCARARATGCTTGCACTTCTTTGGTTGGTTTARTCCGATGTTTGCCTARGCGGGCAATTTCCGCTTCARCAGCCGCTTTTTTGACTAGATAGGCGGCATATTGTTCTTCTTTGACT

521 530 540 5h0 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
I I

RAAGCCARTTTCATGACCCATTTCTGTTARACGTARGTCCGCATTGTCATGTCGTARRRTCARACGATACTCCGCACGTGACGTTAARTARGCGATARGGTTCGTTAGTGCCTTTTGTARCTARATCGTCAR

651 BBO B0 680 a0 F00 o 720 730 240 750 760 FI0 780
I I

TCATGACGCCARTATAGCCATCACTACGTTTTARARCARGAGGCTCTTTGCCTTGARTTTTCARTGCAGCATTARTTCCTGCCATCARGCCTTGACCCGCAGCTTCTTCGTAGCCACTAGTTCCGTTCGT

781 790 800 210 820 830 840 850 860 a70 880 890 900 910
I I

TTGACCTGCTGTATARAGATTTTCAATGACCTTTGTTTCTARTGTTGGGCGTARTTGGTGAGGGAC TACCACATCGTATTCARTGGCGTARCCTGTACGCATCATTTCTACTTTTTCTARTCCTTCAATA

911 920 930 990 950 960 90 380 990 1000 1010 1020 1030 1040
I I

GARTGARGCATTTCTGTTTGGACATCTTCTGGTARAGARGTAGATARGCCTTGGACGTARACTTCTTCGGTATTCARCCCTTCTGGTTCCARGAACARTTGGTGTCTTGGTTTGTCTGCARAACGARCAR

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I I

TTTTGTCCTCGATGGATGGACARTACCGAGCGCCCACACCTTCCACAATCCCAGTARACAT TRGGGCGCGGTGTAGATTTTTTTGARTARTTTCATGCGTTGTTTCATTCGTATARGTTAACCARCARGG

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
I I

CTCTTGGTTTTGATTGTAGGCACTATCTGGCGTGCTGTARCTAAAGTGGTTGGGTTCTTTATCGCCTGGTTGTTCCTCTGTCACAGAATARTCAATCGTACTTGATTTTACTCGTGGCGGCGTTCCTGTT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
I I

TTARAGCGATCGATTTCTARRCCTAATTCTTTTARATGATTGGC TARACCARCGGAAGGTTGCGAATTGTTTGGTCCTGATGAATATTTTAATTCACCARTAATAATTTCGCCACGCARGGCAGTACCGG

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| |

CAGTAATCACCACTGCTTGACTACGGTATGCGGCACCTGTTGAAGT TACARCACCACGACARACGCCATCTTCCACGATTAATTCTTCARCARTCCCTTGACGARGGGTTARATTTTCTTCTTTTTCART

1561 1570 1580 1580 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I I

GGTATGTTTCATTTCTGTCGCATAGGCATGTTTGTCAGCT TGCGCGCGCARCGCACGCACTGCTGGACCTTTACCAGTATTTAGCATCCGCATTTGGATGTAGGTTTTATCARTGTTTTTACCCATTTCG

1691 1700 1710 1720 1730 17240 1750 1760 1770 1780 1730 1800 1810 1820
I I

CCGCCTAATGCATCGATTTCTCGGACARCGACTCCTTTGGCAGGTCCACCARCAGARGGGT TACATGGCATAARAGCARCCATATCTARATTARTCGTTARAARGTARCGTTTTARCGCCCATTCGTGLGG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1899
I I

CTGCTARGGCTGCTTCAGAGCCAGCATGTCCAGCACCGACGACARTAACATCATATGATTCTGCTTGATATTGATTCAT

Figura B.3: Alinhamento do fragmento obtido do clone 3 conFS&L1.
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Consensus
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1 10 20 30 40 50 51} 70 80 90 100 110 120 130
| |

TTRATTTTTCARCAGCTGTTTCAGTAATTGTTTCARCAGCACGTTTCATACGARTATCGTGTTCTAACATGTCGTTGTTTAATACTTTACGTACTTGCGCTTCAGGCATGTTGTATTGTTCTGCTAARTCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |

TTCACTTCAGCATCGATGTCTTCTTGTGTTACTTCGATGTTTTCAGCTTTGECARCTGCTTCARTCACTARGTTTGTTTTTGTGCGTGTTTCTGCTTCGCCTTCARATTGTTTGTGTARRTCTTCTTCTG

ATCCATTGAACGGTGAACTTCATCGTGARCCATTACGTGTGRTARTTCAACGATTTCAGCATT
TAGARCCAGTTARTTGGTAGTACATTTCAGGAGARRTTCCTTGECGTTGCATGTTGT TTARGARTTCATCCATTGAACGGTGAACT TCRTCGTGARCCATTACGTGTGETARTTCAACGATTTCAGCATT
vesssrssrasesersrsnsarsrasssersassssrsrasssnssasssnrssssesnesssssssMICCATTGAACGGTGAACTTCGTCGTGARCCATTACGTGTGETARTTCAACGATTTCAGCATT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
TTCARCAGCTARACGARTTGCTTCTTCGTCTTITTGCTTCTTCAGCTGCTGCTTCTTTTGCTTCTGTCARTTCTTTACGGAATTTTTCTTTTARTTCGTCTARTGATTCTACTGARTCGTCARCGTCTTTT
TTCARCAGCTARACGAATTGCTTCTTCGTCTTTTGCTTCTTCAGCTGCTGCTTCTTTTGCTTCTGTCARTTCTTTACGGAATTTTTCTTTTARTTCGTCTARTGATTCTACTGARTCGTCARCGTCTTTT
TTCARCAGCTARACGAATTGCTTCTTCGTCTTTTGCTTCTTCAGLTGCTRCTTCTTTTGCTTCTGTCARTTCTTTACGGAATTTTTCTTTTARTTCGTCTARTGATTCTACTGARTCGTCARCGTCTTTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
GCAAATTCATCATCCAATTCTGGTAATTCTTTTGCTTTTACTTCATGARCAGT TACTTTGARRACTGCTTCTTTACCAGCTARATCTTCTGCTTGGTARTCTTCAGGGAARGTARCGTTTACTTCTACTT
GCAAARTTCATCATCCARTTCTGGTAATTCTTTTGCTTTTACTTCATGARCAGT TACTTTGARGACTGCTTCTTTACCAGCTARATCTTCTGCTTGGTARTCTTCAGGGAARGTARCGTTTACTTCTACTT
GCARATTCATCATCCARTTCTGGTARTTCTTTTGCTTTTACTTCATGARCAGT TACTTTGARAACTGCTTCTTTACCAGCTARATCTTCTGCTTGAETAATCTTCAGGGARRGTARCGTTTACTTCTACTT

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| |
CTTCGCCAGCTTTTTTGCCARCTARTTGGTCTTCARAGCC TGGARTAARTGART TAGRACCTARTTCTARTGAGTAATTTTCGCCTTTGCCGCCTTCAARTGCTTCGTCGCCTARGARGCCTTCAARGTL
CTTCGCCAGCTTTTTTGCCARCTARTTGGTCTTCARAGCC TGGARTAARTGART TAGAACCTAGTTCTAATGAGTAATTTTCGCCTTTRCCGCCTTCAARTGCTTCGTCGCCTARGARGCCTTCAARGTC
CTTCRCCAGCTTTTTTGCCARCTARTTGRTCTTCARAGCC TGGARTAARTGAAT TAGAACCTAATTCTARTGAGTAATTTTCGCCTTTRCCGCCTTCARATGCTTCGTCGCCTARGAAGCCTTCAARGTL

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 00 910
| |
GATARCTACAGTGTCGCCATTTTCAGCAGCGGCATCTTCTTTGATTACTARTTCAGCTTGAGATTCTTGTTCGLGTTTCARACGTGCTTCCACGTCTTCATCTGTTACTTCACGGTCTTGTTTAGACACT
GATARCTACAGTATCGCCATTTTCAGCAGCGGCATCTTCTTTGATTACTARTTCAGCTTGAGATTCTTGTTCGCGTTTCARACGTGCTTCCACGTCTTCATCTGTTACTTCACGGTCTTGTTTAGACACT
GATARCTACAGTaTCECCATTTTCAGCAGCGECATCTTCTTTGATTACTARTTCAGCTTGAGATTCTTGTTCGCGTTTCARACGTGCTTCCACGTCTTCATCTGTTACTTCACGGTCTTGTTTAGACACT

911 920 930 340 950 960 970 980 9330 1000 1010 1020 1030 1040
|

|

GTTARGTTTTTGTATTCGCCTARTTTTACTTCAGGTTTTACAGT TACTTCAGCAGTGATARCCCAGTCTTCCCCTTTATTCATGLTTTCARCATCARTTTTTGGTTGTGCTACTGGTTCAATTCLTGCTT
GTTARGTTTTTGTATTCGCCTARTTTTACTTCAGGTTTTACAGT TACTTCAGCAGTGATARCCCAGTCTTCCCCTTTATTCATGLTTTCARCATCARTTTTTGGTTGTGCTACTGGTTCAATTCLTGCTT
GTTARGTTTTTGTATTCGCCTARTTTTACTTCAGGTTTTACAGT TACTTCAGCAGTGATARCCCAGTCTTCCCCTTTATTCATGLTTTCARCATCARTTTTTGGTTGTGCTACTGGTTCAATTCLTGETT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |

CTAARACAGCCGCTTCATATGCTTCTGGTARRACAGCGTT
CTAATACAGCCGCTTCATATGCTTCTGGTARRACAGCGT TTARCGCATCTTCGTATARCGCTTCTTCTCCATACATACGGT TRARARCAGTACGTGATACTTTTCCTTTACGGARACCAGGTACGTTTAR
CTRRAACAGCCGCTTCATATGCTTCTGGTARRAACAGCGTT s s ssasrsassssssnsesnstsssssssasstsnsssstarstssstsstasssssststsastsssststsastsssststsnsts

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 12801284
| |

GTTTTTTTTCACTTTATTGARCGCTTGCGTTAATCCTTTTTCGATTACTGCTTGTTCGATTGARRAAGT TARTACACCATCATTAGTGCCTTTTTTTTCCCATTTCGCAGACAT

Figura B.4: Alinhamento do fragmento obtido do clone 11 coEFR@715.
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clone
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clone
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clone
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Consensus

clone
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Consensus
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Consensus
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a 10 20 20 a0 50 co 70 20 a0 100 110 120 120
1 [
ATGAGARRAARARGCGTATTTTARAAGT GTARCCATCTTCCTTTCTATTTTGCTTGTTTTTTCCCAGE TTCAATTATT TAGTCTTCC TGCTTATGGGEARACAGT GAGTGATCAACCETTACTTTTTCETT

131 Lao 150 160
1

CAGTAGGTGTCEC TCAAAGTGEGACGACC TACTATGTGGATEEGGAAGGAGGAAATAATECCAATGATGGGCAGTCGCCAGCCAGTGCTTGECGTGATTTTGARAAAGTGAATCAGACGGAGTTTCAGEC

261 270 280 290 200 210 220 320 240 350 260 370 200 290
1 [

AGGCGACCATGTTCTGCTGAATGCGCAAAGTACC TGEAATARCCAATTGTTGCATC T TTGTCATTGATTTTTATGATACGAATGACAAAGGAGARRCCATT

291 aoo aio azo azo aao aso aso azo aso a90 500
1

TTTGARACAACACGGCGTCCGATTATTAACGGTGETEECACC TACAGCACAGGGACTTTCARACGTGCARTC TCAGGEECCGTGCAGT TAGTGAACCARGAATATTGGGATATTTCARATTTAGAAGTGA

s21 =20 540 550
[
CARATACACCAGAGCTAGATAATCTCGAAGGCTAT TECT! GGGGATATTAGTACTAGEATATGARCARAATCGAACG TTCARTAGTGTCACGATARGGARTAACTATGT

651 sso 670 680 690 700 Fio 720 730 7ao Fso 760 Fro 7eO0
v [

TCATGATGTTCARACAGAATATTATTTAARTCTAAGTGGGAATACTGCAACCARACGAT TARAAGCGGTAGGTGGAATTATTGTTTTAGGARGTTGETTTGATGAGAATEGCAATE TAGTAACGGCAGE T

7oL Foo 200 a10
1

911 azo 930 aao
1

CGTTTTCTAATATTACGATTCGTARTAACTATTTAGAAGATATTGC TEECGACGEGATTETCTTGTCAGAAGCCAAARGTEGCGGTGTCGTCGAAGEARATGTTGCTGTCCGAATETGCARTGCCGATTA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1120 1140 1150 1160 1170
1 [

TGGTACACAARATTACGCGEECETTTGEGCARTGTCTGTAGATGACGGACTGTTCCAATATARCGARGTATACGGAATCARATATGGATTTAARCGATECTGARGC TTATGATGTGEACATECAGTCARAC

1171 110 1190 1200
1

1201 1210 1320 1230
1

GTAARGACAATCCAGGCGEAGCTEGTGGC TACAATTATAAAGARCAAAGCATTTTCCATTATTGGGTGARAAATGATEEAGCGGCARTGCCAACTATCCACARTAATACGATTTATETTGECGACGGETAT

1431 1440 1a50 1460 1a70 1as0 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 [

TTCARCATCATTATTTGETGAAGEARATAGTTCTGACAACAGTGGTACAGTAGCCAATTTTTACAATAATATTTTATACARAGAAGGTACCGGACAATTAAAATTCTTATCTAATTATCCARCAAATGEG

1561 1s70 1580 1590
1

ACACAACCAATTGAACGTARAATGGTCGATAATC

1691 1700 1710 1720
1
TTTTTGARAARCCACAAT TAGARATCACAGATAACCCT! T T TTTACGACATTGARACCAACARAAGATAATETGGTTGARTTTACTTC TARAGAACGC TTACG
1821 1m20 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1920 1940 1950
1 [
TeAGC TGTTCCEATTY TCTCCAGCGATTGGTARAGGCTTETCGGARGT GAACAGTCCGECCGARGACTTCTTTGGAAATAGC TTGAAARRTAARAGTTTTAGATATTGETGCG
1951 1960 1970 1980
1
TCCACAATT: TATTCGTTATCARAATCARGTGTTAGAAATTAGTTC!

2081 2090 2100 2110
AAGTGGTTGCGACAGGCARAAARGAAT TTARGTTACAAT! TeoeT TTAAT TTGARGTT! TTATCGGCTTACCGATAGATGCTGTCARAGT
2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2200 2310 2320 2330 2240
1 [
AACAGCCAAGGTCTCTTTTGAGEETGAACTTGGT CGTTARACT TCARACTECCTATETTCARARGAGTGATGGTAARCCGAGCATACTCTGCTATAGCAGGCGETACT
2241 2350 2360 2370 2380 2390 2400 za1o
1

TG AN T TG G C T T T TN TGC TG T TC TG aaaa TATANTCAECaanTITACGTTGANTTGRTACAC
GCTECCATTAGTTCAGGAGACGCCTATARATATCCTTATEGAGTARAL TATACGGGCART TACGCAT TARART TAANAANTGCTAGT T GGTATARTCGCCGG! CGTTGARATTGATACAC
T AT A CGaGCAR T TRCGCAT TARART TARRARATGCTAGT TCTGCBBGGTATANTCGECABATTTACGTTGRAATTGATACAC
2471  2aso0 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600

AN T TGN T TN T TN TG N T T TGN TN T 6T G T C G T T TGN T GG 6T G Gnn T GG TG T GGANn T A AN TGN TGANCGT T TGNANNNTNCGCAGTTCCANGTAGNTGT
AAGAATTGAAGAAC TATCAATCACTARAAARG ATTTAGAAC TAAAT! GCGTTATGATGCGTGGARTGGTGE TGGAAATAC Al TGAACETTTGARARAL CAGTTCCARAGTAGATGT
ARGARTTGANGAAC TATCARTCACTARAARGTGCCARTT TAGARCTAANTGTGATGCET TATGATOCGTOOANTGGT6E TORAARTACARATGATGARCETTTOARANATACOCAGTTCCARGT AGATOT

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2E90 2700 2710 2720 2720
1 [

TATG
TTATGGAACAGATACTAATTGGATGAGTARCACCATTACT TEGAACAATGGTCCARATAATTTAAATGTACCARATGAAGAATTTATTGCTCGACAATCTTTTACAAATAGCTCARTTATGARTAATCAA

TTATG. 2 v evasmnnmmereseseeresennnn

2731 2740 2750 2760
1

2861 2870 2880 2890
1
CTGEETTTGATECTTTTT CTATCARGACTTTTT TTGACCTTGCCARC TEETCAACAGC TAGCAGAGEATAGTTTAGCTCCTAARATTGTTTTATCGAR

2991 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120
1 [

TGTTTTCGAAGTCARACATGAGTCGAT TGAGGTCACGACAGAAGCGGETCARGCCCC TARACTACCAGARARRACAACTATTTTTTATTCGGATGGTTCACARC GAGAARGTGACTGTCAATTGGTCAGAA

2121 2120 2140 2150
1

2251 2260 2270 2280
1

CGCTEGATCGACTAACAGECACC TCGC GAGGCGAACTGAATTTGCCAAC TGAAGTAAT TECARAAT TAGATGATGGTAGCGAAACGARATTGAAGGTTATTTCTTGGGATGACGATE TTAGTARTTATTC

2281 2290 2400 2410 2420 2420 2440 2a50 2460 2a70 2480 2490 2500 3510
1 [

GCCARGTAGCCCGCCAGETACTTACCAGT TCCCTGCTECAGTAGAAGARAAAATAGGAATTECGAATCCTGATGAACGARAAATC TTCCARGTCGTECARACTCATGCGATTCCTGARAGAATTCARTTT

clone
EF2229
Consensus

clone
EF2229
Consensus

2511 w20 2530 2540 2550 560 570 ase0 2590 2600 2610 2620 2630 2640
1 [

2641 2650 2660 2670 2680 2690 2700 3710 azz0 3720 a7a0
1

CTGGECARTACAGTAAGTGTAGATGARAACGGTCTGATT) GACTGCT TTATCARATCARAGTAACARGCARAGTTTTECCGATAGTGACTGCACAATTTTCARTTAARRGT

2771 2780

cAcARRATAR

Figura B.5: Alinhamento do fragmento obtido do clone 19 coEFR2229.
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Consensus
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| |
ATGATGARARRARTTCTTTTTGCTAGTTTATTTAGTGCCACACTACTATTTGGGGGARGTGARATTTCTGCTTTTGCACARGARATTATCCCTGATGATACTACGACACCGCCCATTGARGTACCARCAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
ARCCARGTACACCAGARARGCCARCAGATCCARCACCGCCARTTGAGCCACCTGTAGACCCTGTAGAGCCACCTATTACACCAACGGAGCCARCAGAACCGACAGAGCCGACARCACCARCAGAACCTAC

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
ARCTCCTACAGAGCCARGTGAACCAGARCARCCARCGGAGCCARGTARACCAGTAGAACCTGARRAACCAGTTACACCARGCARACCAGCAGAACCCGARARAACTGTGACACCAAC TARACCARCAGAR

3/ 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1
TCTGARRRACCAGTACAACCAGCAGAACCARGCARGCCARTCGACGTTGTTGTAACGCCARCAGGGGARTTARATCACGCTRGARATGETACACARCAGCCARCAGTCCCTATTGAAACAAGTARTTTGG

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
| I
CAGARATCACGCACGTGCCTAGTGTARCARCACCTATTACAACTACAGACGGAGARRACATTGTAGCTGTAGARAARGGTGTTCCACTTACACARACAGCAGAAGGGTTRRAACCTATTCARTCARGTTA

CGCACGTGCCTAGTGTARCARCACCTATTACARCTACAGACGGAGARARCATTGTAGCTGTAGARRRAGGTGTTCCACTTRCACARACAGCAGAAGGGTTRARAACCTATTCARTCARGTTA
+ss+++++.CGCACGTGCCTAGTGTARCARCACCTATTACAACTACAGACGGAGARARCATTGTAGC TGTAGARARAGGTGT TCCACTTACACARACAGCAGARGGGT TRARACCTATTCARTCAAGTTA

651 660 670 680 690 00 o 720 730 740 750 760 70 780

| 1
CRARGTATTGCCTAGCGGARATGTAGAAGTARRRGGTARGGACGGTARARTGARGGT TTTACCATACACAGGTGARGAAATGARTATCTTTTTATCTGCCGTAGGCGGTATCTTGTCTGTAGTATCTGGEG
CRAARGTATTGCCTAGCGGARATGTAGARGTARAAGGTARGGACGGTARARTGARGGT TTTACCATACACAGGTGARGARATGARTATCTTTTTATCTGCCGCAGGCGGTATCTTGTCTGTAGTATCTGEG
CRARGTATTGCCTAGCGGAAATGTAGARGTARRRGGTARGGACGGTARARTGARGGT TTTACCATACACAGGTGARGAAATGARTATCTTTTTATCTGCCGeAGGCGGTATCTTGTCTGTAGTATCTGEG

w10 800 810 816

| I
TTTGTCATCTTTARARRACGCARAGCTARRGTATAR
TTTGTCATCTT

TTTGTCATCT T, s s vvvarsrvrssrsssnnansns

Figura B.6: Alinhamento do fragmento obtido do clone 35 coEF®490 do genoma da estirpe V583.
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| I

ATGATGARRRRARATCTTTTTGCTAGTTTATTTAGTGCCACACTACTATTTGGGGGARGTGARATTTCTGCTTTTGCACAAGARAT TATCCCTGATGATACTACGACACCGCCCATTGARGTACCARCAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I

ARARCCAGTAGT TCCAACGGARCCGACARCACCARCAGAACCGACAACTCCTACAGAGCCARGTGAACCAGAACARCCAACGGAGCCARGTARACCAGTAGAACCTGARRRACCAGT TACACCAAGCARR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |

CCAGCAGARCCCGARARACCTGTGACACCARCTARACCARCAGARCCTGARAARCCAGTACARCCAGCAGARCCAAGCARGCCAATCGACGTTGTTGTARCGCCARCAGGGGAAT TARATCACGCTGGAA

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 G40 650
|

I
CGCACGTGCCTAGTGTAACARCACCTATTACARCTACAGACGGAGARRACATTGTAGCTGTAGARRAAGGTGTTCC
ATGGTACACARCAGCCAACAGTCCCTATTGARACAAGTARTTTGGCAGARATCACACACGTGCCARGTGTAACAACACCTATTACAACTACAGACGGAGARAACATTGTAGCTGTAGARARRGGTGTTCC
...................................................... CaCACGTGCCaAGTGTARCARCACCTATTACARC TACAGACGGAGARAACAT TGTAGCTETAGARAARGGTGTTCC

651 GEO 670 680 690 700 o 720 730 740 750 760 Fi 780
| I
ACTTACACARACAGCAGARGGGT TRRAARCCTATTCARTCAAGT TACARAGTATTGCC TAGCGGARATGTAGARGTARARGGTAAGGACGGTARAATGARGGTTTTACCATACACAGG TGARGAARTGAAT
ACTTACACARRCAGCAGARGGGTTARRRCCTATTCARTCGAGT TACARAGTATTGCC TAGCGGARATGTAGARGTARARGGTARGGACGGTARARTGARGGTTTTACCATACACAGG TGARGAAATGAAT
ACTTACACARRCAGCAGARGGGT TARARCCTATTCARTCaAGT TACARAGTATTGCC TAGCGGARATGTAGARGTARARGGTARGGACGGTARARTGARGGTTTTACCATACACAGG TGARGAAATGAAT

781 790 800 810 820 830 840 850 861
|

|

ATCTTTTTATCTGCCGCAGGCGGTATCTTGTCTGTAGTATCTGGGTTTGTCATCTT
ATCTTTTTATCTGCCGTAGGLGGTATCTTGTCTGTAGTATCTGGGTTTGTCATCTTTARRAARACGCARAGCTAAAGTATAR
ATCTTTTTATCTGCCGeAGGCGETATCTTGTCTGTAGTATCTGGGTTTGTCATCTT. e s s vrrrrrressasnnnarnes

Figura B.7: Alinhamento do fragmento obtido do clone 35 comEFo A0042 do plasmideo pTEF1 da

estirpe V583.
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1 1

ATGAGTGCATTACARGARTTATTARARGATACATTTGGCTATGATGATTTTCGGCCAGGAL GATTATTCGTCATGTATTGCGAL TGTCTTAGGCATTATGCCARCAGGTGGAGGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I

RAATCGATTTGTTATCAGTTGCCAGCCTTACTTCTGGATARTTTARCATTGGTGATTTCACCATTARTTTCTTTARTGAARGATCARGTAGACGCCCTGAATTTARTGGGGAT TCCAGCTACATATATCAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I I

TAGTACCATTTCCTATCAAGAGATGARTCATCGTATTCARTTAGCGGTTARCARAGARGTCARGCTATTGTATGTTGCGCCAGAGCGATTAGARTCTTATGATTTTCARCAGATGCTGACACATGTACCG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1

ATTGATTTATTGGCAGTAGATGAGGCACACTGTATTTCACAATGGGGGCATGATTTTCGTCCARGCTATTTGCGTTTAGCAGAGATTATCGATCARTTTCARCAGCAACCARCTGTGATTGCACTARCAG

521 530 540 550 560 570 580 580 600 610 620 630 640 650
I I

CAACAGCARCGCCACAAGTAGCGGAGGATATTGTCARGCAAT TRAGAATTCCATCAGAAARTGARATCAARARCAGGATTCGCTCGAGARAATTTATCTTTTCARGTCGTGARAGATCARRATAGAGACGT

651 660 670 680 630 00 710 720 730 40 750 760 FH 780
I I
TTTTCTTTTGGARTATTTARAGATGARTACTGGACAATCAGGTATTATTTATGCARGCACGL TTGARCGARTTTATCATTTATTAGAARRGTARAARAAT TGCAGCTGGGATGTATCATGGG

781 790 800 210 820 830 840 850 860 a70 880 890 900 910
I I

GGCATGAGTGARCAGTTACGTAGTGARARTCAAGARGCATTCTTGTATGATCARGTGCARGTGATGGTAGCAACARATGCCTTTGGTATGGGGATTARTARGAGTAATGTTCGTTTTGTCATTCACGCAC

911 920 930 940 950 960 9?0 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1

AAGTACCAGGGAATATTGAATCTTATTACK GGCCGAGCTGRTCATGACGGTCTGCCTAGTGATGCTGTGTTAATGTTTGC TCCACARGACTTGCARRTTCAACARTACTTTATTGARCAATC

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I I

TGRAARTGACCATTGATTATAARGCAGARAGAGTACT TGAAATTACGGGARATGTCACARTATGCGAATGCACAAATGTGT TTACARARATATATTTTACGCTATTTTGGTGARGAAGGGACGGACTGCGET

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
I I

CGCTGCTCGAATTGTCTGGATAATCGAGAATTAGTCGATATTACGGTCGATGCCCARAARGTTTTGTCTTGTGTARARCGTATGGGAGARCGTTTCGGTARGGGCTTAGTTGGTARAGTCTTGACTGGLT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

CARARGATCAARARATTGATCAATGGCATTTTGATCGTTTGCCAACATACGGACTAATGARAGGTCGCACGCARARAGARGTCACACARCTGATTGATTATTTGACAGCAGARCGTTATTTAATTCCTTC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I I

TGATGGGCARTTTCCGTTGTTATCAGTCTCGACAGAAGGTGT TCAGGTGCTTTTAGGGGARCGGAAAGTCTTCCGARAAGARGACCARAAAGT TCGARARGTAGCAGTAGATGATGCCTTGTTTGARCGA

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I |

AATARARG
TTRCGCGARTTACGTATGGACATGGC TCAAGAGGCAGGCGTGCCGCCATATGTAGTCTTTTCCGATAGTACACTTAARGAAATGTGTGARRARTTACCGCARACAACGATTCARTTATTGCAAATARARG

s e etaetet ettt eIt IIeIIEIIIEIIIIaNtIatttastetttetttetttetttettetItEtItetatttatttastasssssscatsscrsrcrsrrrrersseelll] NG

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1771
| 1

GGGTCGGCCARAATARATTAGATARATATGGCACCGCCTTTTTTAGAAGTAAT TARRGAATATCAARGAGACAAARAAATGA
GGGTCGGCCARAATARATTAGATARATATGGCACCGCCTTTTT-AGAAGTAAT TARRGAATATCARGAGACAAARRARTGA
GGGTCGGCCARARTARATTAGATARATATGGCACCGCCTTTTT, AGRAGTAAT TARARGARTATCARGAGACAARARARTGA

Figura B.8: Alinhamento do fragmento obtido do clone 43 coEFR2459.
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| |
TTTGTACAGAACCTCCCTATCTTARTTARATAATTATARCATAATTCTCAGTTAGATACATGATGATTTCAGAARATTTCCTTTAAGAARTTTTCTGAARCCARGCGATATATTARGTARGARATCTCTT

RACATAATTCTCAGTTAGATACATGATGATTTCAGARARTTTCCTTTARGARARTTTTCTARARCCARGCGATATATTARGTARGAAATCTCTT
vesesrssrasssarsesnsarsrssesensesssss BACATARTTCTCAGTTAGATACATGATGATTTCAGARRRTTTCCTTTARGARATTTTCTARAACCARGCGATATATTARGTARGAARTCTCTT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 228
| 1
TATATARCARGCTTATTTTATCACTACARCAACARATACATTARARGACTTTTITCTTATTTTCTGCTTTTAATTTTARATARARTAACARACTATAT
TATATARCARGCTTATTTTATCARTACARCARCARRTACATTARRRGACTTTTTCCTTATTTTCTGCTTTTAATTTTARRTARARTAACARACTATA
TATATARCARGCTTATTTTATCAaTACARCARCARATACATTARRRGACTTTTTcCTTATTTTCTGCTTTTAATTTTARRTARAATAACARACTATA,

Figura B.9: Alinhamento do fragmento obtido do clone 43 coregido intergénica entre o EF2458 e o

EF24509.
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1 1
CTRAGCGTTCGGTTGTARCGATGCCATCACTTGTTTTARTTGTGTCACTGATTTTT TTCTTTTTCAGCGGCATTCAGATTCARTTCARTARTGTCAGTCACACCTTGATTGCCARCGACTGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
GGARTCCCTGTARATACATCTTGT TGCCCATATTGCCCATCTAAGTAAGC TGAGACAGG TAARATAGCTTGTTCATTATTTARAATGGCT TTARCARTGCGTGCAGTACTCATACCARTCCCATARTAGG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
TCGCTTGTTTGCGATCGATARTTTCATARGCTGTATTTTTCACTTTATCAGARATGATTGGTARRTCGTCACTAGTTARGCGCTCTGTCGTATCCACAATTTCTARARTAGGTTTGGTACCARTCATGGT

3 400 a10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| I
ATGAGACCAGACAGCCACTTCAGARTCCCCGTGTTCGCCARTAATATAGCCGTGARCATTGCGTGGATCAATCGCTARACGTTGAGACAGTTCTTTGCGGARACGAGTTGTGTCCARAGTTGTACCAGTT

521 530 540 550 560 570 6580 590 60O 610 620 630 640 650

| |
CCARTTACTCTTGAARCAGGTARACCAGAAGCTTGCCAGGCCACATAAGTCAGTACATCGACAGGATTTGAGGCARTCACTARARTTCCATCARARCCAGATTTCATGATATTGTTARCAATTGTTTTCA
TTGTTTTCA

A N LT R R ]

651 :1:] 70 EBO 690 F00 710 720 730 240 750 7E0 FI0 780
| 1
TARTTTCTGCATTGATTGARACCARATC TAGACGACTTTGLCCAGGTTTTTGATTAGCGCCAGC TGTARTCACGACGATATCGGCATCTTGGCAGTCTTGATAGTCGCCAGCCCAGACGTTTACATTTTL
TARTTTCTGCATTGATTGARACCARATC TAGACGACTTTGCCCAGGTTTTTGATTAGCGCCAGC TGTARTCACGACGATATCGGCATCTTGGCAGTCTTGATAGTCGCCAGCCCAGACGTTTACATTTTC
TARTTTCTGCATTGATTGARACCARATCTAGACGACTTTGCCCAGGTTTTTGATTAGCGCCAGCTGTARTCACGACGATATCGGCATCTTGGCAGTCTTGATAGTCGCCAGCCCAGACGTTTACATTTTC

781 790 800 210 820 830 840 850 860 a70 880 890 900 910

| |
TTGACCCCARGACACACCATCTARTARGTCARTTGCTTCGCCTTCAGATTTGGCTTTGTCARTATCARCTARGAT TARTTCATTCGCARTCCCTTGGTTGATCATGGAARTAGGCARTACTTGTGCCARCA
TTGACCCCARGACACACCATCTAATARGTCARTTGCTTCGCCTTCAGATTTGGCTTTGTCARTATCARCTARGATTARTTCATTCGCARTCCCTTGGT

TTGACCCCARGACACACCATCTAATARGTCARTTGCTTCGCCTTCAGATTTGGCTTTGTCARTATCARCTAAGATTARTTCATTCGCAATCCCTTGGT . e ssserserrresseessssrrnsnnnns

a1l 920 930 940 950 954

I
ARACCAGTACCARTARTTGCGACTTTTTTIGTTARATACTTTCAT

Figura B.10: Alinhamento do fragmento obtido do clone 51 coEF®641.
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| |
ATGTCARCARARGATGTAAAAGAAT TAGCGATTGAGCARGCARAAAAATT TRGGGGGAAAT TAGAAGTCTGCCCTAARGTTCCGAT TGARRCARARGCAGAT TTAGGAATTGCCTACACACCAGGTGTTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CGGCTGTTTCTTCTGCCATACATGAARARARAGAACGCGC TTACGART TARCGACARAGARARACACCGTCGCCGTTATTAGTGATGGTTCAGCAGTTTTAGGT TTAGGTARCATTGGTCCTGARGCAGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
GATGCCTGTCATGGARGGAARAGCTGCATTGTTTARACGC TTTGLTGGTGTGGATTCGATTCCCCTTGTTTTAGATACACARGATACT TTATTCARACGGTGARATTTTTGGCTCCARCCTTT
39 a0 Litll 420 430 440 450 460 ar0 480 490 500 510 520

| |
GGGGGGATTAACT TGGARGATATCAGCGCTCCTCGTTGTTTTGARATTGARCAGCGT TTARTCGATGARCTAGATATTCCCGTTTTCCATGATGATCAACACGGGACAGCGATTGTTGTTCTAGCGGLTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
TGTACARCAGCTTAAAATTARTCARCARGARRATAGAGGACATTCATGTGGTARTCARCGGCGGTGRCTCCGCTGGTCTTTCGATCACARGARRATTTTTAGCTGCTGGCGTARARCATATTATCATTGT

651 BBO B0 680 a0 F00 o 720 730 240 750 760 FI0 780

I I
TGACCGTGCAGGGATTCTGAGCGARACAGATACAGCTCTGCCACCACACCACGCAGARATTGCGAAGC TARCCAATCGGGAACACCGTACCGGTGATTTAGC TACTGCTCTTGARGGCGCTGATGTCTTT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 300 910
| |
GTTGGTGTTTCGGCACCAGGTGTTTTARRACCTGAGTGGATTCARCAGATGARTGAGCAGCCAGTTATTTTTGCARTGGCTARCCCAGTTCCTGARATTTTTCCTGATGAAGC TTTAGCGGCAGGCGCTT

AGATGARTGAGCAGCCAGTTATTTTTGCARTGGCTAACCCAGTTCCTGARATTTTTCCTGATGAAGC TT TAGCGGCAGGCGCTT
wrtrrressesrrarrrerrensrssrrrrrnnsrsesssseses CHOATGAATGAGCAGCCAGTTATTTTTGCARTGGCTARCCCAGTTCCTGARATTTTTCCTGATGARGCTTTAGCGGCAGGCGLTT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

| |
ATATTGTCGGARCTGRTCGTAGTGACTTTCCGARTCARAT TARTAATGTGT TAGCCTTCCCTGGTATCTTCCGTGGTGCCTTAGATGC TCGGGCGARAARGATTACGATTGAAATGCARRTTGCCGCTRL
ATATTGTCGGAACTGGTCGTAGTGACTTTCCGARTCARAT TRARTAATGTGT TAGCCTTCCCTGGTATCTTCCGTGGTGCCTTAGATGC TCGGGCGARAAAGATTACGATTGAAATGCAART TGCCGC TR
ATATTGTCGGARCTGRTCGTAGTGACTTTCCGARTCARATTARTAATGTGTTAGCCTTCCCTGGTATCTTCCGTGETRCCTTAGATGC TCGGGCGARAARGATTACGATTGAAATGCARRTTGCCGCTRE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

| |
CARAGGTATTGCARART TGATTCCCGATAATGARCTCACGCCGACTAATATTATTCCCGATCCATTCCAAGAAGGAG TCGCARARGTCGTCGCCGARAGCGTCCGTARCGCTGTCARAGARACARATTAR
CARAGGTATTGCARAATTGATTCCCGATAATGARCTCACGCCGACCAATATTATTCCCGATCCATTCCAAGAAGGAGTCGCARARGTCGTCGCCGARAGCGTCCGTAACGCTGTCARAGAARCARATTAR
CARAGGTATTGCARART TGATTCCCGATAATGAACTCACGCCGACCAATATTATTCCCGATCCATTCCAAGAAGGAG TCGCARARGTCGTCGCCGARAGCGTCCGTARCGCTGTCARAGAARCARATTAR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1279
I 1

AARGAGAAARARAGARCARCCTARCTCCTCTTGAGTTAGGTTGTTCTTTTTARRATCTGARACGATAARTTCATTATTTARARCTGATGTTAAACTCTTGCATATCTTTT

Figura B.11: Alinhamento do fragmento obtido do clone 81 coBEFd206.
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| |
ATGGCTTATCARGCACTTTATCGGGTCTGGCGTTCACARCGTTTCGATGACGTAGTAGGACARARAGCAATTACTCAGACACTGARRARTGCGATAGTGCARARGARARCATCTCATGCCTATTTATTTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CTGGCCCTCGTGGTACAGGTAARACCAGTGCCGCARARATTTTCGCTARAGCGATTARCTGTARACATAGTCARGATGGTGARCCTTGTARTGTTTGTGARACCTGTGTAGCCATTACGGARGGTCGTTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
AARTGATGTCATTGARATTGATGCGGCGAGTAATARTGGCGTGGAAGARATCCGTGATATTCGTGATARAGCARAGTATGCACCGACACARGCCGAGTACARAGTTTATATTATTGATGAAGTTCATATG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |
CTATCARCAGGCGCGTTCARTGCACTTTTARARAACCTT CGCCACARARTGTTATTTTTATCTTAGCARCGACTGAACCACACARGATTCCGTTARCGATTATCTCACGGACGCARCECTTTG
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
ATTTTARGCGAAT TAGTACGCARGATATCGTCGATCATATGGCCCATATCATGCAGGAAATGGCTCTCGATTATGAGGARCARGCCCTTTATGTGAT TGGGCGTGCTGCGGAAGGTGGGATGCGAGATGE

AAGCCCTTTATGTGAT TGGGCGTGCTGCGGAAGGTGGGATGCGAGATGL
seserrarererrasrrarererrasrrarererrarrrarererrrrrrarererrarrrererersrrrenresesres HHGCCCTTTATGTGATTGGGOGTGCTGCGGARGGTGGGATGCGAGATGL

651 660 670 6B0 630 00 710 720 730 40 750 760 FH 780

| |
CTTGAGTATCTTGGATCAAACGATTTCCTTTAGTGATGARARAGTAACAC TGGAAGATGCAATGCARGTGACAGGCAGCCTARCCTATGARATGATGGATCATTATATTCAGTGCTGTGTCGCCGGTGAT
CTTGAGTATCTTGGATCAAACGATTTCATTTAGTGATGARARAGTAACACTGGAAGATGCAATGCARGTGACAGGCAGCCTARCCTATGARATGATGGATCATTATATTCAGTGTTGTGTCGCCGGTGAT
CTTGAGTATCTTGGATCAAACGATTTCATTTAGTGATGARARAGTARCACTGGAAGATGCAATGCARGTGACAGGCAGCCTARCCTATGARATGATGGATCATTATATTCAGTGe TGTGTCGCCAGTGAT

781 790 800 810 820 830 84 850 860 az0 880 890 900 910
I I
GTTGAACGAGCAT TAGARGGCTTGGARAGTATTTTAGGCGARGGCAAAGAAGCGCGCCGTTTCTTAGARGATTTGTTATTATATTGTCGAGATTTGCTGATGTATCAGCARGCACCGAAGTTATTAGCAG
GTTGARCGAGCATTAGARGGTTTGGARAGTATTTTAGGCGARGGCARAGAAGCGCGCCGTTTCTTAGARGATTTGTTATTATATTGTCGAGATTTACTGATGTATCAGCARGCACCGAAGTTATTAGCAG
GTTGARCGAGCAT TAGARGGCT TGGARAGTATTTTAGGCGARGGCARAGAAGCGCGCCGTTTCTTAGARGATTTGTTATTATATTGTCGAGAT TTaCTGATGTATCAGCARGCACCGAAGT TATTAGCAG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
I |
AARARGCAGGAACTTTGACAGARGCATT TARGGAACTAGC TRACACARACGCCTGCTGAARRARTCTACCARCTARTCCARATTTTARGTGACACACARAATGAGATCCGCTTTACCARCAATGCGARTAT
AARARGCAGGAACTTTGACAGARGCATTTARGGAACTAGC TRACACARACACC TGCTGAARARAATCTACCARCTARTCCARATTTTARGTGACACACARAATGAGATCCGCTTTACCARCARTGCGARTAT
AARARGCAGGAARCTTTGACAGARGCATTTARGGAACTAGC TACACARACACCTGCTGAARARAATCTACCARCTARTCCARATTTTARGTGACACACARARTGAGATCCGCTTTACCARCARTGCGARTAT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

| |
CTATCTGGARGTAGCCACTGTCAAAT TAGCTAAAACGGTGCARCCCAATAARARCACARCACGCCAGARACAGCTARTCARGATGGTAGTGCAGAGGGARATCCAGAATTAGCAGAT TTRCARAATCARATL
CTATCTGGARGTAGCCACTGTCAAAT TGGCTAAAACGGTGCARCCCAATARARCACARCACGCCAGARACAGC TARTCARGATGGTAGTGCAGAGGGARATCCAGAATTAGCAGAT TTACARARTCARATL
CTATCTGGARGTAGCCACTGTCAAAT TaGCTAAAACGGTGCARCCCAATARACACAACACGCCAGARACAGCTARTCARGATGGTAGTGCAGAGGGARATCCAGAATTAGCAGAT TTACARRATCARATC

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| |

GGGCAACTGAAGARAGARCTGGCTGAAT TARRGARACACGGTGTAGCTGCCARRGARGCAGATGCGCCACGTCARCARGCACGACCACARGCGCCARRARGT TCGTTCCGTGTACCCACAGAACGCGTAT
GGGCAACTGAAGARAGARCTGGCTGAAT TARAGARACACGGTGTAGCTGCCARRGAAGCAGATGCGCCAC
GGGCARCTGAAGARAGARCTGGCTGART TARAGAARCACGGTGTAGCTGCCARRGAAGCAGATOLOECAC . oy s e s ssvsarssnnssssssrssansssssssssasssnsssssssrssntssnsnss

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

| |
ATCARGTCCTARACGAAGCGACTAGARCACATTTARTGARTGTGAAAAATGTCTGGGAAGACTTACTGCARACATTATCTGTGACTCARCGAGCGATGCTCARGGCTAGTGAACCTGTCGCAGCGAGTCC
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| |
TARGGGCATCGTGGTGGCATTTGACTATGAGATTGTTTGTGCTCGTGCARCAGACGATGARGAGATGCAGTTAGCTTTCAATAATARTTTAAGCCGTTTGATGGACTATACACCAGAGATGGTCTGCATT

1561 1570 1580 1580 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

| |
ACTAGAGARRGCTGGCCAAARCTARGACAAAGTTTTATTARCCARARTCAGGGCAGTTTGAATCATTCTGARCCTGARARTGAAATGGCTCGTCTAGCGGACGARCCGCCTGTARCARATGAACATTCAC

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1761

|
AAGARAARTCCAGTAGTAGATGARGCARTCGCTATGTTTGGTGAAGAGCTTGTCGARGTACTAGATGATTAR

Figura B.12: Alinhamento do fragmento obtido do clone 89 coEF2781.
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I

ATGARTTACATTTATTTAATTAATGARCATTATCCCTTATTARCAARATCGGARCGARARGT TGCTGATTTTATTCTTARCTCTGGAGARTCTATTATTTACAGTACTATGARTGATAT TARAACARARG

GCARGCAGCCTATATATTTTTGGTGTAGGA
CCACGATGARGTTGCTARARGTTTGATTGARGTACTTCAGTCTACTTCTTGTTTARTTARTGAARGARARAT TARCAARRAGCAATCCARCT TATTARTCARGCARGCAGCCTATATATTTTTGGTGTAGGA
GCARGCAGCCTATATATTTTTGGTGTAGGA

39 a0 aro 420 430 a4a0 450 460 a70 480 490 500 510 520
| 1
TCTAGTGGARATACTAGTCTTGATTTGGRAARGTATGTTTTTGAGGGTAGGARTACARGC TARRGCTGTATTAGATCCTCATTATCARGCTCARGTTGCTTCTTTGTTARCAGATAGAGATTTAGTTATTA
TCTAGTGGARATACTAGTCTTGATTTGGRAARGTATGTTTTTGAGGGTAGGARTACARGC TARRGCTGTATTAGATCCTCATTATCARGCTCARGTTGCTTCTTTGTTARCAGATAGAGATTTAGTTATTA
TCTAGTGGARATACTAGTCTTGATTTGGRAARGTATGTTTTTGAGGGTAGGARTACARGC TAARGCTGTATTAGATCCTCATTATCARGCTCARGTTGCTTCTTTGTTARCAGATAGAGATTTAGTTATTA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
TCTTTTCTTTATCTGGARARACARAAGATACTTATGACTCATTARARATTGCARARARTARTGGAGCARAARTACTTGCTATAACGAATTATATTCATTCACCGATAGGARAATCTGCAGATTTAGTTTT
TCTTTTCTTTATCTGGARARACARAAGATACTTATGACTCATTARARATTGCARARRRTARTGGAGCARAARTACTTGCTATAACGAATTATATTCATTCACCGATAGGARAATCTGCAGATTTAGTTTT
TCTTTTCTTTATCTGGARARACARAAGATACTTATGACTCATTARARATTGCARARRATARTGGAGCARAARTACTTGCTATAACGAATTATATTCATTCACCGATAGGARAATCTGCAGATTTAGTTTT

651 1] 670 6BO 690 F00 10 720 730 40 750 760 FI0 780
| I
ACAARCAGCAATCGARGAATTTT

ACAAACAGCAATCGARGAATTTTTAARTGGTGGTTCTTTAGCTGGAAARATTTCACARCTTTATATTTGTGATTTGTTAGTACATGAATATGARCARAATARCARGATTAATTCATTGGATTTARGAGAR
A AR G AR T G ARG AT TTT . 4 et ceeseerseerseersersserssssassssssssssssssssssetssetseerseeteeessetasstasstassssssssssstssetssetsesraces

781 790 800 810 819
I

ARAGTCTTACGTTCARTTATTGATAARAGARTTGARTGA

Figura B.13: Alinhamento do fragmento obtido do clone 105 coBEF0539.
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| !
TGCARAGARRCARRGTTAGCGGARATGGCCGCAGARARAGAGGT TARCCARACTARAGG TGARARGGARTGGTGARCCTCTTCTAGRACARATAARAGTCCTGCGATTGGTGCAT TARARGCGGCGGCTA

ATGGCCGCAGARARAGAGGT TRARCCARACTARAGGTGARRAGGARTGGTGARCCTCTTCTAGRACARATARRAGTCCTGCGATTGGTGCATTARARGCGGCGGCTA
sssssssssssssssssessssssATGGCCGCAGARARAGAGGT TAACCARACTARAGG TGARARGGARTGGTGARCCTCTTCTAGRACARATARRAGTCCTGCGATTGGTGCAT TARARGCGGCGGCTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
! !
ARCCAGCACTGGCACCACTACTGATTARRATTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGTTGAATTGARGGACCTTCACGTCCCARRAATAGCCL
ARCCAGCACTGGCACCACTACTGATTARRATTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGTTGAATTGARGGACCTTCACGTCCCARRAATAGCCL
ARCCAGCACTGRCACCACTACTGATTARRATTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGTTGARTTGARGGACCTTCACGTCCCARRRATAGCCE

261 230 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
! !
AGGACTAATCGCTRAGATCCCACCGATARATTTTTTCCARAGCACTGGARACCAGTGAATTTCTAATTGACCTTGAAGT TGTCCTTCCACTTGGGGARTGCCACTGCCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTG
AGGACTAATCGCTRAGATCCCACCGATARATTTTTTCCARAGCACTGGARACCAGTGAATTTCTAATTGACCTTGAAGT TGTCCTTCCACTTGGGGARTGCCACTGCCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTG
AGGACTAATCGCTRAGATCCCACCGATARATTTTTTCCARAGCACTGGARACCAGTGAATTTCTAATTGACCTTGAAGT TGTCCTTCCACTTGGGGARTGCCACTGCCTTTARTTGCTGRTTCGETTTTG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
ATCAGTCGTCCTARTARRTARGCARGCACGAGAGARARTAAGAACCARGGAATCATCCARARGGGTTTTTCGTGARACGTTTGATACAGATGCACGACTTGTTCGCCARTTTTTTCARTGCCTARGCGAA
ATCAGTCGTCCTARTARRTARGCARGCACGAGAGARARTAAGAACCARGGARTCATCCARAAGGGT TTTTCGTGARACGTTTGATACAGATGCACGACTTGTTCGCCARTT

ATCAGTCGTCCTARTARATARGCARGCACGAGAGARARTARGAACCARGGARTCATCCARAAGGGT TTTTCGTGARACGTTTGATACAGATGCACGACTTGTTCGCCARTT sy vssevrssssnnes

521 530 540 548

|
ATAAGC TGACARCARAGCCGACCAGGAT

Figura B.14: Alinhamento das sequéncias obtidas para os clidhes 122.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |

TTARTTCACTARATCATTCGGTARAGTTTTTTGATARATCTCTTTTTTGACTTGGTARGCGAGT TTTTCATCGGTCARARTARTGAGCACATCGCCARCATGCATARCAGTATCACCATGTGTTARRATT

13 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1 1

TCCGATTCGCCACGCCGAATGGARGTGAGCARCATTTGT TTAGGCCAGACARARTCACGTACCATCGTATCATCTARGGARCTTTCTGCAGTGATAGGTARTTCGATARTCGTTTTGTGGCCACGARTAT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |

TACTTACTTTAGARGGARCCARACGTTCTARTARGCTTTCATAART TGGCTTGCCGCCARGACTATCGATGGTARTATARCTRACTAARGCGACARCCCCTAAAGACATTARATGAGARRAAT TGCCGAC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1

CATTTCTGTTACTARARTARTCGCTGTTARCGGTGCTTTACCARTCGCAGTARARATARCCAGCCATGGCARRART TAARARAGTTTTTCACAARRATTGGATCCATCCCTACGTATTGGACAAGTAGACTG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |

CCATACAATGTTCCGATAATGGCACCTARAGT TAGAATAGGCARGARAATACCACCAGGGAGAT TCGARCCGTARGARACCATTGARARARCARARCGTARRACCAGTARGCCGACTARRGCCCARRTCG

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1

TAGTCGGTTGATTGCCTAAAGC TARAACART TTGATTCCCACCGCCARGTARATGTGGARAGARATARCCARTCGGTARAATCARARTARAAGARACARARCCATARTARTTAGARGARRGGCCTTTGAT

781 790 800 810 820 a30 840 850 860 azo 8g0 890 900 910
| |

TTTTCCATATACTTTTGGTARGGACARCARTGTTTTTTGATATATCCARCCTARTARTCCTAGCARRACGCCCAGCAGTACTAATGTCCARTAGTACTCTARAGGCARRGAT TTARCCGGACCAATATAR

911 920 930 340 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040
1 1

TGCARAGAAACAAAGT TAGCGGAAATGGCCGCAGAARARGRGGT TARCCARRCTARAGGTGARARGGAATGGTGARCCTCTTCTAGAACARRTARARGTCCTGCGA
AGAACTGGCTGCAATCCGARGAAATGCARAGAAACARAGT TAGCGGAAAT GGCCGCAGARRARGAGGT TRACCARAC TAAAGGTGARAAGGAATGGTGAACCTCTTCTAGAACAARTARRAGTCCTGCGA
ATGGECCGCAGARARAGAGGT TARCCARAC TARAGGTGARARGGARTGGTGARCCTCTTCTAGARCARATARAAGTCLTGCGA

sesssssssssssssssnssasssl L ATGGCCGCAGARAARGAGGT TARCCARAC TARAGGTGARARGGAATGGTGARCCTCTTCTAGARCARATARRAGTCLTGCGA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |

TTGGTGCATTARARGCGGCGGC TARACCAGCACTGGCACCACTACTGATTARARTTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCAT TGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGT TGART TGAAGG
TTGGTGCATTARARGCGGCGGC TARACCAGCACTGGCACCACTACTGATTARRRTTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGT TGAATTGAAGG
TTGGTGCATTARARGCGGCGGC TARACCAGCACTGGCACCACTACTGATTARRRTTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGT TGAATTGRAGG
TTGGTGCATTARARGCGGCGGC TARACCAGCACTGGCACCACTACTGATTARARTTTTTTCTTCAGACTTGGTGCTTTGCCGCCATTGACTATAGCCTTGTCCARCCACTGCACCTAGT TGAATTGAAGG

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

ACCTTCACGTCCCAARARTAGCCCAGGACTARTCGCTARGATCCCACCGATARATTTTTTCCARAGCACTGGARRCCAGTGARTTTCTAATTGACCTTGARGTTGTCCTTCCACTTGGGGAATGCCACTG
ACCTTCACGTCCCAARARTAGCCCAGGAC TARTCGC TARGATCCCACCGATARATTTTTTCCARAGCACTGGARRCCAGTGART TTCTAATTGACCTTGARGTTGTCCTTCCACT TGGGGAATGCCACTG
ACCTTCACGTCCCAARARTAGCCCAGGACTARTCGCTARGATCCCACCGATARRTTTTTTCCARAGCACTGGARRCCAGTGARTTTCTAATTGACCTTGARGTTGTCCTTCCACT TGGGEAATGLCACTG
ACCTTCACGTCCCARRARTAGCCCAGGACTARTCGCTARGATCCCACCGATARRTTTTTTCCARAGCACTGGAARCCAGTGARTTTCTARTTGACCTTGARGTTGTCCTTCCACT TGGGEAATGLCACTG

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
| |

CCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTGATCAGTCGTCCTARTARATARGCARGCACGAGAGARARTARGARCCARGGARTCATCCARRAGGGT TTTTCGTGARACGT TTGATACAGATGCACGACTTGT TCGL
CCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTGATCAGTCGTCC TARTARATARGCARGCACGAGAGARAATARGARCCARGGARTCATCCARRAGGTTTTTTCGTGARACGT TTGATACAGATGAACGACTTGT TCGL
CCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTGATCAGTCGTCC TAATARATARGCARGCACGAGAGARARTARGARCCARGGARTCATCCAARAGGGT TTTTCGTGARACGT TTGATACAGATGCACGACTTGT TCGC
CCTTTARTTGCTGGTTCGCTTTTGATCAGTCGTCCTAATARATARGCARGCACGAGAGARARTARGARCCARGGARTCATCCARAAGGET TTTTCGTGARACGT TTGATACAGATGCACGACTTRT TCGL

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1

CARTTTTTTCARTGCCTAAGCGARATARGCTGACARCARAGCCGACCAGGAT
CARTTTTTTCARTGCCTAAGCGARATARGCTGACARCARAGCCGACARGARTTCCGACGACGATGCCTTTARGGATARAGCCGATTCGEGTACCATCTARTTGTTTARTTTCATGTACATCATTATTCAT
CARTT

CARTTLLELcaatgcct aagct

B Y

Figura B.15: Alinhamento dos fragmentos obtidos para os cldaeel122 com o EF0720.
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| |
ATGEGTGARGC TARAGTARCTARRACTTTCCGATTAACAGAATTAGTGGCARGTGAT TTARGTTGTARAGATTTATTTGATGAACTTATTGCCGTTTTAGARATTTTAGATGTAGAAGT TGTTARTAARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
AARTAGTTTATTTCTATAARAGARACGTGARRAGTARACARGAARART TAGARGT TTGTTTTACTAGAGAGAGTATTCTGCACT TART TGGGATARGTTATTATGATATTARTGARAGAGAARCCTCTAR
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
GTCARGAATGARARGTARGTATGCTATTGARTTTTATAGAGACT TTAARAGARRTAART TGARCTTTTCARRATGT TGGGTAGARAGTACARGAARAGTARRRGATARGCTTCAGGTATTGARATACATT
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
| |
AARAGCATARAGACAGATGTGGTCAGARTAGGCGC TGACGGACAART TARGARCARTTCCTATGACGARCACAATCAGTACGCCTAAGATTGGT TTAGGGAT TGGCTTATATCATGATCATCCAGAATTCT
521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650
| |
CARTTCCTCGTTCTTGTTTARATCTTGC TCAGGATARAGARGCGAARCAACATACCTCGTTTCGTAACGCCTGTCGGTGTACAARARTTTGGATATAT AGAACAGGEGTACTTGGAAATTAGA
651 660 670 680 630 700 710 17

| |

AGATAGGCARGAATTTTTTARAARRATACAGGCAGAAARAAGTARGAARAAAAGARGAARAAAGTAR

AARARAGTARGAARAARRGARGAARRARGTA
trasstassarsrarsrarssesssnsssssssss IAAARAGTARGARARARAGARGAARARAGTA,

Figura B.16: Alinhamento do fragmento obtido do clonel36 coEF3146.
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| |
ACTTGCTTARCTATTCARGGTTTAGG TARATCACGTTTCCCATTTTCTCACATGATCGTTC AGARCGTTGTTTGGTGT TTTARARCGTARARGT TGAGCARCATATCCTGTCTARACATTTA
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
CTTGGCAGTTTATTTATAGARARATTGTTACTTTCCARATTTTTGTATGCTTTTTAGAAATGARRCCARGCTTATGTTTTAATGCTTCTTATGCARATCAT TRARRACGAAATCCCCCARRTTTCGCAACT
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
CTTATCATTTCAGATTGTGATGTTCGTCCARTTARAARGTGATAGTACTTCTTARCGTATCGTTATTARATTTTARATTCARAGGGGC TACTCTCTTTARTTTTGTTTCTGATTTTTTCTARARGTACTG
391 A0 410 420 430 Adiy 450 460 470 480 490 500 510 520

| I
TTATGTAAGTARTAAGTTCTATACTGGACTTGTARTAGARARTARATTTARTTCTTTACARARATTAGTATAAGAGARCCCCTTTTTTCATTCTACGACATCATTAGCTGACGATATATAGCARATTACA

CTTTTTTCATTCTACGACATCATTAGC TGACGATATATAGCAARTTACA
drasrsarsrereasteareasretstrarearteanteatsrrrsantrrrsrrrsrntrrrsrsrsrnrassssessssLITTTTTCATTCTACGACATCATTAGCTGACGATATATAGCAAATTACA

521 530 540 550 560 57672
I

|

AACTAAGTTARTGACGTAATCT
AACTARGTTAATGACGTAATCTTACTTTTTTCTTCTITTITITTICTTACTTTIT
AACTARGTTAATGACETAATCT saaessisesssssnnssnssssssasssns

Figura B.17: Alinhamento do fragmento obtido do clone 136 comegido intergénica entre o EF3145 e

o0 EF3146.
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| |
ARTACGATARARTTTTTATAGACTGTTACGTTGARRTGTTCTTCAGAGACTATTTCTTCCARTACCGCCTACTAGATAGGTGGTTTTARTCATTATTTTCGEAGETTGTGTTTTGACCARARRGTARAGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TTTARTGGATGTAGGTTCATTTRTGAGCCCATCTAGATAGRACGTTTCAGEACTTTAGTGAGECATGARACGATTCGATGCARGCATTATCTGARGGTRTCCCTTTTCGGEARCTACTCATGETARTGCE

TCAGGACTTTAGTGAGGCATGARACGATTCGATGCARGCATTATCTGAAGGTGTCCCTTTTCRGGACCTACTCATGGTARTGLT
seastrassssssrrssasssrssssssastanssssssssssess ICAGBACTTTAGTGAGGCATGARACGATTCGATGCARGCATTATCTGARGGTGTCCCTTTTCGGGAaCTACTCATGGTAATGEL

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TTTTTTTATTTGGTTCTGGTAGTCARRAGAAGTATAARCAGAGCCCTGATCACTATGCARTAGACARTCCGTTRTTTRAGGCARTTGATCARATGTATCCAGAACARARTCCGTATCTTGCTTATCACCG
TTTTTTTATTTGGTTCTGGTAGTCARRAGARGTATAARCAGAGCCCTGATCACTATGCARTAGACARTCCGTTRTTTRAGGCARTTGATCARATGTATCCAGAACARARTCCGTATCTTRCTTATCACCG
TTTTTTTATTTGGTTCTGGTAGTCARRAGARGTATAARCAGAGCCCTGATCACTATGCARTAGACARTCCGTTRTTTGAGGCARTTEATCAARTGTATCCAGAACARARTCCGTATCTTRCTTATCACTG

3/ 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |
ATGGTATAGGCGATARTTTCACCATTGTATARATCCATART TGARGACARATACARTTGCTTTTTACCARARGGCAGATAAGTARTATCTGTTACCARTTTCTTTARAGGAGCGTCTGARGARAATTACT
ATGGTATAGGCGATARATTCACCATTGTATARATCCATARTTGARGACARATACARTTGCTTTTTACCARRAGGCAGATAAGTARTATCTGTTACCARTTTCTTTARAGGAGCGTCTGARGARAATTACT
ATGGTATAGGCGATARATTCACCATTGTATARATCCATARTTGARGACARATACARTTGCTTTTTACCARARGGCAGATAAGTAATATCTGTTACCARTTTCTTTARAGGAGCGTCTGARGARAATTACT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
TATTTAGCTTGTTCTCGACARCCGTGTARGGTTGTCCCACTTTACTGCGTT

TATTTAGCTTGTTCTCGACARCCGTGTARGGTTGTCCCACTTTACTGCGTTTCTTCATTTTCACGCGACARTTCTARTGATATTTCCGCATARTCTTTTGTACGETGTTTTTATTTACTTTGTATTCCTG
TATTTAGCTTGTTCTCGACARCCGTGTARGGTTGTCCACTTTACTECAT T, sssssssssssssssssnsasssssssssssnssassssssssssassssssssstsssssssssssastssssssss

651 66O 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 770 780
! !

ATTARTCARCGCAGTAATCTTTCGATAGCCATATCGARACT TATGCTGGARGCARAGTCGACGARCAGCTTCTTCARGAGGCGTTARCTTTCCCARGTCTTTTCGATGAGTCCARCGATAATAAGTAGCT

7w 790 800 810 820 830833
| |

CGCGARATGCCGARARGTTGACACAATGCAGTARTGGETAATTTTCCTTTCAT

Figura B.18: Alinhamento do fragmento obtido do clone 144 coBEF0549.
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|
ARCGGGTT
ATGGARATTATTTACCCACCTTTAGT TGARGARGGAT TARRGTATTATCTTGAAACGACCCARCARTCGCTAGATARRAGTACTTTTTATCGT TCGATGGTAGAGAGAGGAATTATTACTGARACGGGTT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
TGCCGACCCARCAGGCARTTGARRATGGATTAGTCARGGATTACTACGAGGATCARGGGTTATCATTTGATGAGTTTTTARGAATCTATCCARTTTTTGARGAGTATGACAAGGAGTTATTTCAATGTAT
TACCGACCCARCAGGCARTTGARRATGGATTAGTCARAGACTATTACGAGGACCARGGGTTATCATTTGATGATTTTTTARGARTCTATCCARTTTTTGARGAGTATGACGAGGAGTTATTTCAATGTAT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
CGATGGTTATTGGGAGATACCTGT TGATATGARAGARAAT TTAGTTTCACAAT TGGARTCTGGCGAGT TARATTTTGARGATGCACARCARAT TCAAGCGTATCTTGAARGATCGATARGTATTGARGGAG
CGATGGETTATTGGGAGATACCTGT TGATATGARAGARAAT TTAGCTTCACAATTGGARTCTGGCGAGT TARCTTTTGARGATGCACARCAGAT TCARGCGTATCTTGARGATCGATAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
GAAGATTTATGCGTCARRATATTATTTTGGAATGTGTCGARAC TGGAGARCGTCTGTATCTCACCAGCARAARTARACGGAATARCTCTGAACGGC TAGARTTARAARAGTATTCTCCARARTTGCGCAG

ATGCGTCARAATATTATTTTAGAATGTGTCGARAC TGGAGARCGTCTGTATCTCACTAGCAARAATARACGGAATARCCCTGAACGGATAGARTTARRAAAGTATTCTCCAARATTGCGCAG
........ atgegtcaaaatatbattit . gaatgbgtegaaactggagaacgtetgtatcteac. ageaaaaat aaacggaataac.ctgaacgy.bagaattaaaaaagtatbctccaaaattgegeag

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
GCGGGCARTTTTCARAGAAGTGARATAGGTARGT GG TARARAGG TGACARRATGAGCATACCAGT TACARTCGTTTCTGGETTTTTAGGTGCTGGARARRCARCGC TARTCARTCARGCCTTGCARTTCT

ATGGECATACCAGTTACARTCGTTTCTGGGTTTTTAGGGECTGGAARRAACARCGCTGATCARTCARGCCTTGCARGTCT
ACGGGCARTTTTCAARGAAGTGAAATAG
EEE paaatag

clonel60

EF0588
Consensus

clonelb0
EF0587
EF0589
EF0588
Consensus

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| I
CACCCTATCCC TTATTATARTTGARAATGAGT TTGGTGAAGT TGGAATTGATCACAAAT TAARGGTATTARAGTAGTATGTTTAATCARRTAGARCARGATTGGATARTAGTTTATATTT
CACCCCATCCCAGGGAAGAARTTATTATARTTGTARATGAGTTTGETGAAGT TGGAATTGATCACARAT TAAAGGTATTARAGTAG

Figura B.19: Alinhamento do fragmento obtido do clone 160 coEF0587, EF0588 e EF0589.
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1 10 2022
| + = |

RI GTATTGAAGGAGGAAGATTT
EF0587/0588 AGTATTGAARGGAGGARAARTTTA
Consensus ,GTATTGAAGGAGGAAaATTT.

Figura B.20: Alinhamento do fragmento obtido do clone 160 coregido intergénica entre o EF0587 e

EF0588.

1 10 20 28

| + + |

BRI GTAAGTGGTAAAAAGGTGACAAAATGA
EF0588/0589 GGCAAGTGLGTAARAAAGGAGACARARA

Consensus ,GoAAGTGGTAAARAARGGaGACAAAA. . .

Figura B.21: Alinhamento do fragmento obtido do clone 160 coregido intergénica entre o EF0588 e

EF0589.
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| + + : +
058970590 TATATTTARTCARATAGAARCAARGATTGGATARTAGTTTATATTTTTA

BRI TATGTTTAATCAAATAGAACAAGATTGGATAATAGTTTATATTTTTA

Consensus TATaTTTAATCAARATAGAACARGATTGGATAATAGTTTATATTTTTA

Figura B.22: Alinhamento do fragmento obtido do clone 160 coregido intergénica entre o EF0589 e

EF0590.
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1
ATGTGTARARAGGGTCTGATGARAARAGGAGACATARTAGTTATTATCTTTTTARTAGCTATCTCTTTTTCTCCATATTTTA
AGATGTTCAGARTCARATGGRAARARCAGTTCACTARTTCTTARTARRAATGTGTAGARAGGG TCTGATGAARARARGGAGACATARTAGTTATTATCTTTTTARTAGCTATCTCTTTTTCTCCATATTTTA
................................................ ATGTGTAaARAGGGTCTGATGARARAAGGAGACATARTAGTTATTATCTTTTTARTAGCTATCTCTTTTTCTCCATATTTTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TTTTTTTTCACAARTARTCCATTTARCTCCARAAGT TTTGACGACACTARATATGCTGTGGTCARGATAGATGGGARAGAGAT TGAGCGTATARRTTTAGATGATTCARRAGAATTTATCARAACATATTA
TTTTTTTTCACARTARGCCATTTARCTCCARAAGT TTTGACGACGCTARATATGCTGTGGTCARGATAGATGGGARAGAGATTGAGCATATARRTTTAGATGATTCAARAGAATTTATCAARACATATTA
TTTTTTTTCACAATARgCCATTTARCTCCARRAGT TTTGACGACACTARATATGCTGTGGTCARGATAGATGGGARAGAGATTGAGCaTATARRTTTAGATGATTCAARAGAATTTATCARRACATATTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TCCATCAARRGGGCARTATARTACTATAGARGT TRARARATGGGCACGTTCGTGTARARARRGATAATAGTCCAGATCAAATTGCGGTGAAAACAGGATGGATATCAGARCCAGGGCARACTAGTATCTGT
TCCATCAAARGGGCARTATARTACTATAGARGT TAAARATGGGCACGT TCGTGTARARARAGATAARTAGTCCAGATCAART TGCGGTGAARRACAGGATGGATATCAGAACCAGGGCARACTAGTATCTGT
TCCATCARARGGGCARTATARTACTATAGARGT TRARARATGGGCACGT TCGTGTARARARAGATAARTAGTCCAGATCARRT TGCGGTGARRACAGGATGGATATCAGARCCAGGGCARACTAGTATCTGT

391 400 4a10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I

1

ATTCCTCACAGATTCATTTTAGAARTTGTTCAACARTATTCTAAGGATTATTATATTTACTAR
ATTCCTCACAGATTCATTTTAGARRTTGTTCAACARTATTCTAATGATTATTATATTTACTARRRTCATTTTTTGGCATACATGCTAARARATGATTTTTTGTARATATTTTATTGCATTAGTATCAATA
ATTCCTCACAGATTCATTTTAGARRTTGTTCARCARTATTCTAAEGATTATTATATTTACTAR. ¢ e i sisssisensasssesessossasssssssossasssasssnssasssasssnssases

521 530 540 5h0 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
I

TAGTTTAGTTTTATTTGGAAGAATGTARTARCARATATGAGATGGGATTGTCCTTATTARATARCATTCATAAATGTTATATTTTARGTGAAAGTAATGATTTACATTTARTTARRTGGAGGTTTTATGA

Figura B.23: Alinhamento do fragmento obtido do clone 176 coEF0546.
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I I
TTATTTARTACATTGAGAARTAACARTCATTTACTATTTTTTTCARTAAATAATGAARTCARRAGACT TRARACTARGGC TCCARATACTGAT TAARARAGTCCCARATARTTGAARGARARARGTCCCCTTTT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
TCTGCCATGACACCAGTTARAATCGATCCTGCAATTCCACCCACTGCATTCATCCCARARGARTCTGCAGCGTCATCARRATTTGCTATGCTTAGATGCATTATGTGARTARCARTTGGACAAAGGGTAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
ATACARTTACCGARATTAATAARCTARATGCAGGAGATACATATCCAACCGAGCARGTACTACCTACTAATCCGCCGATTATTCCATTCATTATAGARTAGATAGATACTTTTTTTATTARAATCCATTG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
GGTARARGTCCAGCTARTGCTACCGCCTAAARTTGAAATARGTGTATTTARCCAAACTTGAATGGCTTCTTCACCGATTTTTCCAGAAGGTGCCATATTARATCCGAACCATCCTARGGTARTARACAGT

521 530 540 5h0 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| |
ATTCCTACARARGCTATCATTTCTTGTGATTTARATATCARTGAATTCTTTARRCGTATTGGTGATGTTATTGCTAARACAAGACTTCCTATTCCAGCGGTAGTATGGACTACTAGTCCGCCTGAATAAT

651 BBO B0 680 a0 F00 o 720 730 240 750 760 FI0 780
| |
CCAGTACTCCCATTTTCCCTAGCCARTTTCCATGTCCCCATARCGARARGCARRTAGGTGCATARACARATACAARTCCAC AARRCARCACAATATATTTCCAATTACCTCTTTCTARTACTGA
781 790 800 210 820 830 840 850 860 a70 880 890 900 910

| I
ACCARTTATCATARTTACAGAATATARGCARRARAGTAATTGTATCAGTATAGAAACAATTTCACTAGAAGC TARGGGGCTATARARGATACTATATTGAATATTTCCAARAARACTTARTGAGTATCCT

911 920 930 990 950 960 90 380 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

|

ACARATAACCARCATAGAGTACCAGARATARTAGT TACTARACCCARART TAARGTATGATGTATATATCTGTGATTAACTAGACCARCATAGTATARAAT TRCTCCARARATCATTARCCACATARARC
GATGTATATATCTGTGATTAACTAGACCAACATAGTATARAATTACTCCARARATCATTARCCACATARAAL

.......................................................... GATGTATATATCTGTGATTAACTAGACCAACATAGTATARAATTACTCCARARATCATTARCCACATARARC

1041 1050 1060 1071
| |

ARRAGCAAACARARATARATAGGTTATTCAT
ARRAGCAAACARARATARATAGGTTATTCAT
AARAGCAAACARARATARATAGGTTATTCAT

Figura B.24: Alinhamento do fragmento obtido do clone 176 coBF0547.
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RI AGATGTTCAGAATCAAATGGARAARCAGT TCACTAATTCTTAATAAAA

EF0545_0546 AGTAARGACAAGATGT TCAGARACAAATGGARARACAGT TCACTAAT TAAAAA
CONSENSUS  ..........AGATGTTCAGARACARATGGARARACAGTTCACTAATTaaalA. , ...

Figura B.25: Alinhamento do fragmento obtido do clone 176 egi&o intergénica entre o EF0545 e o

EF0546.
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| |
ARTCATTTTTTGGCATACATGCTARARARTGATTTTTTGTAARTATTTTATTGCATTAATATCARTATAGTTTAGTTTTATTTGGARGAATGTAATARCARRTATGAGATGGGATTGTCCTTATTARATA
ARTCATTTTTTGGCATACATGCTARARARTGATTTTTTGTARARTATTTTATTGCATTAGTATCARTATAGTTTAGTTTTATTTGGARGARTGTARTARCARATATGAGATGGGATTGTCCTTATTARATA
RRTCATTTTTTGGCATACATGCTARARARTGATTTTTTGTAARTATTTTATTGCATTAATATCARTATAGTTTAGTTTTATTTGGARGAATGTARTARCARATATGAGATGGGATTGTCCTTATTARATA

131 140 150 160 170 180 190193
| |
ACATTTATARATGTTATATTTTARGTGARAGTARTGATTTACAGTTAATTARRTGGAGGTTTT
ACATTCATARATGTTATATTTTAAGTGARAGTARTGATTTACATTTAATTARRTGGAGGTTTT
ACATTcATARATGTTATATTTTARGTGARAGTARTGATTTACAZTTAATTARRTGGAGGTTTT

Figura B.26: Alinhamento do fragmento obtido do clone 176 comegido intergénica entre o EF0546 e

0 EF0547.
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| I

ATGTGTARARAGGGTC TGAT--GARAARAGGAGACATAATAGT TATTATCTTTTTARTAGCTATCTCTTTTTCTCCATATTTTATTTTITTTTCACAATAATCCATTTAR
TTACARTCCTARCTGACTATCTTGGT TTAGGAAARAT TGATATGAAGATAGGAGACGTARTARTTATTGGGATTTTGATTATTAGCTCCTTTATACCTTTATTTATTTTTTCTCT TGAGAAG===== GGG
sssssssssssssssssssssaligglaflaafaaaacTGAT, .GARaAaAGGAGACATAATAATTATTageal TTTaATaacTAgCTCeTTTacaCCaTaal TTATTTTTTeTCacaAgAAg, ... .gaa

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CTCCAARAGTTTTGACGACACTAARTATGCTGTGGTCAAGATAGAT GEGARAGAGAT TGAGCGTATARATTTAGATGAT-TCARRAGAATTTATCARRACATAT TATCCATCARARGGGCAATATARTAC
AACC ~GGARCTACTAARTATGCTGTTGTTCGAATTARTGGCAAGGAAGTAGATCGCTTTARTTTAGATARARTCAGTCATARATATGTGAA-GTATTATCCAGCTARGGGACAATATARTAT
aaCCAA, ......GaaaacACTAARATATGCTGTgGTcaaaATaaATGGcARaGAaaTaGAgChcaTaAATTTAGAT afa, TCRaaaaaflaaTATcaalA, aTATTATCCAgCaAAaGGaCARTATARTAc

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TATAGARGTTARARATGGGCACGTTCGTGTARAARAAGATARTAGT CCAGATCARAT TGCGG TGAAAACAGGATGGATATCAGARCCAGGGCARACTAGTATCTGTATTCCTCACAGAT TCATTTTAGAA
TATTGAGATTARAGATGGARAGATCCGAGATAGAGAAGATAATAGT CCTGATCAGAT TGCAGTTAGAACTGGATGGATATCARATCCTGGTCAGACTAGTATTTGCTTACCCCATAAAT TAGTTATTAGT
TATaGAaaTTAARaATGGaaAcaT cChaGaaRalaAAGATAATAGTCCaGATCAaATTGCaGTgAaAACaGGATGGATATCAaAACCabheCASACTAGTATCTGcaTaClcCAcAaATTaaTTaTaaaa

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
|

|

ATTGTTCARCAATATTCTARGGATTATTATATTTACTAR
ATTGAGAARRARGGARGTCCTGATTATTATATT TACTARTARRATCTGACTTATTTTAGAGARGTGGT TACTATTTTTAGTATTGTAAGATTACAGTAATGTCTTCTTTCTGGGTAAARCGGT TGTAAAR
ATTGagaffaffgaaacTaagGATTATTATATTTACTAR, o v ussrssssarsasssassrsssssssassssrsssssssssnsssststssassesnsssstastsassessssrstsstssnsnsss

521 530 540 550 560 570 580 590 60O 610 620 630 640 650
| |

ATCTATATTTACCAGTGTTATATTATTACCARARRGGCGCAGTGARRTART TCTGCARARAACCGT TGGGGCTCTAGGGCTCTARTGAGT TTTGTCTTTTACATATAGTGTARAGGGCAGAARARGGGAR

651 :131) 670 679
| I

ARATTTCGCATATTARAGACCATCCTTTT

Figura B.27: Alinhamento do fragmento obtido do clone 169 coEF0546.
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| |
TCACTCATCACTTTCCTTTGATTTAATTGARGARCGAATGARATGACCACTACGTCCACCATTTTTCTCTARTARACCARTGTTTGTCATTGTCATTCCTCGATCARTTGCTTTACACATGTCATARATT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GTTARGAGTGCTGCCTGCACACCTGTTAGCGCTTCCATTTCARCGCCAGT TGARCCCACTGTTTTTGTAAAGCARCGTACTTCTARARCARGTTTGATTGCGCCARTCARACTGARTTTCACACTTTGTCA
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
ARGCARCCARATGACACAARGGAATCCATTCAARCGTTCGTTTTGCGGCGG TARTCCCAGCTACTCTTGCTACCTGTAATACTTCACCTTTTTTARTCATTTGGGTCTGGATCGCTTCTGCTGTCGCTTC

GCARCCARATGACACAARGGAATCCATTCARACGTTCGTTTTGACGCGGTARTCCCAGCGACTCTTGCTACCTGTARTACTTCACCTTTTTTARTCATTTGGGTCTGGATCGCTTCTGCTGTCGCTTC
+.GCAACCARATGACACAAAGGAATCCATTCAAACGTTCGTTTTGacGCGGTARTCCCAGCACTCTTGCTACCTGTARTACTTCACCTTTTTTARTCATTTGGGTCTGGATCAGCTTCTGCTGTCGCTTE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510

| 1
CARCATGTGAATTTCTCCATAAGCGAGGGCTGTTCTTTCAGTGTCATTTTTTTCCGARATATCARCCATGTGCACTTCTCCTTGTGTATTCARGTGCGTARATTCCTTACTTTGARCCAT
CARCATGTGAATTTCTCCATAAGCGAGGGCTGTTCTTTCAGTGTARTTTTTTTCCGARATATCARCCATATGCACTTCTCCTTGTGTATTCARGTGCGTARATTCCTTACTTTGARCCAT
CARCATGTGAATTTCTCCATAAGCGAGGGCTGTTCTTTCAGTGTaATTTTTTTCCGARATATCARCCATATGCACTTCTCCTTGTGTATTCARGTGCGTARATTCCTTACTTTGARCCAT

Figura B.28: Alinhamento do fragmento obtido do clone 191 coEF4392.
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| |

ATGACARCCTGACCTARGATTAGTATGARAGTARGAGCC TGGAACARARATCACTTTGGATTTTTGTTCCAGGCTTARARATTGATAARCGGCGGGGACAGARGCAACACTACGCGTTGCTCCGATCTCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I

ACARCTTCTAAGGTGTTTTCTCGACATGCGTCTCGTCACAGTACAGCCTTCARRAGAGCTACAGCTCTAAGAGTTGCGATGTTTCACTGTGAAGCATGARCAGATGAARTCATCGTACCTACTTGGTGAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I I

GGTCCTTCGGARATARGCCGAART TGTTGAGAATCACGARGARCGTAGTGATTCGATGATGARCARTACCTACTTCGCAGAGCTCCGATCTCATCARTCTCTARGTGATARATCACTAAGAAT TGARGGA

391 a0 ai0 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |

CTTGGTCTCCARARATTAARGARCACCGGGTCCTTCARTTCTAGCATGTTCCATGCTTAGAAAT TGATGCGAACGAARCGGAGTGTAGTGTATCATGCARCATCAACTCGTTCCTCGTTGTGTTTTATGA

521 530 540 550 560 570 580 580 600 610 620 630 640 650
I I

TTTAR
CARTTTTCGGARATTTCTTCTTATTGCTGAGARACACTATTTGCAAAGCARATAGATGTTGARCAGTACCTACTTTGTTCTCGGAGTTARGCACTTCTGTCCCGACCTCTTATTACTTATCARGTTTTAR
TAA

651 660 670 6BO 690 F00 710 720 730 240 750 760 FI0 780
I |
GACTTAGACAAAAGTCTGGTCAGGC TARGCGAAGCACGTAATTTTTGTCGCTTAACTTTTTTARCTTCGATTTCTCGCTAAARARRATTATGGATGCCAGATTGTTTTTTTGATGCARGAGTGATACACT
GACTTAGACAAAAGTCTGGTCAGGCTARGCGAATCACGTARTTTTTGTCGCTTARCATTTTTARCTTCGATTTCTCACTARARARAAT TATGGATGCCAGATTGTTTTTTTGATGCARGAGTGATACACT
GACTTAGACAAAAGTCTGGTCAGGCTARGCGAAgCACGTARTTTTTGTCGCTTARCATTTTTARCTTCGATTTCTCACTARARARAAT TATGGATGCCAGATTGTTTTTTTGATGCARGAGTGATACACT

781 790 800 810 820 830 834
| 1
TGARRARGARGTATTGTGTARACGT TAACARATGTCARATGTGAGGTGGAGAR
TGAARARGARGTATTGTGTARACGTTAACARRTGTCARATGTGAGGTGGAGAAR
TGAARARGARGTATTGTGTARACGTTARCARATGTCARRTGTGAGGTGGAGARA .

Figura B.29: Alinhamento do fragmento obtido do clone 191 coregido intergénica entre o EF1391 e

o0 EF1392.
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| |
AT TTTATGACGGACTGCCAGTTCATGACTATACARCARRATTTTCTGTGTCGATTGTCTATGCTATTCTTGCATCARTTGCCATGRAACTTTTTCTATCAARCCAGGARRTATTTATTCCAGTG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GCTTARCAGGCTTGGCACARATTTTARCAACCCTCTCARCARRARTTGTCGGTTTTARTGTGCCTGTCTCCATTACATTGTATCTTTTARRCGTGCCGTTATTCTTTATTGCGTGGARARARATAGGTAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
GARGTTTACAATTTTTACTTTCATTACCGTGACTTTARCTTCATTATTTATGCATATTGTTCCGCARACGGTGATGACCCARGATCCARTTATCTGTGCTATTTTTGGTGGGGCGATTTCTGGATCAGGA

391 400 qa10 420 430 440 450 460 q70 480 490 500 510 520
| |
ATTGGTTTTGTCTT GEGGTTTCTTCTGGGEECTTAGATATTTTARGCATTACCAT TCGGARAARRACGGGGCGTTCCGTTGGCTCGATTTCARTTTATTTTAACGCACTARTTGTCTTCGTTG
521 530 540 5h0 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| |
CAGGTTATTTATTTGGCTGGCAGTACATGTTCTACAGTGCGTTATCARTTTTTGTAAGTGGGARGGTCACAGATGCCGT TTATACTAAGCAAARGARRATGCAAGT TATGATTGTCACTAAAAACCCAGA

CAGATGCCGTTTATACTAAGCARARGARRATGCAAGT TATGATTGTCACCAARAACCCAGA
sesessasssssesstsasssesesntsasesssssntsssssssssnssasssssesnssssssssess CHGATGCCGTTTATACTAAGCARARGARRATGCARGTTATGATTGTCACCAARRACCCAGA

651 :120) 670 68O 690 F0i 10 720 730 F40 750 760 el 780
| |
TCGAGTCGTGGATGAGATTCAARAGARARTGCGCCGCGGTATTACAATTATTCATGAAGCGGARGGGGCGTATCGCCACGACCGCCARACTGTTCTGCTARCTATTGTGACACGCTTTGAGTTGCCARGT

TCGAGTCGTGGATGAGATTCAARAGARARTGCGCCGCGGTATTACAATTATTCATGAAGCGGARGGGGCATATCGCCACGACCGCCARACTGTTCTGCTAARCTATTGTGACACGCTTTGAGTTGCCARGT
TCGAGTCGTGGATGAGATTCAARAGARARTGCGCCGCGGTATTACARTTATTCATGAAGCGGARGGGGCATATCGCCACGACCGCCARACTGTTCTGCTARCTATTGTGACACGCTTTGAGTTGCCARGT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 a70 879

| 1
TTRAGARGCAGCCATGARAGAAAGTGATCCGARTGCCTTTGTCAGCATCTCAGATAATGTTAARRATTTTAGGACGT TTTTACGAAGARGAT TACAAATAR
TTRAGARGCAGCCATGARAGARAGCGATCCGARTGCCTTTGTCAGCATCTCAGATAATGTCARAATTTTAGGACGT TTTTACGAAGARGAT TACAAATAA
TTRAGARGCAGCCATGARRGAAAGCGATCCGARTGCCTTTGTCAGCATCTCAGATAATGTCARRATTTTAGGACGT TTTTACGAAGARGAT TACAAATAA

Figura B.30: Alinhamento do fragmento obtido do clone 192 coEFA4966.
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I I

RI
1965.1966 TTAAAGGGTTACCCCTTTTARARTCTCGTTTGCGGCAGCTTCATCTGTGATGAGCCACGTTTGTTTTGGTGCATTTTTCATATATGCGCGAATGGCTTTGGCTTTCGTTTTGCCGCCCGCARTTGCGACG
CONSENSUS 1 rnvrrsrrensrssssssssssressssssssssentsessssssssseesssssssssssstessssssansreesssssssssenssessssssantressssssersresssssssresnsrsess
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
RI
1965.1966 ACATAGGGARTTTCTTGTARGTTTTTTARTTGARGGCCARTTCGTGGAATTTTATAGACCACTTTTCCTTCTTCATCAARAGARATARCCARACGATTCTGCCACGGCATTTTTTTGTTTGAGCATARCCA
CONSENSUS 1 rnvrrsrrensrssssssssssressssssssssentsessssssssseesssssssssssstessssssansreesssssssssenssessssssantressssssersresssssssresnsrsess
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
RL
1965.1966 TTTCGTCATCAGACATTTTTCGECGTGCCGCCATGTGCARCGCTCGACCAATACTGTGCACCACACAGTTGGCATGACTAATTARCGTARGAACTTCTTGAATCGAGGETTCTTGTARTAAACTATTATA
CONSENSUS  1rnvrrsrrensrssssssssssressssssssssentsessssssssreesssssssssssssessssssansreesssssssssenssessssssantressssssersresssssssresnsreess
391 a0 a1o 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
RL
1965.1966 CGTTTCACGACTCAATTGTTCTGGGACATATARCGCCCGGTAGTTACCACCCGTTTTGTTGGCCATTACAGCACTAATTGAATTGGCTTGGACAGARACTGCTTCACCARTCCCTCCTCTGECTGGAACA
L T
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
RL
1965_.1966 AACARATTATGACGTTTTTCAGTTTCTAGTGATCCCATATTTTCGGCCACCATGGCCATTGTTGTCCCACCCATARCCGCARTTGTATTCTCACCATTTGGTARGAGTARAT TCAGCGTATTGGTTAAGA
L T
651 660 670 680 690 00 710 720 730 240 790 760 FIo 780
1 1
RL
1965_1966 CATCTCCARAGTCCGARRGARCTTTCTTTTGGATATCACTATCTCCTGCAACARCGATACAACGT TGARTGCCARRGTACTGTGTCATTTCTTTTTCGATTTGGTGCATGCCARGCART TGATTCATGAC
DO EIIEUS 4 hassaa st s stasstnsssetssetssessssssstssstntstatttsstssstssstetssetssetssttssttsstststatstatissstssstststetstetssttssttsstssssasss
781 790 800 810 820 a30 840 850 860 a70 8a0 890 900 910
1 1
RL
1965_1966 TAATTCTARGCCTTGGTAGACTTCCARACCGCGTTCTGTTAATGTCATCCCGCTTTTTGARGGT TCARTCAGGTTGAGT TGCTTTARARCATCTGTTTCTGTACGCARGACTCGCTCTGTARTTCCCATC
DO EIIEUS 4 hassaa st s stasstnsssetssetssessssssstssstntstatttsstssstssstetssetssetssttssttsstststatstatissstssstststetstetssttssttsstssssasss
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
RL
1965_1966 GTTTCTGATAAACTTCTACGTCCAATAGGT TGCATCCARTARATATTGCGARGAATTTGGAATCTTTCTTGTARTACATCGAGCATATCTGGAGCARCTGCTTCAATCATTTTARRTTCTTTTAACATGA
CONGEIBUS 4 tssss000000080088000008008808880888008+8888888008008800088080tt8ts0808080000t008800080ianttstsstssanstostssssssttsnssssssssssnssnnss
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
RL
1965_1966 TGCGCTCCTTTTGTGGGTCGRAAATATGTCCARGTAAGACTGARARCGACCTATGAACTTTAARARARTAGARTTGATGTTCGTTTTTCCTACTATTTATTCATARCAGTATTARARGTACTTATCARTTA
CONGEIBUS 4 tssss000000080088000008008808880888008+8888888008008800088080tt8ts0808080000t008800080ianttstsstssanstostssssssttsnssssssssssnssnnss
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1
RI CARAGCATTCGTTTGCGAGARACARTAGCGACTTATTTCCGARTARTTAGATT
1965_1966 CACACTTAGTGTACCAGTTTTTTTGGGTCTTTTCARTARRARTGATTCTTTTTTCATCGTTTTCTTTCARATCCARACARAGCATTCGTTTGTTAGARACARTAGCTACTTATTTCCGARTARTTAGATT
CONSENSUS  tieeiiseresssossssssssssossssssssssnssssssssssnssssssssssnssssssssssnssssssss CHAAGCATTCGTTTGegAGARACARTAGCEACTTATTTCCGARTAATTAGATT
1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
| |
RI TARTTARACCARARGCARAGGARATCACGARCGTCTTTCARTTARCTTCTTGTTTARRTGGGAATTTCAGGTCCTCACACARRGCATTTTTTTACTTATTTTTL ARC TAGACAC
1965_1966 TAARTTARACCARARGCARAGGAATTCACGARCGTCTTTCAATTARCTTCTTGTTTARATGGGARTTTCAGGTCCTCTCACARAGCATTTTTT-ACTTAT ARC TAGACAC
C TARTTARACCARARGC TCACGARCGTCTTTCAATTARCTTCTTGTTTARRTGGGARTTTCAGGTCCTCACACARAGCATTTTTT.ACTTAT ARC TAGACAC
1431 1440 1450 1459
| I
RI AGCCATTCTCTCGTTGCTTCATATCCTT
1965_1966 AGCCATTCTCTCGTTGCTTCATATCCTTT

Consensus

AGCCATTCTCTCGTTGCTTCATATCCTT,

Figura B.31: Alinhamento do fragmento obtido do clone 192 comegido intergénica entre o EF1965 e

0 EF1966.
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| |
CCGCATCACGCTTACACGCTGTTCGCTATATGARAGAAT TTARAAARTATATAGCGARCARAGGT TATAATGATTTGARTGTGTTGGTTGCTTTTTCTGATTTRGTAGTAGATGGAGAGACTGAATATAL

AARARTATATAGCGARCARAGGTTATAATGATTTGARTGTGTTGGTTGCTTTTTCTGGT TTGGTAGTAGATGGAGAGACTGARTATAC
wrtrrressesrrasrrerrensssssrrrrensesesssssHAAARTATATAGCGAACARAGGTTATAATGATTTGARTGTGTTGGTTGCTTTTTCTGGTTTGGTAGTAGATGGAGAGACTGAATATAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
AGAARACGARGATGAATGTCACARARTCTGGTGAGARTGT TCGGGAGAATCART TARAGGARGCTTTCCATACAGATARTTTTRATATCTTGATTGTTGCTGARARATATCAAACGGGTTTTGATGARCCG
AGAAACGARGATGAATGTCACARAATCTGGTGAGAATGT TCGGGAGAATCAAT TARAGGARGCTTTCCATACAGATARTTTTAATATCTTGATTGTTGCTGAARARATATCARACGGGTTTTGATGARCCG
AGAAACGARGATGAATGTCACARARTCTGGTGAGARTGT TCGGGAGAATCART TARAGGARGCTTTCCATACAGATARTTTTRATATCTTGATTGTTGCTGAARARATATCAAACGGGTTTTGATGARCCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
TTGCTGCATACCATGTTTGTCGATAAGARGT TARAGGGTGTTAAAGCTGTTCAGACTTTATCACGACTCAATCGARCARTGLCTGGGARGAAGGATACCTTTATTCTTGATTTTGTARATGATGTTGARG
TTGCTGCATACCATGTTTGTCGATAAGARGT TARAGGGTGTTAARGCTGT TCAGACTTTATCACGACTCGATCGARCAATGCCTGGGARGAAGGATACCTTTATTCTTGATTTTGTARATGATGTTGARG
TTGCTGCATACCATGTTTGTCGATAAGARGT TARAGGGTGTTAAAGCTGTTCAGACTTTATCACGACTCaATCGARCARTGCCTGGGARGARGGATACCTTTATTCTTGATTTTGTARATGATGTTGARG

391 A0 410 420 430 dadi 450 460 470 480 4930 500 510 520
1 1
ATATTGAAGCTGCTTTCCARCCCTTTTATGARCAARCARRTTTGAGAGARGARATCARTGT TARCTTGATTTATGATACTCARAGCARGCTACGARRRTTTARTGTTTACAATCARGGTGATATTGRACG
ATATTGARGCTGCTTTCCARCCCTTTTATGARCARACARAT T TGAGAGARGARATCAATGT TAACTTGATTTATGATACTCARAGCARGCTACGARARTTTAATGTTTACAATCARGGTGATATTGAACG
ATATTGAAGCTGCTTTCCARCCCTTTTATGARCAARCARRTTTGAGAGARGARATCARTGT TARCTTGATTTATGATACTCARAGCARGCTACGARRRTTTARTGTTTACAATCARGGTGATATTGRACG

521 530 540 550 560 571
| 1
TGTCATGARRTTGGTGARACAAGCCCARRAGCAACAGAATGAGCGCTTGCT
TGTCATGARAT TGGTGARACARGCCCARRAGCARCAGARTGAGCGCTTGL
TGTCATGAARTTGGTGARACAAGCCCARAAGCAACAGAATGAGCGCTTGL .

Figura B.32: Alinhamento das sequéncias obtidas para os citesl52.
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1 1

clone7?3
HT0SSA0023 GTGATARARAATARAGARATTARTTTTGAACAAGATATAGARGCGAGTCTAGT TCAGTACGGGGGATGGGAGTCAGTAAGATTTCARGATACTCATTACGATGCAAATATCGCACTCGATCCAACAGTAT
CONSENSUS 1 ieetsansasssssstssssesssstssessstssessstssssssstsssssstssssssetsssstssisstsssiisssssisssssssisssssasissssastsssssatsssssansssssnnss
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
clone?3
HT09SA0029 TATTAGAATTTGTAARACARAC TCAACCAARAAAT TGGAAGCGATACGTATCARTCTATCGTACAARATGCAGARCAGAAGT TTTTAAARCGACTARATGARGARATCACARATCACGGCATCTTACATGT
onsensus P
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
clone?3
HT09SA0029 CCTTCGTARAGGTATCAGAGATCGAGGAGTCTCTTTTARAGTTGTTTACTTTCAARCCTGCATCATCTTTAARRTACAGAARATATAAAARATTATGAAGCTARTCGTTTTCARTGTGTGCGACAATTTCAR
CONSENSUS  ciccsssesccssssssocsssssacsssssocssssssassssssscsssssacsssessosssssssssssssscsssssacssssssanssssssssssssanssssssassssssansssssnnss
391 ao0 a1o 420 430 aao aso 460 azo aso aso 500 510 520
1 1
clone?3
HT09SA0029 TATAGTAARTAAGTATAGAAACACTATTGATATGETGTTARTGATTARTGGGATTCCTCTTGTTGCATTAGARCTTAARARTCAATATACAGGCCARARTGTGEAACATGCGAGAT TACART TTGARCAAG
CONSENSUS  ciccsssesccssssssocsssssacsssssocssssssassssssscsssssacsssessosssssssssssssscsssssacssssssanssssssssssssanssssssassssssansssssnnss
521 530 540 550 S60 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
clone?3
HT09SA0029 ATAGAGATCCARAGGARTTARTTTTTCARTTTARCTCTCGATTCTTAGTCTATTTTGCAGTAGATCATTTTAATGTGTTAATGACAACAAAAC TCGCAARAGEGAACACT TACTTTCTGCCATTCGATCA
Consensus P
651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780
] 1
clone?3
HT09SA0029 AGGATCTARTGGTCCTGGTCGTGTTGEAGGTGCAGGARATCCATCTAATCCATCTGGATACCCTACTTCTTATTTATGGGAGAATGTACTCACAAGCTATCARTTATTGGATATTTTTGAAAGGTTTATG
COMSENSUS 1o crrocrssssssssssssssssssssssesssessssssssssssrsssrassrassresssssssssassssssessssssssssresssssssssssssesssesssssssssssssressnnss
781 790 800 810 820 830 840 850 860 az7o 880 890 00 910
1 1
clone?3
HT AATTT TACTAATTTTTCCACGTTATCACCAACTGGATGTTGTGAAARAATTAATATCAGATACTCAGCACCATGGTCCTGGARAGAATTATCTCATTCAACATTCTGCTGGTT
COMSENSUS  +0rocrracrssssssssssssssssssssssssssassssssssrsssssssrassrassressassssssassssssssssssstassrssssssssssssssesssassssssssssssssessanss
911 920 930 940 950 960 970 aso 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
clone?3
HT09SA0029 CGGGTARGTCTARTAGTATTGCTTGGTTGGCATACCATCTCGCTTCCTTGCATAGTARTGAGGATCAACCARTCTATTCATCGGTCATTGTTGTTACAGACCGTACTGTTTTAGATCGCCARCTTCAAAR
ONSEIIEUS et eee o ee e eeceee e e e e s e e e m e e m e e ee e e e e e ea e eaa e ean o ean e e e ae e te e e e e — et e e ——anoeaa oo n
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
clone?3
HT09SA0029 TACATTAATGAGTTTCGAGCATACTGTTGGGCAAGTCGARACTATTGGAGATARTARRACTTCTCAAGAT TTARARACAGC TATARATGACCARARGAARATTATTATTACTACATTACAGARGTTCCCA
ONSBIIEUS o ee e eee o eeceee e e e e e e s e e m e e s o e e e e e em e e aa e ee o ean o eae e e e e e ae e e et e oo ———n——an o oaann
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 12a0 1250 1260 1270 1280 1290 1300
clone?3
HT09SA0023 GTAATTTATGATGAAATAGATARTACAGCAGGTAGAAGT TTTGCGATTTTGGTCGATGAAGCGCAT TCTTCTCAARL AGTGCACAAAAAT TARAACATGCG T TAGCAGACARAGARGCTTCTT
Consensus .- -- .- P .-
1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410
1
clone7?3
HT09SA0023  TAAAGGAATACCAAGAATTTGARGAARGCGT TGARGATCAATCGCTAGATGACCAAGATCAAAT TGTTCAAACAT TACTGTCCCAAGG TCARCACGACARCTTAAGTTTTTTTGCTTTTACAGC TACACC
COMSEMSUS et c ceec cee o eeeceee o ee e ee e ee e e e e e e e e s e eem e ee s me s ee s eae esmm eemm eem e e em e eem e e e e e e e e e et et ee e e — ..o ——a
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1
clone7?3
HT0OSSA0023 GARAGAGARAACGAT TGAARTGTTTGGAACARARCAAGCAGATGGGTCCTATCATCCATTTCATATTTATAGTATGAGACARGCCAT TGAAGARGGATTTATTCTARACGTTTTACARRATTATATGACA
ONSEIISUS et eeeceeceee e e e e e e e s e e e e e s e e e e e e e em e e e m e e ean o eam e e e e o e ee et e e e e e ——aaoaae oo an
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1
clone7?3
HT0SSA0023 TACARCACTTCCTATARAATTGCGAARTCGATTGARGARGACCCAGAATTGCCARARRCAGAAGCAGT TCGAGCTATCGCTARATATCARTCTCTTCATCCTTGGGTACT TAGACAARRAGCCGAGATTA
CONSENSUS 1 ieetsansasssssstssssesssstssessstssessstssssssstsssssstssssssetsssstssisstsssiisssssisssssssisssssasissssastsssssatsssssansssssnnss
1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1
clone?3 AAAAATATATAGCGAACARAGG
HT09SA0029 TGATTGAACAATTTAGATCAGTGACAC AGTCCARGGT! AATGATTGTGACAGC TTCACGACTCCACGCCGTACGGTATATGCARGAGT TCARARAG TACATCARAGARARAGG
CONSENSUS  tieesssssasssssssastsstssstssstisstissssssatsssstssasisssssstsssssatssssssstssssassssssansssssssanssssssansssssassslAAfflaTAcATaaaaalalAAGG
1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
]
clone?3 TTHTHHTEHTTTEHHTETETTEETTEETTTTTETEETTTEETHETHEHTEEHEHEHETEHHTHTHEHEHHHEEHHEHTEHHTETEHEHHHHTETEETEHEHHTETTEEEEHEHHTEHHTTHHHEEHHEET
HT09SA0029 HTHEHEEGHTHTEEHTETGTTHETEGETTTTTEHEETHETETHGHHEHTEHTEEHHTTGHHTHTHEHEHGEEGHHEHTEHHETTHHEHEHTTETGEHEHHEEEHTI TCARCT!
Consensus alAcAagGATaTGaATGTGTTaGTeGCTTTTTCaGGTacgGTAGAAGATGaaGaaAc TGAATATACAGAaaCGAAGATGAACgTaACAaAaTCT! C: TCARCT.
1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
clone?3 TTCCATACAGATARTTTTARTATCTTGATTGTTGCTGARAARTATCAAACGGGTTTTGATGAACCGTTGCTGCATACCATGTTTGTCGATAAGAAGT TARAGGGTGTTAARGCTGTTCAGACTTTATCAC
HT09SA0029 TTTCATAGTGARGACTTTARTTTATTAATTGTCGCAGARAAATACCAAACGGGAT TTGACGAACCTTTACTTCATACAATGT TTGTCGATAAGAGAT TACGCGGAGTARABGCAGTCCARACATTGTCTC
= TTcCAT! TTTARTaTaTTaATTGTcGCaGARAARTACCAAACGGGaT TTGACGAACCETTaCTgCATACAATGTTTGTCGATAAGAaaT THaacGGaGTaAAaGCaGTcCAaACaTTaTCat
2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
clone?3 GACTCGATCGARCAATGCCTGGGAAGARGGATACCTTITATTCTTGATTTTGTARATGATGTTGARGATATTGARGCTGCTTTCCARCCCTTTTATGAACARACARATTTGAGAGARGARATCAATGTTAR
HT09SA0029 GCCTCARTCGTACTATGCCTGGARRARCAGATACTTITTATTCTTGATT TTGTARATACAGCAGARGAARTATATGAAGCATTCCAACCTTTTTACGAAGCAACTTCTCTARRAGAAGARATTAATATTAR
Consensus GaCTCaATCGaACaATGCCTGGaAAaRaaGATACCTTTATTCTTGATTTTGTARATaaaGeaGARGAaAT agAaGaaGCal TCCARCCETTTT TeT. TcARTaTTAA
2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 1
clone?3 CTTGATTTATGATACTCAAAGCARGC TACGARAATTTARTGTTTACAATCAAGGTGATATTGAACGTGTCATGAAART THGTGAARCAAGECCARARGCARCAGARTGAGCECTTGE
HTOSSA002S  TTTAATTTATGATACACAGAGTARRC THCGTARRT TCCATATATACARTGATGATGATATTCARRCAG TARTGARRT TARATCG TCARGCARRNCARRAGC ARRATGATCART TACTTGGTCGATTGAGT
onsensus cTTaRTTTATGATACaCAaAGCARAC TACGAAAAT TcaATaTaTACAATeAaGaTGATATT, TaATGAAATT. ATGAgCaaTTaC, PO
2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2aa0 2450 2460 2470
] 1
clone?3
HT09SA0029 AGCGTGTTACGCCCCGTTATTAGTAGATACAGTGACCTACCAGAAGATGTTCARTACGATTTCAGAGT TACACTARGGARCT TCAACARATGGTATARCTATATCGCTCARATTGATCGTACTTTTGATA
COMSENSUS 1\ ocrracrssssssssssssssssssssssessrsesssessssssssrsssrassrassresssssssssassssssssssssstasssesssssssssssssssssesssessssssssssessnsss
2471 2aso 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
1 1
clone?3
HT09SA0029 AAGAGTTACTAGAAGAAAGTATTTTCACTGGTTTCTTGTTARAATTTATTCCTGARRRACAACGCAACTATATCGATAT TGAAGACARAGTARAGTTAGARTACTATARATTGCAGGARGATTTCARAGG
Consensus .- - .- .- P .-
2601 2610 2620 2700 2710
1
clone?3
HT09SA0029 AGATATAGCACTCGTCAATGAAGATGTAGARAATGGGCAATTGGCTCATCCTTCAGARGTGAATGCAACTGTTAGACCTGAAGARGAATACGATTCTTTARATGAAAT TATACACAAAATCARTGAACGT
onsensus
clone?3
HTO9SA00Z2I
onsensus
clone7?3
HTO9SA00Z2I
Consensus
2991 3000 2010 2020 2030
1 1
clone7?3
HT0SSA0023 TAGATGGCTACGATCACAARAAGCAGATAATTTTGCTTAR
CONSENSUS  cecceecceeceeecaaccascnascnascensennnennn

Figura B.33: Alinhamento dos fragmentos obtidos dos clones ¥32ecom o SAS0025.
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pcflo
clone27
Consensus

pcflo
clone27
Consensus

pefio
clone2?
Consensus

pcfl0
clone27
Consensus

pcfl0
clone27
C

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
1

AGAGACAGTCTTATATATTGTTTARTAGATARTTACTTTACTARAATAGGATARATTCARTCAGARATGTATACTTTGTARGGARARARTCATAGCTGTTTTAGGATATTATTTGCTATTTTATGTATTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I

1

ATGTTTGTATACAARARGTCTCTGAT TGARAACARTTATTTAARATATTTCGTGATARATGGTCCATTTGATTTTTATARTTTTCTTAGGAT
TACTGTTTGTGTTTGGATTAGGGATAGARACTTTTTCAATGT T TGTATACARARAGTCTCTGAT TGARAACARTTATT TAARRATATTTCGTGATARATGGTCCATTTGATTTTTATARTTTTCTTAGGAT
...................................... ATGTTTGTATACARARAGTCTCTGATTGARRACARTTATTTRARAATATTTCGTGATARATGGTCCATTTGATTTTTATARTTTTCTTAGGAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 S0 510 520

I 1
CGTGTTCTTTATARTGATTATTATAGGTTTTCTGTTCCARGCARGARGGTTTGTTGATATTGGGTGGTCGARRTTTGTAGCTTTACTARGTCTGTTACCGTTAGTTGGTATTATCACAACAGGGATTTGT
CGTGTTCTTTATARTGATTATTATAGGT TTTCTGTTCCARGCARGARGGTTTGT TGATATTGGGTGGTCGARRTTTGTAGCTTTACTARGTCTGTTACCGTTAGTTGGTATTATCACAACAGGGATTTGT
CGTGTTCTTTATARTGATTATTATAGGTTTTCTGTTCCARGCARGARGGT TTGT TGATATTGGGTGGTCGARATTTGTAGCTTTACTARGTCTGTTACCGTTAGTTGGTATTATCACAACAGGGATTTGT

521 530 540 L] BE( 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1

|
TTATTTARAARGGGARARGATARTARRACAGATAGCAGTCAAGTTTCTTGA
TTATTTARAAAGGGARARGACAATARAACAGATAGCAGTCARGTTTCTTGATTGCTATCTGTTTTATTTATTARGAGTATTGTCTATTARATGARTGACARGAACT TGCATTGTARGCAGCTTGAATCGC

pcfl0
clone2?
Consensus

pcfld
clone2?
Consensus

TTATTT ' TRAAACAGATAGCAGTCAAGTTTCTTGA, |

651 (1] 670 680 690 700 710 F20 730 740 750 760 7r 780
I 1

Figura B.34: Alinhamento do fragmento obtido do clone 27 cogenepcfW.

Clonel84: 1

aaatattca?caattca aatt?a?ccaatttc ttaaatgatatttttcta aaa?a?t ]
CELTECELTTEE TP ET e e r e e e et Ty

shjct: 38293 aaatattcagcaattcagaattgagccaatttogttaaatgatatttttctagaaagagt 38234

Clone184 ® 51

???tga taaagrgaaaaararagrgacgartootttagaaacatacaaacaaaaagteg 120
[ I? I?I I | I?

shjct: 38233 gggtaagtaiagtgaaaaatatagtgacgattgotttagaaacatacaaacaaaaagteg 38174

o L e e e o
TOtcadaagrorttgr

shjct: 38173

Tattaracrgttgottttgatggragggacatttttggoaatrga 38114

Clone184 - 181 attat??ﬁ;??attctnnnnnnn????aaccaa Caaagaaaccatcoct 2209

shjct: 38113 attatgaagggattcrtaaaaiaagaggaaccaageaaagaaaccatact 38065

Figura B.35: Alinhamento do fragmento obtido do clone 184 umguéncia do genoma da estifpe

faecalisOG1.
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APENDICE C: Comunicac&o oral

Este trabalho foi apresentado, na forma de comunic@o oral, no “20th

International ICFMH symposium - FoodMicro 2006 — Fmf safety and food
biotechnology: diversity and global impact” em Bolmha, Italia.

Ruivo, M.; Ribeiro, T., Abrantes, M., Lopes, MFS; Evidence of cross-transmission
of vanA-carrying E. faecalis between dairy food products and Humans.
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EVIDENCE FOR CROSS-TRANSMISSION OF vanA-
CARRYING E. faecalis BETWEEN DAIRY FOOD
PRODUCTS AND HUMANS

Marta-Buivo

31st OF Augus

italy, Bologna

Enterococcus

= Genus recognised since 1984
= Currently there are 37 species of Enferococcus.
= Most common species: E. faecalis and E. faecium

* Enterococi are widespread in nature, being able to persist and grow in harsh
environments.

= Are part of the normal flora of the gasirointestinal tract, the urinary tract and
the oral cavity of humans and animals.

= Enterococci also play a important robe in the ripening of raw mik cheeses,
contributing to their typical taste and flavour.

= Can also be found in fermented meat products.




Enterococcus

Enterococci have been recognised as pathogens for a long time,
being one of the most important nosocomial pathogens.

Enterococci:

= Are the third leading cause of bloodstream infections;
= Are the fourth leading cause of urinary fract Infections;
= Cause 10-15% of infectious endocardites;

= Are related to many tissue and wound infections.

Enterococcus

VRE - Vancomycin Resistant Enterococci

There are 6 different resistance phenotypes: VANA, vang. VanC, VanD, VanE, VanG

|

High leved resistance ( 64-1000 mag/L)

: I I vanH l.ranA vanx I va.ri'r' L-'anZ
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Background study

In a previous study:

1. It was observed that none of our sirains were resistant to vancomycin.
2. Most of the strains camied the vand gene.
3. The majority of strains were E. faecalis.

Ribeiro et al, "WVancomycin-susceptible dairy and clinical enierococcal isolates carry vand and
vanB genes”, Int. J. Food Microbiol. In press

Molecular Typing

PFGE — Pulsed Field Gel Electrophoresis

= Considered the “Gold Standard”
= Allows clear separation of large DNA fragments ranging from 10 to 800 kb
= Data can be analysed using a commercial available sofiware.

= |n this study fotal DNA was digested with restriction enzyme Smal.
= The data was analyzed using Bionumerics (Applied Maths)

Interpretation of results:
1. Same Pattemn — same sirain
2. Less than 6 bands difference — sirains are related
3. More than 6 bands of difference — strains unrelated




Molecular Typing

MLST — Multi Locus Sequence Typing

Based on the identification of alleles from DNA sequences of intermnal
fragments of 7 housekeeping genes:

gdh — glucose-B-phosphate dehydrogenase

gyd — glyceraldehyde-3-phosphaie dehydrogenase
p=iS — phosphaie ATP binding casseite fransposter
ghi — putative glucokinase

amE — shikimale S-dehydrogenase

xpf — xanthine phosphoribosyltransierase

yigl — acetyl-coenzyme A acelyliransierase

The different sequences are assigned as alleles. The alleles of the seven
genes result in an allelic profile which defines the Sequence Type (ST) of
the strain.

Molecular Typing

v biwarmat Brins el b upbeirn

DTS kAL YEIE

CATARASES
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Strains in study

Total of 15 Emerococcus faecalis isolates

= b from dairy products (milk and cheese)*
= 7 from human infections (Several Porfuguese hospitals)
= 3 from veterinary infections

*Isolates from 3 different RDO (Registered Designation of Origin)

Realstance
Phatuiypﬂ_.
CM, i, DA, MY, E, Sp, CT, PB. RD, Met, CRO, Ba
CN, K, Ned, Ted, Oud, DA, MY, E, Sp, CT, PB, Cip, Nor, SxT, RD, Mef,
CRO, Ba

CH, K, Ned, Tet, Ond, Clor, D&, MY, Sp, CT, PB, Cip, O, Enr, SxT, RO,
AmL, Amp, P, Met, PRL, Imp, CFP, CRO, Ba

CH, K, Met, Tet, DA, MY, Sp, CT. PB, Mel, CFP, CRO, Ba
CN, K, Net, Tef, Out, Clor, DA, MY, E. Sp, CT, PB, RD, Mel, Ba

CH, K, DA, WY, CT, PB, RD, Met CFP, CRO, Ba
CH, K, Tet, Oud,Clar, DA, MY.E, Sp, CT, PE, Cip, RD, P, Met, CRO, Ba
CN, K, Ted, Dxt, Clor, DA, MY.E. 3p, CT, P8, RD, Met, CFP. CRO. Ba
CH, K, D&, MY, CT, PB, Of, Met, CFP, CRO, Ba
CN, K, Tet, Ood, Clor, DA, MY .E, Sp, CT, PB, Met, CRO, Ba
CH, Tel, Oud, DA, MY, CT, PB, RD, Met, Ba
CH, K, DA, MY, CT, PB, Met, CFP. CRO, Ba

CH, K, Nel, Tel, Oxd, DA, MY.E, 3p, CT, PB, RD, Ami, Amp, P, Mei, PRL,
Imp, CFP, CRO, NI, Ba
CM, K, Net, Tet, Oud, DA, MY .E. Sp, CT, PB, Cip, Nor, Ofl, Enr, 5xT, RD,
Amil, Amp, P, Met, PRL, imp, CFP, CRO, Nf, Ba
CH, K, Net, Tet, Out, DA, MY.E, Sp, CT, PB, Cip, Nor, Ofl, Enr, RD, Am,
Amp, P, Met, PRL, Imp, CFP, CRO, NI, Ba
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We have 12 PFGE types;
10 comespond to single strains;

PFGE Type 4 - 3 strains { 2 clinical and 1 from cheese) S5THS
PFGE Type 5 : 2 strains from cheese ST 21

Results

Comparison with MLST daiabase:
ST
- Hofland from 1006 — Cow milk
- Spain from 2001 - Pig faeces 2 cheese strains
= Spain from 2001 - Human faeces
= Spain from 2001 - Human faeces

= Spain from 2001 — Human blood i =
Sp ) . 2 Human strains; 1 cheese strain
= Spain from 2001 — Human faeces (lab sirain)
ST 22

= Spain from 2001 — Human blood

— Human faeces

= Holland from 1888 — Human faeces
= Spain from 2001 — Human faeces

1 Human strain

= Spain from 2001 — Human faeces 1 veterinary strain

Z



Conclusion

Evidence of cross-transmission between dairy products, animals and
humans.

Discussion

Are food enterococcal 1solates

e

safe?]
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APENDICE D: Poster

Este trabalho foi apresentado, na forma de Posteno “XII International congress
of Bacteririology and Applied Microbiology — IUMS2008 — Microbes: Then, Now

and hereafter” em Istambul, Turquia
Ruivo, M., Marujo, P., Lopes, MFS; Genomic comparien of two E. faecalis strains

from different environments by Suppression Subtradve Hybridization.
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