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SUMARIO

Nas ultimas décadas, E. faecium tornou-se um dos agentes patogénicos nosocomiais
mais comuns, estando associado ao globalmente disseminado complexo clonal 17
(CC17). O sucesso da subpopulacéo policlonal CC17 parece estar relacionada com a
aquisicdo de caracteristicas que aumentam a sua epidemicidade, algumas das quais
maioritariamente associadas a esta linhagem genética. Essas caracteristicas incluem a
resisténcia a antibidticos (ex. ampicilina e fluoroquinolonas) ou uma maior capacidade
em colonizar e infetar diferentes hospedeiros (fatores de viruléncia fms, esp, hyl, genes
que codificam para algumas vias metabolicas). Enquanto a ocorréncia de esp e hyl varia
entre E. faecium-CC17, a maioria dos isolados apresenta niveis elevados de resisténcia a
ampicilina. No entanto, a disseminacdo horizontal da resisténcia a este antibidtico
(mediada pelo gene pbp5) € um processo ainda pouco explorado. Assim, o objetivo
principal deste estudo consistiu em estudar a mobilizacdo de pbp5 a partir de E. faecium
oriundos de varios nichos ecoldgicos e caracterizar as plataformas genéticas méveis que

transportam este gene.

A transferéncia horizontal da ampicilina foi detetada entre bactérias selvagens de varias
origens (hospital e comunidade) e bactérias recetoras com diferentes contextos
genéticos (pbp5*/pbp5; diferentes STs). Todas as bactérias selvagens que disseminaram
0 gene pbp5 pertenciam ao CC17. A resisténcia a ampicilina persistiu nas estirpes
selvagens e nos transconjugantes mesmo na auséncia de pressao seletiva. A expressdo
da resisténcia a ampicilina foi variavel (CMI=8-128mg/L) nos transconjugantes e a
cotransferéncia da resisténcia a outros antibidticos (ex. vancomicina, eritromicina,
estreptomicina) também foi detetada. O gene pbp5 adquirido foi identificado em bandas
cromossomais de elevado e varidvel tamanho (170-250kb) em E. faecium selvagens e
em todos os transconjugantes obtidos. Nas bactérias recetoras pbp5" esta transferéncia
horizontal ndo implicou, em todos os casos, a substituicdo da plataforma natural que
contém pbp5, e os rearranjos no DNA ocorreram com frequéncia e diversidade em

diferentes transconjugantes.
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A caracterizacdo do ambiente genético de pbp5 e a analise in silico de sequéncias
disponiveis em bases de dados (GenBank) permitiu a identificacdo de cinco plataformas
genéticas distintas (I-V), diferenciadas pela presenca de sequéncias de inser¢do (ISEf1,
ISEfall), fragmentos gendmicos (ISEfm1+acetiltransferase+histidinol fosfato fosfatase)
ou do transposdo conjugativo Tn5382. Algumas destas plataformas (I, 11, 1V) eram
comuns em E.faecium de diferentes nichos ecoldgicos, STs e paises. Contrastando com
outros estudos, os E. faecium portugueses ndo possuiam plataformas com os transposoes
conjugativos CTn5382, CTn5386 ou CTn916, anteriormente associados a transferéncia
horizontal de pbp5.

A presenca de um elevado polimorfismo (traduzindo-se em altera¢cGes aminoacidicas
cujas combinacdes foram designadas de C1 a C12) foi observado entre as sequéncias de
pbp5 analisadas oriundas de E. faecium que transferiram pbp5. Esta variabilidade pode
refletir a disseminacdo de um fragmento de DNA portador de pbp5 de elevado tamanho
que evoluiu independentemente em diferentes hospedeiros que estdo sob pressdo
seletiva. Esta hipdtese é sugerida pela variabilidade de sequéncias de pbp5 localizadas
em regides com um contetdo em IS semelhante e pertencendo a linhagens genéticas

préximas (STs de CC17 que sdo SLV entre eles).

A manutencédo do elemento genético portador de pbp5 adquirido na auséncia de pressao
seletiva e a sua transferéncia sob concentracBes subinibitérias de ampicilina pode
explicar a rapida expansdo da resisténcia a este antibiotico entre E. faecium nosocomiais
ao longo das dltimas décadas. O uso intensivo de ampicilina pode também contribuir
para a disseminacdo da resisténcia a outros antibidticos e para a manutencéo e evolucao

de E. faecium-CC17 em diferentes hospedeiros e nichos ecologicos.
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ABSTRACT

In the last decades, E. faecium has become one of the most common nosocomial
pathogens, associated with the disseminated worldwide clonal complex 17 (CC17). The
success of the CC17 subpopulation seems to be related to the acquisition of features
increasing its epidimicity, some of which mostly associated with this CC. They include
antibiotic resistance (e.g. ampicillin and fluoroquinolones) or a greater ability to
colonize and infect different hosts (virulence factors coded by fms, esp hyl, genes
coding for some metabolic pathways). While the occurrence of esp and hyl genes is
variable among E. faecium-CC17, all isolates show resistance to ampicillin. However,
the horizontal spread of the genes codifying for the resistance to this antibiotic (pbp5
gene) remains scarcely explored. Thus, the main objective of this study was to study the
mobilization of pbp5 from E. faecium of different ecological niches and to characterize

the genetic mobile platforms carrying this gene.

The horizontal transfer of ampicillin was detected between wild bacteria from various
sources (hospital and community) and recipient bacteria with different genetic contexts
(pbp5*/pbp5; different STs). All the wild E. faecium transferring pbp5 gene belonged to
CC17. Ampicillin resistance persisted in wild strains and transconjugants, even in the
absence of selective pressure. The expression of ampicillin resistance was variable
(MIC 8-128mg/L) in the different transconjugants and the cotransfer of resistance to

other antibiotics (e.g. vancomycin, erythromycin, streptomycin) was also detected.

The acquired pbp5 gene was chromosomal located and bands of high and variable sizes
(170-250kb) were detected among wild strains and transconjugants. In pbp5"* receptor
bacteria this horizontal transfer did not seem to replace the natural platform containing
pbp5 in all cases, and rearrangements in the DNA were frequent and diverse among

transconjugants.

The characterization of pbp5 genetic environment and the in silico analysis of sequences
available in genetic databases (GenBank) allowed the identification of five distinct

genetic platforms (I-V), distinguished by the presence of insertion sequences (ISEf1,
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ISEfall) genomic fragments (ISEfml+acetyltransferase+histidinol  phosphate
phosphatase) or the conjugative transposon Tn5382. Some of these plataforms (I, 11, V)
were common among E .faecium from different ecological niches, STs and countries. In
contrast to other studies, Portuguese E. faecium did not carry platforms with the
conjugative transposons CTn5382, CTn5386 or CTn916, previously associated with

horizontal transfer of pbp5.

The detection of a high polymorphism (translated in amino acid alterations which
combinations were named C1 to C12) was detected among the aquired pbp5 sequences.
This variability may reflect the dissemination of a large DNA fragment carrying pbp5,
which evolved independently in different hosts that are under selective pressure. This
hypothesis is suggested by the sequence variability of pbp5 sequences located in regions
with a similar IS content and belonging to closed genetic lineages (CC17 STs that are
SLV from each other).

The maintenance of the acquired pbp5-platform in the absence of selective pressure and
their transfer under ampicillin subinibitory concentrations may explain the rapid
expansion of resistance to this antibiotic among nosocomial E. faecium over the past
decades. The intensive use of ampicillin can also contribute to the spread of resistance
to other antibiotics and consequently to the maintenance and evolution of E. faecium-

CC17 in different hosts and ecological niches.
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respetivos transconjugantes. As linhas por baixo das bandas correspondem aos locais
em que ocorreu hibridacdo com a sonda do gene pbp5. B-Ensaios de hibridacdo sobre
uma membrana obtida a partir do gel da figura A, em que foi usada uma sonda para o
gene pbp5 (primers P1 e P2 Figura 8 da sec¢do 9.1 do capitulo H1.......cccovevvvieiennnn, 87

Figura 14. Representacdo dos perfis de RFLP (enzima Ddel) obtidos ap6s amplificacao
do fragmento entre os genes ftsW e pbp5 (primers P2 e P3)..........ocooviiiiiiinll, 96

Figura 15. Caracterizacdo do ambiente genético do gene pbp5 de E. faecium por PCR e
sequenciacdo. A numeracdo romana apresentada (I, I, 1, IV e V) representa as
diferentes estruturas genéticas encontradas. O simbolo (+) representa uma amplificacdo
positiva e (++) uma amplicacdo cujo produto possui maior tamanho que o

] o) 22T [ J O PP TP RO PPRTOPPRRUPI 99

18



Disseminagdo horizontal de elementos de inser¢do cromossomal associados a resisténcia a ampicilina em

E. faecium oriundos de diferentes nichos ecol6gicos

NOMENCLATURA

AF - Acido fusidico

AFLP - Amplified Fragment Lenght Polymorphism

AMP - Ampicilina

CC17 - Clonal Complex 17

CMI - Concentragdo Minima Inibitéria

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

CTn - Conjugative transposon

ERI - Eritromicina

ESTR - Estreptomicina

GEN - Gentamicina

MLST - Multi Locus Sequence Typing

NIT - Nitrofurantoina

PCR - Polymerase Chain Reaction

pb - pares de bases

PBP5 - Penicillin binding protein 5
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PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

RIF - Rifampicina

ST - Sequence Type

TEC - Teicoplanina

TET - Tetraciclina

VAN - Vancomicina

VRE - Vancomicin Resistant Enterococcus
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I. INTRODUCAO

1. Caracteristicas gerais do género Enterococcus

A designagao “Enterococcus” provém da palavra francesa “enterécoque” e remonta ao
final do século XIX, quando Thiercelin observou pela primeira vez a presenca destas
bactérias na flora saprofita intestinal (Stiles & Holzapfel 1997). Posteriormente, em
1937, as espécies de Streptococcus spp foram classificadas em quatro subgrupos, tendo
sido Enterococcus spp incluidos no subgrupo dos Streptococcus fecais (Klein 2003).
Em 1984, através de novas técnicas de biologia molecular (hibridacdo de DNA e
sequenciacdo do rRNA da subunidade 16S) verificou-se que Streptococcus faecium e
Streptococcus faecalis apresentavam caracteristicas suficientemente distintas dos outros
Streptococcus, tendo sido criado 0 género Enterococcus cujo posicionamento relativo a
outros generos de bactérias de Gram positivo esta representado na Figura 1 (Foulquie
Moreno et al. 2006; Routsi et al. 2003). Atualmente, existem 41 espécies de

Enterococcus devidamente identificadas (Euzéby n.d.).

Leuconastfoc

Lactobaciiius / Pediococcus

Weissella

i Vagococcus
Camobacterium
Melissococcous
Aerococcus Tetragenococcus
Enterococcus

Listeria

Staphylococcus Laciococcus

Root of the subtree
Bacillus subtilis “Gruppe
Streptococcus

10% Sequence divergence

Figura 1. Posicionamento filogenético de Enterococcus spp relativamente a outros géneros de bactérias
de Gram positivo (sequenciagdo do rRNA da subunidade 16S) (International Journal of Food
Microbiology, 2003, Vol. 88, p. 123-131, doi: 10.1016/50168-1605(03)00175-2, reproduzido com

permissdo da American Society for Microbiology-Anexo 1).
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Enterococcus spp caracterizam-se por serem cocos de Gram positivo agrupados ou ndo
em cadeias, catalase negativas, ndo formadoras de esporos, aerotoloerantes e produtoras
de é&cido Ilactico (Foulquie Moreno et al. 2006). Estas bactérias crescem
preferencialmente a temperatura de 35°C, embora muitas espécies tolerem temperaturas
entre os 10 e os 45°C (Foulquie Moreno et al. 2006). Enterococcus spp tém ainda a
capacidade de sobreviver em ambientes com elevada concentracdo de NaCl (6,5%),
com 40% de sais biliares e a pH 9.6 (Fisher & Phillips 2009).

A resisténcia destes microrganismos a condicdes fisicas e quimicas adversas permite a
sua sobrevivéncia em diferentes nichos ecoldgicos, apesar de eles se encontrarem
preferencialmente no intestino de mamiferos (Flahaut et al. 1996). A sua presenca foi
descrita em alimentos frescos e processados (ex: agua para consumo, vegetais, frutos,
salsichas, carne) (Johnston & Jaykus 2004; Wilson & McAfee 2002; Simjee et al. 2002;
Macedo et al. 2011; de Fatima Silva Lopes et al. 2005), no ambiente (ex: aguas do mar,
rios e esgotos) (lversen et al. 2002; Novais et al. 2005; Iversen et al. 2004; Guardabassi
et al. 2002), em fezes de humanos e animais (Novais et al. 2006), e como agentes de
infecdo humana quer em ambulat6rio quer no ambiente hospitalar (Hidron et al. 2008;
Velasco et al. 2004; Werner et al. 2008a).

2. Epidemiologia da resisténcia aos antibioticos em Enterococcus spp de varios

nichos ecol6gicos

Durante décadas ndo se atribuiu grande importancia clinica a Enterococcus spp,
considerado um género bacteriano da flora comensal intestinal e com um poder
patogénico limitado (Hendrickx et al. 2009). Nos ultimos trinta anos, este género
revelou-se um importante agente etioldgico de infegdes humanas sendo, atualmente, um
dos agentes de infecdo mais comuns nas unidades hospitalares de todo o mundo,
participando quer em situacOes epidémicas quer endémicas (Bell et al. 1998; Hidron et
al. 2008; Leavis, Bonten & Willems 2006; Liu et al. 2011; Matsushima et al. 2011,
Palazzo et al. 2011; Ruiz-Garbajosa et al. 2011; Top et al. 2008; von Gottberg et al.

2000; Novais et al. 2004). Embora vérias espécies de Enterococcus tenham sido
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associadas a infecdes, a mais comum nas décadas de 80 e 90 foi E. faecalis (> 90% das
infecdes), tendo vindo a ser gradualmente substituida por E. faecium (cerca de 75% das
infecBes) mais resistente a antibioticos (Treitman et al. 2005; Hidron et al. 2008; Sood
et al. 2008). Estas bactérias foram descritas em infecdes do trato urinario, septicémias,
endocardites, feridas cirdrgicas, entre outras (Bonten, Willems & Weinstein 2001;
Malani P. 2002).

A emergéncia de Enterococcus spp como agentes de infecdo parece estar associada quer
a aquisicdo de fatores de viruléncia (Arias et al. 2009; Willems & van Schaik 2009)
quer de determinantes de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos. De facto, para
além das resisténcias naturais que Enterococcus spp possuem [cefalosporinas,
monobactamos, polimixinas, baixas concentragdes de vancomicina (E. gallinarum, E.
casseliflavus/E. flavescens) e de aminoglicosideos], estas bactérias tém ainda uma
grande capacidade de adquirir elementos genéticos (plasmideos, transposdes, sequéncias
de insercdo) (Klare et al. 2003; Leavis, Bonten & Willems 2006) envolvidos na
disseminacéo horizontal de diversos genes que codificam para a resisténcia a diferentes
familias de antibidticos [ex: elevadas concentragfes de aminoglicosideos, B-lactdmicos,
glicopéptidos, macrolidos, tetraciclinas, cloranfenicol] (Hegstad et al. 2010; Klare et al.
2003; Palmer et al. 2010; Willems et al. 2011). Esta emergéncia de isolados com
resisténcia multipla estd fortemente associada ao consumo intenso de antibidticos no
tratamento de infe¢cGes humanas nosocomiais e comunitarias, no tratamento de infecdes
nos animais de estimacgéo, na producdo animal intensiva e na agricultura (Klare et al.
2003; Guardabassi, Schwarz & Lloyd 2004; Kummerer 2004; Aarestrup et al. 2000;
Gambarotto et al. 2000).

Dentro dos antibidticos mais importantes para o tratamento de infecdes enterocdcicas
destacam-se o0s glicopéptidos, ampicilina, aminoglicosideos e 0s antibi6ticos mais
recentemente introduzidos no mercado (ex: linezolide e daptomicina). Na década de 80,
E. faecium comecaram a destacar-se pela sua elevada resisténcia a ampicilina e, na
década de 90, também pela resisténcia aos glicopéptidos (Willems & van Schaik 2009;
Galloway-Pena et al. 2009). Atualmente, a resisténcia a ampicilina é sobretudo detetada

na espécie E. faecium das unidades hospitalares de diferentes regides geograficas
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(Simonsen et al. 2003; Emilia 2011; Maniatis et al. 2001), embora ocasionalmente

possam também ser encontrados em outros nichos ecologicos (lversen et al. 2004).

A emergéncia da resisténcia aos glicopéptidos dentro nas unidades hospitalares
europeias foi mais lenta do que nos Estados Unidos (Leavis, Bonten & Willems 2006).
Sobretudo a partir do ano 2000, paises como o Chipre, Alemanha, Itéalia, Portugal,
Reino Unido, Grécia e Irlanda aproximaram-se das taxas de resisténcia encontradas nos
Estados Unidos (Willems & van Schaik 2009; de Kraker & van de Sande-Bruinsma
2007). Embora a primeira descricdo de E. faecalis resistente aos glicopéptidos tenha
ocorrido num paciente em Franca, a resisténcia a estes antibidticos na Europa comecou
por emergir na comunidade (animais e humanos saudaveis) (Bonten, Willems &
Weinstein 2001). Esta selecdo de Enterococcus spp resistentes aos glicopéptidos esteve
associada ao uso da avoparcina (um andlogo da vancomicina) como promotor de
crescimento animal (Sood et al. 2008). Este antibiotico nunca foi permitido nos Estados
Unidos que mantiveram, até recentemente, a resisténcia aos glicopéptidos dentro das
unidades hospitalares (Bonten, Willems & Weinstein 2001; Donabedian et al. 2010). A
incidéncia da resisténcia de Enterococcus spp aos B-lactdmicos ndo atingiu valores
significativos no ambiente de producdo animal, apesar destes antibi6ticos serem

frequentemente consumidos em veterinaria (Barton 2000).

Em Enterococcus spp a resisténcia elevada a macrolidos, tetraciclinas e
aminoglicosideos também tém sido frequentemente descrita (Simonsen et al. 2003;
Mondino et al. 2003; Quednau et al. 1998; Donabedian et al. 2003; Aarestrup 2000;
Zhanel et al. 2003). Alguns estudos também tém detetado resisténcia as novas
moléculas linezolide, daptomicina e tigeciclina de varios nichos e regides geograficas
(Werner et al. 2008b; Bonora et al. 2006; Montero, Stock & Murray 2008; Freitas et al.
2011b).

Enterococcus spp resistentes a antibioticos tém sido observados ndo s6 nos nichos
ecoldgicos acima mencionados mas também em ambientes fortemente expostos a estes

microrganismos e seus genes (ex: esgotos, aguas de rios e mares) (Harwood et al. 2001;
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Arvanitidou, Katsouyannopoulos & Tsakris 2001; Witte 2000; Macedo et al. 2011) ou

em ambientes de areas remotas (animais selvagens) (Quinteira et al. 2011).

A dispersdo da resisténcia entre nichos e hospedeiros pode ocorrer por disseminacdo
clonal de algumas estirpes ou através da dispersdo horizontal de elementos genéticos
que transportam os genes de resisténcia. Por exemplo, Iversen et al. (2004) observaram
pelo método de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) o mesmo clone de E. faecium
resistente & ampicilina quer em hospitais quer nos esgotos hospitalares. Novais et al.
(2006) observaram clones de E. faecalis e E. faecium resistentes a gentamicina em
humanos saudaveis e frangos para consumo humano e Freitas et al. (2011a)
descreveram clones de E. faecalis e E. faecium resistentes & vancomicina em

suiniculturas e isolados clinicos.

A presenca da mesma estrutura do transposdo Tn1546, responsavel pela resisténcia aos
glicopéptidos, foi identificada em isolados E. faecium, E. faecalis e Enterococcus spp de
frangos e humanos saudaveis (tratadores de aves de consumo) (van den Bogaard et al.
2002) e em isolados de E. faecium e E. faecalis de humanos, animais e meio ambiente
(Novais et al. 2008). Verificou-se ainda que o transposao Tn1546 estava contido dentro
de diferentes plasmideos responsaveis pela sua disseminacdo em E. faecalis e E.
faecium oriundos de suinos, humanos saudaveis e isolados clinicos (Freitas et al. 2011a;
Laverde Gomez et al. 2011b; Novais et al. 2008).

Esta disseminacdo de estirpes e elementos genéticos comuns entre 0 homem e outros
nichos ecologicos pode ser veiculada pela cadeia alimentar ou pelo contacto direto com
ambientes/hospedeiros colonizados com estas bactérias (contacto direto com os animais
de producédo, manipulagdo de alimentos contaminados, atividades recreativas em aguas
contaminadas) (Witte 2000).
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3. Estrutura populacional de Enterococcus spp

Vérios métodos foram utilizados para determinar a relagdo clonal entre isolados da
mesma espécie de Enterococcus provenientes do mesmo nicho ou de nichos ecoldgicos
diferentes. O método de Pulsed-Field-Gel-Electrophoresis (PFGE) continua a ser
largamente utilizado mas, devido ao seu grande poder discriminativo, ndo é o mais
adequado para se estabelecer relagbes clonais entre Enterococcus spp que sofreram
processos evolutivos distintos (ao longo de diversos periodos de tempo ou em diferentes
nichos ecoldgicos) (Willems & van Schaik 2009) frequentemente associados a
recombinacfes homologas relacionadas com a aquisicdo de diferentes determinantes
genéticos (Morrison et al. 1999; Willems et al. 2005).

O primeiro estudo da estrutura populacional de E. faecium foi realizado por um método
denominado de Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP). Este estudo utilizou
isolados de E. faecium provenientes de diferentes nichos ecoldgicos e diversas regifes
geogréficas que foram especificamente agrupados (Willems et al. 2000). Oitenta e
quatro por cento de E. faecium obtidos de doentes hospitalizados pertenciam ao
genogrupo C e 75% dos isolados de humanos saudaveis e 100% dos isolados de suinos
foram agrupados no genogrupo A, independentemente de serem ou ndo classificados no
mesmo tipo de PFGE. Isolados bacterianos de aves domésticas (92%) e bovinos (70%)

pertenciam aos genogrupos B e C, respetivamente (Willems et al. 2000).

Mais recentemente, com a técnica Multi Locus Sequence Typing (MLST) foi possivel
determinar de forma mais clara qual a associa¢do entre os diferentes gendtipos de E.
faecium (Homan et al. 2002). No estudo de Homan et al. (2002) foram obtidos
resultados similares aos detetados anteriormente por AFLP, tendo sido observado que
estirpes epidémicas hospitalares se agrupavam numa linhagem inicialmente denominada
de C1. Pelo método de MLST tambem se demonstrou que a maioria dos isolados
associados a infe¢bes nosocomiais se encontravam relacionados em termos evolutivos,
pertencendo a um grupo designado por complexo clonal 17 (CC17). Esta denominacdo
é proveniente da sequence type 17 (ST17) que se presume estar na origem desta

linhagem genética (Willems et al. 2005). Desde entéo, publicacdes de diferentes regides
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geograficas mundiais confirmaram a sua disseminacdo global, reconhecendo o CC17
como o mais importante complexo clonal associado a isolados nosocomiais de E.
faecium (Bonora et al. 2007; Freitas et al. 2009b; Klare et al. 2005; Khan et al. 2008;
Lopez et al. 2009a; Valdezate et al. 2009; Willems et al. 2005).

Recentemente, foi sugerido que a designacdo de CC17 como uma unica linhagem
genética pode ndo ser a mais correta, uma vez que os isolados de E. faecium associados
ao nicho hospitalar, nomeadamente ST17, ST18 e ST78, ndo parecem ter evoluido de
um unico ancestral (Willems et al. 2011). Apesar desta aparente falta de um ancestral
comum na evolucao dos STs de CC17, a maioria dos isolados relacionados a surtos e
infecOes hospitalares s&o claramente distintos da maioria das estirpes comensais de
humanos saudaveis e animais (Willems & van Schaik 2009), implicando origens
evolutivas distintas que podem ter ocorrido ha milhares de anos (Willems & van Schaik
2009; Galloway-Pena et al. 2012).

A determinacdo de linhagens clonais comuns de E faecium nos diversos nichos
mencionados ndo explica, por si sO, as razfes pelas quais alguns clones causam mais
infecdes do que outros. O sucesso comprovado de clones associados as infecbes
nosocomiais parece estar associado a uma aquisi¢ao sucessiva e acumulativa de genes
e/lou elementos genéticos que conferem resisténcia aos antibioticos, viruléncia e
melhoria da capacidade de colonizacdo (Willems et al. 2011). Pensa-se que um das
primeiras caracteristicas relevantes adquiridas por CC17 foi a resisténcia a ampicilina,
resultando numa sobrevivéncia mais eficiente no nicho hospitalar e, consequentemente,
aumentando a possibilidade de adquirir novos genes/elementos genéticos (Willems &
van Schaik 2009; Willems et al. 2005; Galloway-Pena et al. 2009). Entre as
caracteristicas adquiridas por isolados de CC17 encontra-se a aquisi¢gdo de resisténcia a
vancomicina e quinolonas (Leavis, Bonten & Willems 2006). Um namero significativo
de isolados também possui uma ilha gendomica de patogenicidade de localizagéo
cromossomal (Leavis et al. 2004) que inclui o gene esp (Willems et al. 2005; Coque et
al. 2002; Willems et al. 2001). Este gene codifica a proteina Esp (enterococcal surface
protein), que se julga ter funcdes de adesina, contribuindo para a colonizagdo das

células epiteliais do aparelho urinario e formacdo de biofilmes (Leavis et al. 2004;
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Shankar et al. 2001; Toledo-Arana et al. 2001). Também o gene de viruléncia hylgqm,
presente na maioria dos isolados clinicos pertencentes ao CC17 (Rice et al. 2003;
Freitas et al. 2010), codifica a enzima hidrolase de glicosideos que se julga facilitar a
colonizagdo intestinal e a invas&o peritoneal (Arias et al. 2009; Rice et al. 2003; Rice et
al. 2009). Foi detetado em megaplasmideos conjugativos com disseminacdo global
(Freitas et al. 2010).

Genes que codificam para proteinas com a funcdo de interagir com determinados
compostos quimicos da matriz extracelular (Nallapareddy et al. 2008; Nallapareddy et
al. 2007; Hendrickx et al. 2007; Sillanpaa et al. 2008) também foram descritos como
associados mais frequentemente a estirpes hospitalares do que a estirpes comensais
humanas e estirpes presentes nos animais (Willems & van Schaik 2009). Mais
recentemente foi identificada uma outra ilha gendmica de patogenicidade presente em
E. faecium hospitalares, sendo constituida por genes envolvidos numa via metabdlica
responsavel pelo metabolismo e transporte de carbohidratos (Heikens et al. 2008).
Assim as estirpes de E. faecium do CC17 que possuem esta via metabdlica devem
possivelmente ter uma vantagem competitiva sobre as estirpes comensais de E. faecium

em determinados nichos ecoldgicos (Heikens et al. 2008).

A presenca frequente de sequéncias de insercdo (IS) em CC17, nomeadamente 1S16,
também parece ter importancia na aquisicao de fatores de viruléncia tais como o gene
esp (Leavis et al. 2007). Todas estas caracteristicas poderdo explicar a elevada
prevaléncia e disseminacdo global desta linhagem clonal e a evolugdo de alguns E.

faecium de bactérias comensais a patogénicas.

Em Portugal o CC17 foi identificado em isolados de hospitais, humanos saudaveis,
suinos, suiniculturas e ambiente, provenientes de diferentes regides geograficas (Figura
2) (Freitas et al. 2009b; Freitas et al. 2011a). Todas as bactérias pertencentes a este
complexo clonal apresentavam resisténcia a ampiclina e eritromicina e variavelmente a

outros antibidticos (glicopéptidos, ciprofloxacina, canamicina e estreptomicina).
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Figura 2. Representacdo esquematica das linhagens genéticas (Sequence types-STs) de E. faecium de diversos nichos ecoldgicos. Cada ST é representado por um
ponto, sendo que o tamanho de cada ponto é indicador da prevaléncia dos isolados pertencentes a esse ST. As linhas ligam os diferentes SLVs (Single Loccus Variants
que sdo STs que diferem em um alelo entre si). As cores indicam os diferentes nichos ecolégicos de que sdo provenientes os isolados e os CCs (Complexos Clonais)
sdo representados por circulos a tracejado (CC1, CC5, CC9, CC17, CC22 e CC94) (Applied and Environmental Microbiology, 2009, Vol. 75, No. 14, p. 4904-4908,
doi:10.1128/AEM.02945-08, reproduzido com permissao da American Society for Microbiology-Anexo 1).
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Figura 3. Representagdo esquematica dos acontecimentos que parecem ter levado a prevaléncia de CC17
no nicho hospitalar. A aquisicdo sequencial de novos genes de resisténcia a agentes antimicrobianos e
genes de viruléncia por transferéncia horizontal e recombinacdo conferiu ao CC17 uma vantagem seletiva
facilitando a sua adaptagdo e diversificagdo genética (adaptado de (Leavis et al. 2004)).

O gene esp foi observado em bactérias de diferentes nichos, enquanto o gene hyl foi
encontrado associado preferencialmente com os isolados clinicos. Os restantes fatores
de viruléncia testados, tais como a citolisina, gelatinase e substancia de agregacgéo
codificados pelos genes cyl, gel e agg respetivamente, ndo foram encontrados
associados ao CC17 em Portugal (Freitas et al. 2009b).

Ainda no estudo realizado em Portugal foi observada a presenca do complexo clonal
CC5, estando essa linhagem genética associada a infecGes hospitalares e isolados de
suiniculturas (Freitas et al. 2009b). CC5 incluia isolados com variados perfis de
resisténcia a antibioticos, mas sem os fatores de viruléncia acima mencionados (Freitas
et al. 2009b). Assim, a detecdo de CC5 nas unidades hospitalares evidencia a
importancia de diferentes hospedeiros de nichos ndo hospitalares como possiveis
reservatorios de Enterococcus spp com caracteristicas clinicas importantes (Freitas et al.
2009b).
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O estudo da estrutura populacional de E. faecalis tem revelado algumas diferencas
comparativamente a de E. faecium. O uso do método MLST permitiu identificar as
sequéncias ST6, ST9, ST16, ST21, ST28, ST40 e ST47 e os complexos clonais CC2 e
CC21 presentes em isolados clinicos e associados a surtos, e na comunidade (produgéo
animal e alimentos de origem animal) (Ruiz-Garbajosa et al. 2006). Esta partilha mais
frequente de STs entre doentes hospitalizados e outros reservatérios (Willems et al.
2011), contrasta com E. faecium em que os clones mais importantes presentes no nicho

hospitalar raramente se encontravam presentes na comunidade.

Também os genes envolvidos na viruléncia de E. faecalis, que codificam para a
gelatinase, citolisina, proteina Esp e substancia de agregacdo tém sido encontrados em
estirpes ndo patogénicas, tais como isolados presentes nos alimentos, em bebés
saudaveis e isolados clinicos associados a infe¢cbes humanas e veterinarias (Semedo et
al. 2003; Solheim et al. 2009; van Schaik & Willems 2010). Assim, ao contrario do que
sucede em E. faecium, em E. faecalis ndo existe uma diferenca clara entre os isolados

patogénicos e 0s ndo patogénicos (Willems et al. 2011).

4. Mecanismo de acdo e de resisténcia natural aos [3-lactamicos

Os antibidticos R-lactdmicos sdo um grupo heterogéneo de compostos quimicos que
apresentam uma ac¢do antibacteriana de espectro alargado, sendo amplamente usados no
tratamento de infecBes por bactérias de Gram positivo e de Gram negativo
(Georgopapadakou 1993). Nesta familia de antibioticos estdo incluidas penicilinas,
cefalosporinas, monobactamos e carbapenemos (Sousa 2006), cujo mecanismo de acéo
estd relacionado com a inibicdo de um dos principais componentes da parede celular
bacteriana, o peptidoglicano. Os antibiéticos B-lactdmicos inibem de um modo eficiente
as transpeptidases bacterianas, habitualmente denominadas PBPs (Penicilin Binding
Proteins) (Wilke, Lovering & Strynadka 2005). Estas enzimas que catalisam a reacao
final de polimerizacdo do peptidoglicano interagem com o antibidtico B-lactamico,
formando-se o complexo letal peniciloil-enzima que impede o prosseguimento da

reacdo de transpeptidacdo (Wilke, Lovering & Strynadka 2005). Uma vez que o
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peptidoglicano ndo esta presente nas celulas eucaridticas, faz com que os antibioticos [3-

lactdmicos apresentem uma toxicidade antibacteriana seletiva (Sousa 2006).

Enterococcus spp sdo naturalmente resistentes a acdo de diferentes 3-lactdmicos dado
que algumas moléculas pertencentes a esta familia apresentam uma baixa afinidade para
0s seus PBPs (Fontana et al. 1990). Por exemplo, as cefalosporinas e 0s monobactamos
sdo inativos em Enterococcus spp (Comenge et al. 2003; Kristich, Wells & Dunny
2007; Kristich et al. 2011). Recentemente, observou-se que a resisténcia intrinseca as
cefalosporinas em E. faecalis pode ser devida a dois mecanismos distintos (Kristich et
al. 2011) : um gene que expressa um sistema de transducdo do sinal que regula a
expressdo de mais genes que promovem a resisténcia as cefalosporinas (Hancock &
Perego 2004; Comenge et al. 2003) ou outro gene que codifica uma cinase com a
funcdo de mediar respostas adaptativas que promovem a homeostasia da parede celular
bacteriana e aumentam a resisténcia intrinseca aos antibidticos antiparietais como as
cefalosporinas (Kristich, Wells & Dunny 2007). Em contraste as cefalosporinas, a
penicilina e seus derivados, assim como o imipenemo possuem alguma atividade face a
estas bactérias (sobretudo E. faecalis), inibindo o seu crescimento (Ono, Muratani &
Matsumoto 2005).

Os R-lactdmicos mais frequentemente usados em infecdes enterocécicas sdo a
amoxicilina ou a ampicilina, com atividade semelhante mas diferindo no tipo de
formulacGes disponiveis (Sousa 2006). Apesar da boa atividade in vitro da ampicilina e
da penicilina em E. faecalis, tem sido observado que a monoterapia com estes
antibioticos em pacientes com infe¢Ges endovasculares esta associada a falhas
terapéuticas. Estas infecOes costumam exigir uma antibioterapia bactericida, que para
muitas estirpes de Enterococcus ndo é alcancada apenas com o uso de ampicilina ou
penicilina (Arias, Contreras & Murray 2010). Para além disso, algumas estirpes de
Enterococcus spp sdo destruidas com uma concentragdo especifica do [3-lactamico,
acima da qual o efeito letal diminui (efeito Eagle) (Eagle 1951). Assim, 0 sucesso da
monoterapia com R-lactdmicos é imprevisivel para infegbes graves associadas a
Enterococcus spp. No entanto, salvo raras excegdes, consegue-se uma terapia sinérgica

pela adicdo de um aminoglicosideo (gentamicina ou estreptomicina) ou de vancomicina
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a ampicilina (Herman & Gerding 1991). Outros antibi6ticos que também se podem
utilizar em sinergia com a ampicilina sdo o imipenemo, daptomicina ou doxiciclina
(Arias, Contreras & Murray 2010).

5. Mecanismos de resisténcia adquirida a R-lactamicos

5.1. Producéo de 3-lactamases

As 3-lactamases sdo enzimas que conferem resisténcia aos B-lactdmicos atraves de uma
reagdo de hidrolise da ligagdo amida do anel B-lactamico (Wilke, Lovering & Strynadka
2005). Estas enzimas encontram-se organizadas em quatro classes (A a D), sendo essa
classificacdo baseada na semelhanca das sequéncias aminoacidicas (Wilke, Lovering &
Strynadka 2005).

A producdo de R-lactamases € um mecanismo de resisténcia raramente descrito em
Enterococcus spp. Até ao momento foram descritas blaZ oriundas de Staphylococcus
(Murray 1992) e TEM-1 oriunda de bactérias de Gram negativo (Chouchani et al. 2011)
classificadas no grupo de fB-lactamases de classe A (Fisher, Meroueh & Mobashery
2005). Verificou-se ainda que estas enzimas identificadas em Enterococcus séo inibidas
pelos inibidores de B-lactamases acido clavulanico, sulbactam e tazobactam (Murray
1992; Coudron, Markowitz & Wong 1992).

O primeiro estudo publicado com referéncia a producdo de uma R-lactamase em E.
faecalis data do ano de 1981, nos Estados Unidos (Murray & Mederski-Samaroj 1983).
Desde entdo, foram descritos, ocasionalmente, outros isolados da mesma espécie
produtores de B-lactamases em diferentes regides geograficas (Ingerman et al. 1987;
Patterson, Colodny & Zervos 1988; Patterson, Masecar & Zervos 1988). A descricao de
R-lactamases em outras espécies € menos frequente. Em 1989, identificou-se um isolado
de E. faecium produtor de uma R-lactamase num hospital dos Estados Unidos que

também apresentava E. faecalis endémicos produtores das mesmas enzimas (Coudron,
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Markowitz & Wong 1992). Em 2010, foram descritos 8 E. faecium-CC17 produtores de

R-lactamases num Hospital de Modena, Italia (Sarti et al. 2012) .

A detegdo de B-lactamases em Enterococcus spp ndo é facil, dado que nem sempre
coincidem com um fenotipo de resisténcia aos B-lactamicos. Adicionalmente, o teste
classico de nitrocefim para a avaliagdo das B-lactamases pode ndo originar resultados
positivos imediatos sendo necessérios tempos de incubacdo prolongados, inoculos
bacterianos elevados e pressdo seletiva com um B-lactamico (Sarti et al. 2012; Murray
1992). Estas dificuldades metodoldgicas podem estar relacionadas com a descricdo de

uma baixa incidéncia de B-lactamases em Enterococcus spp.

5.2. Penicillin-binding proteins (PBPs)

As PBPs estdo envolvidas na biossintese e manutencdo do peptidoglicano,
macromolécula integrante da parede celular bacteriana. Estas proteinas catalisam as
reacOes de transglicosilacdo, transpeptidacdo e, algumas delas, também de D,D-
carboxipeptidacdo e endopeptidacdo (Sauvage et al. 2008). Como anteriormente
referido, estas moléculas sdo os alvos de a¢do dos antibidticos B-lactdmicos que tém
uma estrutura molecular semelhante ao dipéptido D-Alanina-D-Alanina, substrato
natural das PBPs. Os dominios com atividade catalitica das PBPs vao reagir com o anel
B-lactdmico originando um intermediario (complexo enzima-substrato), que vai ser
hidrolisado muito lentamente, inibindo as reacfes de polimerizacdo e sintese da parede
celular, resultando na morte bacteriana (Sauvage et al. 2008; Goffin & Ghuysen 1998).

Enterococcus spp possuem Varios tipos de PBPs. Em E. hirae identificou-se uma estirpe
moderadamente resistente a benzilpenicilina, produzindo a proteina PBP5 de baixa
afinidade para esse antibiotico, apresentando o respetivo gene (pbp5) uma localizagédo
cromossomal (el Kharroubi et al. 1991). Numa estirpe de E. hirae com elevada
resisténcia a penicilina, observou-se uma expressdo muito elevada de PBP5, estando
relacionada com a inativacdo do gene psr, situado a montante do gene pbp5 e que se
presume ter uma funcao reguladora (inibidora) da sintese de PBP5 (Ligozzi, Pittaluga &

Fontana 1993; Massidda et al. 1998). Por outro lado, um outro isolado proveniente do
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intestino de suinos possuia PBP5 e PBP3' como recetores implicados na resisténcia a
penicilina (Piras et al. 1993). Neste Ultimo isolado, observou-se uma expressdo muito
alta de PBP3" apds exposicdo a concentragBes crescentes de penicilina. No entanto, a
expressdo elevada de PBP5 apenas ocorreu quando o isolado foi submetido a uma
mutagénese que inativou o gene que expressa a molécula PBP3" (Piras et al. 1993). O
gene pbp3" encontrava-se localizado num plasmideo responsavel também pela
disseminacdo da resisténcia a outras classes de antibiéticos. Os genes psr3r e pbp3'
apresentavam uma elevada homologia com os genes psrfm e pbp5fm de um isolado de
E. faecium, tendo sido postulado que os genes psr3r e pbp3" foram transferidos de uma

estirpe de E. faecium e inseridos num plasmideo de E. hirae (Raze et al. 1998).

Em E. faecium a resisténcia aos B-lactamicos é mediada pela expressdao de um gene
cromossomal (pbp5), que codifica a proteina PBP5 com baixa afinidade de ligacdo para
os antibidticos B-lactdmicos (Fontana et al. 1983; Fontana et al. 1994; Rice et al. 2001;
Rice et al. 2005b). A proteina PBP5 possui uma funcdo transpeptidésica, mantendo a
sua atividade quando as outras PBPs sdo inibidas pelos p-lactamicos (Fontana et al.
1983; Fontana et al. 1985). Na ultima década, elevados niveis de resisténcia a
ampicilina tém sido detetados em isolados clinicos de E. faecium, comprometendo a sua
utilidade terapéutica sobretudo nas infecdes enterococicas graves (Klare et al. 2003;
Simonsen et al. 2003; Zhanel et al. 2003). Diversos estudos observaram que estes
elevados niveis de resisténcia se deviam ou a uma expressao mais elevada do gene pbp5
(apenas em bactérias que expressavam baixos niveis de resisténcia) e/ou a mutacbes
especificas nesse gene que diminuiam a sua afinidade para a ampicilina (Rice et al.
2001; Sifaoui et al. 2001; Williamson et al. 1985; Williamson et al. 1983; Zorzi et al.
1996). Os isolados com perfis extremos de resisténcia possuiam quer uma expressao
mais elevada do gene pbp5 quer uma afinidade mais reduzida da molécula PBP5 para o
B-lactdmico (Klare et al. 1992; Fontana et al. 1994), ou apenas o segundo mecanismo
(Zorzi et al. 1996; Rybkine et al. 1998). As mutacfes pontuais no gene pbp5 que foram
descritas como estando correlacionadas com uma diminuicdo da afinidade para os f-

lactamicos em E. faecium estdo descritas na Tabela 1.
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Em E. faecalis foi também identificada uma PBP de baixa afinidade para os antibioticos
B-lactamicos (Signoretto, Boaretti & Canepari 1994). Essa proteina, designada por
PBP4 apresentou niveis de expressdao mais elevados numa estirpe resistente a
ampicilina, quando comparada com uma estirpe suscetivel a esse antibiotico (Duez et al.
2001). No entanto, na vizinhanca do gene pbp4 ndo foi identificado o gene psr,
responsavel pela regulacéo da expressao de PBP5 em E. hirae e E. faecium (Duez et al.
2001). Posteriormente, foi observada uma associacéo de isolados de E. faecalis (néo
produtores de B-lactamases) resistentes a ampicilina e ao imipenemo, com a presenca de

mutac¢des pontuais do gene pbp4 nas posicdes 520 e 605 (Hiraga et al. 2008).

De todas as mutacOes identificadas foi sugerido que a mutacdo
485Metionina—Treonina/Alanina tem um papel relevante na expressdo de elevados
niveis de resisténcia a ampicilina, sendo frequentemente observada em E. faecium de
varias regides geogréaficas (Zorzi et al. 1996; Rybkine et al. 1998; Jureen et al. 2003;
Rice et al. 2004). Foi previamente detetado que esta mutacdo, quando introduzida
individualmente, apenas causa um ligeiro aumento da resisténcia associada com uma
pequena diminuicdo da afinidade para a penicilina (Sifaoui et al. 2001; Rice et al. 2004;
Zorzi et al. 1996). Efeitos mais reduzidos na diminuicdo da suscetibilidade a ampicilina
foram também detetados com outras mutacles individuais
(499Alanina/Isoleucina—Treonina, 629Glutamato— Valina e inser¢do de serina apos a
posicdo 466) (Zapun, Contreras-Martel & Vernet 2008). Todavia quando esta Gltima
mutacdo (Serina466”) estava combinada com outras mutacfes, em particular com
485Metionina—Treonina/Alanina, a concentra¢do minima inibitéoria (CMI) para a
ampicilina aumentou pelo menos trés vezes (Rice et al. 2004). Este ultimo dado foi
confirmado num estudo posterior, em que foi observado uma CMI elevada quando os
isolados possuiam a mutagdo Serina466’ ou Aspartato466’ em combinagdo com a
mutacdo 485Met—Thr/Ala (Galloway-Pena, Rice & Murray 2011). No mesmo estudo
foi tambeém observado que um isolado portador da mutacdo 485Met—Thr/Ala,
apresentava uma CMI baixa para a ampicilina, sugerindo que nem sempre a presenca
desta mutacdo se traduz em valores de resistencia elevados (Galloway-Pena, Rice &
Murray 2011).
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Tabela 1. MutacGes descritas para o gene pbp5 de E. faecium associadas a uma diminuicéo da afinidade para os antibidticos -lactamicos.

Mutagéo Origem do isolado Pais Referéncias
426Metlle Isolados clinicos e mutantes de laboratério de um Centro de Infeciologia de Buenos Aires Argentina (Ligozzi, Pittaluga &
e do Instituto de Microbiologia da Universidade Cat6lica de Roma Italia Fontana 1996)
Isolado clinico do hospital Saint-Joseph de Paris
Franca
Isolado clinico da Universidade de Paris VI (Zorzi et al. 1996)
Isolado clinico da Universidade de Liége Bélgica
Isolados clinicos da Universidade de Paris VI
Isolado clinico do Instituto de Pasteur de Paris Franca
Isolado clinico do hospital Saint-Joseph de Paris .
! P! ! P I (Rybkine et al.
; 1998
485Met—Thr/Ala Hungria )
Isolados clinicos Alemanha

Estados Unidos

Isolados de doentes internados em hospitais e isolados clinicos do Hospital da (Jureen et al. 2003;

Universidade de Haukeland Noruega Jureen et al. 2004)
Isolado clinico da Universidade de Paris VI Franca
(Rice et al. 2004)
Isolados clinicos de centros médicos e da Faculdade de Medicina de Ohio Estados Unidos
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Tabela 1. (Continuacéo).

Mutagéo Origem do isolado Pais Referéncias
Isolados clinicos de laboratdrios de Microbiologia de hospitais regionais e gerais Taiwan (Hsieh et al. 2006)
) o ) ) Portugal
Isolados fecais de animais de estimacéo e de aves de capoeira (Poeta et al. 2007b)
485Met—Thr/Ala Espanha
. o ) N o 15 paises (Galloway-Pena, Rice
Isolados clinicos e ndo clinicos de diferentes regides geogréaficas
representados & Murray 2011)
Isolados de doentes mternad_os em hospitais e isolados clinicos do Hospital da Noruega (Jureen et al. 2003)
Universidade de Haukeland
496Asn—Lys
. L L . Portugal
Isolados fecais de animais de estimag&o e de aves de capoeira (Poeta et al. 2007b)
Espanha
Isolados clinicos da Universidade de Paris VI
Isolado clinico do Instituto de Pasteur de Paris Franca
Isolado clinico do Hospital de Saint-Joseph de Paris
Isolado clinico da Universidade de Liége Bélgica (Rybkine et al. 1998)
Hungria
499Ala/lle—Thr Isolados clinicos Alemanha

Estados Unidos

Isolados de doentes internados em hospitais e isolados clinicos do Hospital da
) . Noruega (Jureen et al. 2003)
Universidade de Haukeland
Isolados clinicos de laboratérios de Microbiologia de hospitais regionais e gerais Taiwan (Hsieh et al. 2006)
. _— L . Portugal
Isolados fecais de animais de estimagdo e de aves de capoeira Esoanh (Poeta et al. 2007b)
spanha
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Tabela 1. (Continuacéo).

Mutacado Origem do isolado Pais Referéncias
Isolados de doentes internados em hospitais e isolados clinicos do Hospital da Universidade Noruega (Jureen et al. 2003)
de Haukeland
525Glu—Asp Portugal
Isolados fecais de animais de estimacao e de aves de capoeira (Poeta et al. 2007b)
Espanha
558 Ala—Val Argentina
569 Thr— Al Isolados clinicos e mutantes de laboratério de um Centro de Infeciologia de Buenos Aires e (Ligozzi, Pittaluga &
r—Al do Instituto de Microbiologia da Universidade Catolica de Roma Italia Fontana 1996)
574Thr—lle
Isolados de doentes internados em hospitais e isolados clinicos do Hospital da Universidade Noruega (Jureen et al. 2003)
de Haukeland
. . . . . Portugal
Isolados fecais de animais de estimacéo e de aves de capoeira (Poeta et al. 2007b)
586Val—Leu Espanha
Isolados clinicos e mutantes de laboratério de um Centro de Infeciologia de Buenos Aires e Argentina (Ligozzi, Pittaluga &
do Instituto de Microbiologia da Universidade Catolica de Roma Italia Fontana 1996)
Isolados de doentes internados em hospitais e isolados clinicos do Hospital da Universidade Noruega (Jureen et al. 2003)
de Haukeland
Isolados clinicos de laboratérios de Microbiologia de hospitais regionais e gerais Taiwan (Hsieh et al. 2006)
. L L . Portugal
629Glu—Val Isolados fecais de animais de estimag&o e de aves de capoeira Espanha (Poeta et al. 2007b)
Isolados clinicos da Universidade de Paris VI
Isolado clinico do Instituto de Pasteur de Paris Franca (Rybkine et al. 1998)

Isolado clinico do Hospital de Saint-Joseph de Paris
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Tabela 1. (Continuacéo).

Mutacéo Origem do isolado Pais Referéncias
Isolado clinico da Universidade de Liége Bélgica
Hungria )
629Glu—Val ) (Rybkine et al. 1998)
Isolados clinicos Alemanha

Estados Unidos

Isolados clinicos da Universidade de Paris VI

Isolado clinico do Instituto de Pasteur de Paris Franca

Isolado clinico do Hospital de Saint-Joseph de Paris

667Ser—Pro Isolado clinico da Universidade de Liége Bélgica (Rybkine et al. 1998)
Hungria
Isolados clinicos Alemanha

Estados Unidos

Isolado clinico da Universidade de Paris VI Franca
(Rice et al. 2004)
Isolado clinico de centros médicos e da Faculdade de Medicina (Ohio) Estados Unidos
Portugal
Insercdo de Ser ou Isolados fecais de animais de estimacéo e de aves de capoeira (Poeta et al. 2007b)
Espanha
Asp ap6s o local P
466 - 466 Isolados clinicos de laboratdrios de Microbiologia de hospitais regionais e gerais Taiwan (Hsieh et al. 2006)
. . Estados Unidos
(Ser/Asp’) Isolados clinicos (Rybkine et al. 1998)
Hungria
15 paises (Galloway-Pena, Rice & Murray

Isolados clinicos e néo clinicos de diferentes regides geograficas
representados 2011)

Legenda: Ala-Alanina; Asn-Asparagina; Asp-Aspartato; Glu-Glutamato; lle-Isoleucina; Leu-Leucina; Lys-Lisina; Met-Metionina; Pro-Prolina; Ser-Serina; Thr-

Treonina; Val-Valina.
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De acordo com os dados obtidos foi sugerido que a inser¢do de um aminoacido apés a
posicdo 466 deve deslocar o aminoacido do centro ativo valina-465, reduzindo a
afinidade para a penicilina (Sauvage et al. 2002). Foi também postulado que a remocao
do aminoacido metionina da posigdo 485, resultaria numa alteracdo de conformacéo do
centro ativo da enzima e num processo de acilacdo menos eficiente (Sauvage et al.
2002). Apesar destas evidéncias, varios grupos de investigacdo propuseram gue outros
fatores adicionais ainda ndo conhecidos deverdo estar implicados no perfil de
suscetibilidade de E. faecium aos R-lactdmicos (Jureen et al. 2004; Rice et al. 2001,
Sifaoui et al. 2001; Galloway-Pena, Rice & Murray 2011). Fatores relacionados com a
regulacdo, expressao, modificacdes na traducdo do gene pbp5 ou outros genes poderao
traduzir-se em CMI distintas em estirpes de E. faecium (Galloway-Pena, Rice & Murray
2011).

6. Mecanismos associados a diversidade genética bacteriana e sua contribuicéo

para a viruléncia e resisténcia aos antibioticos

As diferencas observadas na patogenicidade dos microrganismos contribuiram para um
interesse acrescido no estudo da sua diversidade molecular (Beres & Musser 2007).
Bactérias da mesma espécie possuem caracteristicas genéticas comuns e fundamentais
para a sua sobrevivéncia, apresentado um genoma principal denominado de ‘“core
genome” (Maruyama et al. 2009). Contudo, podem existir genes especificos (genes
acessorios) associados a fenotipos varidveis que codificam por exemplo para a
resisténcia aos antibioticos, viruléncia e capacidade de metabolizar diferentes substratos
nutricionais que facilitam a colonizagdo de determinados ambientes e/ou hospedeiros
(Maruyama et al. 2009).

A diversidade genética esta relacionada com a delecgédo, duplicacdo e/ou mutacdo de
genes existentes ou com a aquisi¢cdo de novos genes por processos de transferéncia
horizontal (Lawrence & Ochman 2002; Cole et al. 2001; Gevers et al. 2004;
Feldgarden, Byrd & Cohan 2003). Nesta Gltima, mecanismo fundamental para a

evolugdo do genoma bacteriano, estdo envolvidos elementos genéticos moveis como
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profagos, plasmideos, sequéncias de insercdo (ISs), transposOes, integrbes, ilhas

gendmicas e ilhotas genomicas (Figura 4) (Maruyama et al. 2009).

Elementos ndo moveis

Ilhas genomicas
(GEIs)

Transposdes
conjugativos

(ICEs)

Elementos moveis

Figura 4. Diferentes tipos de elementos genéticos [transposfes conjugativos ou (ICEs-integrative
chromossomal elements)], plasmideos, (pro)fagos e ilhas genomicas (GEIs - genomic islands) (adaptado
de (Juhas et al. 2009)).

Os plasmideos sdo moléculas de DNA extracromossomais com a capacidade de
replicacdo auténoma (Hegstad et al. 2010), integrando-se ocasionalmente no
cromossoma bacteriano, tendo ai 0 nome de epissomas (Britannica n.d.). Alguns destes
plasmideos sdo conjugativos (autotransmissiveis) ou sdo mobilizados por outros
elementos genéticos, tais como transposdes ou plasmideos conjugativos. Eles sdo
constituidos por uma estrutura modular que inclui uma “regido constante” contendo
genes que codificam para funcdes essenciais (replicacdo, conjugacdo e manutencao) e
uma regido “varidvel” associada a um conjunto de genes que codificam para fungdes
adaptativas (resisténcia a antibidticos, resisténcia a metais toxicos, viruléncia, fungdes
metabolicas) (Hegstad et al. 2010). Os plasmideos variam em tamanho (<1kb-2.9Mb) e
a sua classificagao pode ser feita de acordo com o seu nimero de copias, diversidade de

hospedeiros, replicacdo e mobilidade (Hegstad et al. 2010).

Os elementos genéticos envolvidos em mecanismos de transposi¢do sdo segmentos de

DNA que se podem inserir de um modo repetido num local ou em vérios locais de um
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ou varios genomas (Roberts et al. 2008). Estes elementos tém a capacidade de sofrer
processos de excisdo do cromossoma ou de plasmideos e, posteriormente, transferirem-
se para um outro hospedeiro por conjugacdo. A possibilidade destes elementos
interagirem entre si e com outros elementos genéticos pode originar a formacdo de
plataformas maiores, em mosaico e complexas que poderdo trazer beneficios para a

célula hospedeira (Roberts et al. 2006).

Os elementos de transposicdo incluem ISs e transposdes. Estes Ultimos podem ser
classificados em transposdes compostos, transposdes da familia Tn3 e transposdes
conjugativos (ICEs-Integrative and Conjugative Elements) (Hegstad et al. 2010). Nos
ICEs estdo incluidos também outros elementos genéticos mdveis para além dos

transposdes conjugativos, tais como as ilhas de patogenicidade e as SCCmec.

Os transposdes compostos podem conter genes de resisténcia a um ou mais antibiéticos,
estando em ambas as extremidades presentes IS da mesma familia, importantes na
mobilizacdo do DNA presente entre eles (Hegstad et al. 2010). Os transposdes da
familia Tn3, por seu lado, caracterizam-se por se moverem intracelularmente dentro ou
entre diversos replicdes através de um mecanismo replicativo especifico (Hegstad et al.
2010). Os transposdes conjugativos sdo elementos que sofrem excisdo por uma
recombinacdo especifica e integram-se de uma forma semelhante aos profagos. Uma
outra caracteristica importante dos transposdes conjugativos € a sua capacidade de
cotransferirem outros transposdes ou plasmideos, assim como facilitar a transferéncia de

grandes segmentos cromossomais entre diferentes estirpes (Hegstad et al. 2010).

As ilhas genomicas (GEI-genomic islands) sdo segmentos de DNA bacteriano com um
elevado tamanho (10-200 kb). Estes elementos genéticos contribuem para a diversidade
e adaptagdo dos microrganismos, sendo responsaveis pela plasticidade e evolucéo,
assim como pela disseminacdo de fatores de viruléncia, resisténcia aos antibioticos e
formacdo de novas vias catabolicas. Presume-se que as GEIls sdo uma familia de
elementos genéticos que inclui os ICEs, plasmideos conjugativos e profagos (Hacker &
Carniel 2001; Juhas et al. 2009). As ilhas de patogenicidade (PAIls — pathogenicity

islands) s@o ilhas gendmicas presentes nos genomas de bactérias patogénicas sendo
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responsaveis pela expressdo de fatores de viruléncia (Sriramulu 2008). Os fatores de
viruléncia incluem proteinas com diversas fungdes, tais como facilitar a invasdo do
hospedeiro, producdo de superantigénios, producdo de enterotoxinas, expressdo de
sistemas de absorcdo do ferro, sistemas de secrecdo e expressdo de fatores de

colonizacdo (Sriramulu 2008).

6.1. Elementos genéticos moveis adquiridos por Enterococcus spp

Em Enterococcus spp tem sido observado que a disseminacao horizontal de genes tem
contribuido para a evolucdo deste género bacteriano como importante agente de
infecdes nosocomiais (Sood et al. 2008) e que estirpes melhor adaptadas a este nicho
possuiam uma maior prevaléncia de elementos genéticos moveis comparativamente a
outras (Hegstad et al. 2010).

Estudos moleculares efetuados em Enterococcus spp indicam que a resisténcia aos
antibidticos é frequentemente mediada pela transferéncia horizontal de plasmideos
conjugativos e mobilizaveis (Palmer, Kos & Gilmore 2010). Os principais plasmideos

associados a Enterococcus spp e sequenciados encontram-se descritos na Tabela 2.

Tém sido descritos plasmideos que respondem a feromonas (pCF10, pAD1, pAM373,
pMG2200, pBEE99, pBRG1, pHKK10) contendo genes que codificam para
bacteriocinas, citolisinas, resisténcia as radiacdes ultravioleta e aos antibioticos (Palmer,
Kos & Gilmore 2010). Por exemplo, o plasmideo pMG2200 presente em E. faecalis e
pBRG1 ou pHKK10 presentes em E. faecium foram previamente descritos como

transportadores do gene vanB associado a resisténcia a vancomicina (Zheng et al. 2009).
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Tabela 2. Plasmideos sequenciados descritos em Enterococcus spp que transportam
genes que codificam para a resisténcia aos agentes antimicrobianos e outras

caracteristicas (adaptada de (Palmer, Kos & Gilmore 2010)).

i . Resisténcia aos Outras .
Plasmideo  Hospedeiro o b Referéncia
antibidticos? caracteristicas®
pCF10 E. faecalis Tet AS, UVT (Hirt et al. 2005)
pAD1 E. faecalis _ AS, Cyt, UV (Francia et al. 2001)
) (De Boever, Clewell &
pAM373 E. faecalis _ AS
Fraser 2000)
pMG2200 E. faecalis Van AS, Bac, UV® (Zheng et al. 2009)
pBEE99 E. faecalis B AS, Bac, Bee, UV® (Coburn et al. 2010)
pAMpB1 E. faecalis MLSg (Clewell et al. 1974)
plP816 E. faecium Van (Sletvold et al. 2010)
pRUM E. faecium Cm, Sp, Sm, Van (Grady & Hayes 2003)
pAMB830 E. faecalis MLSg, Van (Palmer et al. 2010)
. (Schwarz, Perreten & Teuber
pRE25 E. faecalis Cm, MLSg
2001)
pHTp E. faecium Van (Tomita & lke 2005)
pMG1 E. faecium Gm, Km (Tanimoto & Ike 2008)
Legenda:

& (-)nenhuma resisténcia aos antibiéticos conhecida; Tet-tetraciclina; Cm-cloranfenicol; Gm- elevada
resisténcia a gentamicina; Cm-canamicina; MLSg-macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do
grupo B; Van-vancomicina.2AS-substancia de agregacao; UVR-resisténcia as radiacdes ultravioletas;
Bee (biofilm enhancer in Enterococcus)-promove a formacdo de biofilmes em Enterococcus spp.;
Cyl-citolisina; Bac-bacteriocina.
Dentro do grupo dos plasmideos que ndo respondem a feromonas pode referir-se
pAMB1 que transporta genes que codificam para resisténcia aos macrolidos,
lincosamidas e estreptograminas do grupo B em E. faecalis (Roberts et al. 1999) e
pRUM (genes de resisténcia a eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina e
estreptotricina) em E. faecium (Rosvoll et al. 2010). Os plasmideos pHTP ¢ pMG1 sdo
importantes mediadores da resisténcia a vancomicina em E. faecium e E. faecalis,
estando envolvidos na transferéncia do transposao ndo conjugativo Tn1546, que contém
0 gene vanA (Tomita et al. 2003; Tomita & lke 2005). A transferéncia de regides
gendémicas maiores mediada por plasmideos tem sido reportada em E. faecalis assim

como em outras espécies (Manson, Hancock & Gilmore 2010). Por exemplo, Palmer,
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Kos & Gilmore (2010), descreveram em E. faecalis, a transferéncia de uma ilha de
patogenicidade (codifica os fatores de viruléncia Esp, citolisina e substancia de
agregacdo) dependente dos plasmideos pTEF1 e pTEF2 (Manson, Hancock & Gilmore
2010).

Varios transposdes tém sido descritos em Enterococcus spp nomeadamente Tn5281
associado a elevados niveis de resisténcia aos aminoglicosideos (Feizabadi et al. 2008)
ou Tn5385 (Tn5281+Tn5384) estando envolvido na resisténcia a eritromicina,
aminoglicosideos, estreptomicina, penicilina e cloreto de mercurio (Rice & Carias
1998). A familia Tn3 também tem sido associada a resisténcia aos antibioticos
nomeadamente macrolidos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B [Tn917
(Tn551), Tn3871] e a elevados niveis de resisténcia aos glicopéptidos (vanA-Tn1546)
(Arthur et al. 1993; Shaw & Clewell 1985). Os transposdes conjugativos tém sido
associados a resisténcia as tetraciclinas (ex: Tn916, Tn5397, CW459TetM/Tn5801 e
CTn6000), grupo MLSg (ex:Tn1545) e vancomicina (Tn5382) (Hegstad et al. 2010).
Mais exemplos e detalhes podem ser consultados na Tabela 3.

A mobilizacdo e expressao de genes, assim como a diversidade estrutural de plasmideos
e transposdes pode ser influenciada pela presenca de diversas ISs. Entre as mais
frequentemente descritas em Enterococcus spp encontram-se aquelas pertencentes as
familias 1S3, 1S4, 1S6, 1S30, 1S66, 1S110, 1S200/1S605, 1S256, 1S982, 1S1182, 1S1380 €
ISL3, encontrando-se quer em DNA cromossomal quer extracromossomal (Leavis et al.
2007; Dahl et al. 2000b; Quintiliani & Courvalin 1996; Camargo et al. 2005; Huh et al.
2004; Chen et al. 2006).

Presume-se que estes elementos genéticos estejam envolvidos na regulacdo da
expressdo genética através da rutura de genes ap0s a sua inser¢do na regido codificante
ou na integracdo da regido promotora, resultando na perda do promotor ou num

promotor mais eficiente (Hegstad et al. 2010).
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Por exemplo, 1S1542 e 1S1191, ambas pertencentes a familia 1S256, parecem contribuir
para a expressao constitutiva do gene vanA e na expressao mais elevada da formacao de

biofilmes em E. faecalis, respetivamente (Brown, Townsley & Amyes 2001).

Todos estes elementos moveis contribuem para a plasticidade dos genomas de
Enterococcus spp promovendo rearranjos no DNA cromossomal e plasmidico através
de processos de recombinacdo homologa (Rice & Carias 1998). Um exemplo aplica-se
ao transposdo Tn5385, um elemento genético integrado nos cromossomas de estirpes
clinicas de E. faecalis (Rice & Carias 1998). Verificou-se que este elemento confere
resisténcia a eritromicina, gentamicina, estreptomicina, tetraciclina/minociclina,
penicilina (através da produgdo de B-lactamases) e cloreto de mercurio (Rice & Carias
1998). As diferentes regides do Tn5385 sugerem que ele evoluiu de uma combinacédo de
elementos mais pequenos, tais como plasmideos e transposdes de Enterococcus
(Tn5381, Tn4001, Tn917, 1S1216), Staphylococcus (1S257, operdo mer, Tn552
contendo o gene produtor de B-lactamase e regides contendo pequenos plasmideos),
Streptococcus (plasmideo pSM19035) e genes de replicagdo especificos de uma grande
variedade de bactérias hospedeiras (Bonafede, Carias & Rice 1997; Rice et al. 1996;
Rice & Carias 1998).

Relativamente as ilhas de patogenicidade (PAIs), foi descrita em E. faecalis uma PAI
que codifica varios fatores de viruléncia (proteina Esp, citolisina, substancia de
agregacdo, hidrolase de &cidos biliares, proteinas superficiais e proteinas de stress)
(Shankar, Baghdayan & Gilmore 2002). Presume-se que esta PAI, de contetdo genético
bastante varidvel, tenha a sua origem no ganho e perda de segmentos gendmicos
(McBride et al. 2009). Relativamente a sua disseminacéo, foi sugerido que se comporta
como ICE, uma vez que possui genes codificantes de excisionases e integrases e DR
(direct repeats) nas extremidades (McBride et al. 2009; Shankar, Baghdayan & Gilmore
2002).
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Tabela 3. Transposdes descritos em Enterococcus spp.

Designacao do transposéo

Classificacdo

Genes que conferem resisténcia/ viruléncia

Referéncias

Tn5281 (Tn4001),
Tn3706 e elementos da mesma

Aminoglicosideos [aac(6")-aph(27)]

(Simjee et al. 2000; Hodel-Christian &
Murray 1991; Simjee, Fraise & Gill
1999; Straut et al. 1997; Straut, de

familia Cespedes & Horaud 1996; Sahm &
Gilmore 1995; Leelaporn et al. 2008)
Tn924 Aminoglicosideos [aac(6")-aph(2”)] (Thal et al. 1994)
Tn1547 Vancomicina (vanB1) (Quintiliani & Courvalin 1996)
Th5384 Transposoes Aminoglicosideos [aac(6")-aph(2 )], eritromicina (ermB), (Bonafede, Carias & Rice 1997; Rice &
compostos cloreto de mercurio (merX) Marshall 1994)
Aminoglicosideos [aac(6")-aph(2 )], eritromicina (ermB),
Tn5385 cloreto de mercurio (mer), estreptocimicina (aadE), tetraciclina- (Rice & Carias 1998; Rice 2002)
minociclina (tetM), penicilina (blaz)

Tn5405 e elementos da mesma Aminoglicosideos (aphA-3, aadE), estreptotricina (semelhante (Werner, Hildebrandt & Witte 2003;
familia ao gene sat4) Derbise, de Cespedes & el Solh 1997)
Tn5482 Glicopéptidos (vanA) (Handwerger & Skoble 1995)
Tn5506 Glicopéptidos (vanA) (Heaton et al. 1996)

Tn917 (Tn551) e . ) ] ) (Tomich, An & Clewell 1980; Shaw &
Tn3871 Familia de Macrolidos, lincosamidas e estreptogramina & [erm (B)] Clewell 1985; Banai & LeBlanc 1984)

Tn1546 e elementos da mesma

familia

transposdes Tn3

Glicopéptidos (vanA)

(Arthur et al. 1993)
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Tabela 3 (Continuagao).

Designacao do transposao

Classificacao

Genes que conferem resisténcia/ viruléncia

Referéncias

Tn916, Tn918, Tn919,
Tn920, Tn925,
Tn3702, Tn5031,
Tn5032, Tn5033,
Tn5381 e Tn5383

Tn1545 e elementos da mesma familia

Tn6009

Tn5382,Tn1549 e elementos da mesma
familia

Tn5386

Homélogo do transposdo conjugativo
OG1RF

Tn6000/EfcTnl

Elemento contendo o gene V583 vanB1

Tn5397 e elementos da mesma familia

Tn950

Transposdes

conjugativos

Tetraciclina-minociclina [tet(M)]

(Rice, Marshall & Carias 1992; Torres et al.
1991; Franke & Clewell 1981; Fletcher,
Marri & Daneo-Moore 1989; Clewell et al.
1985; Casey, Daly & Fitzgerald 1991,
Horaud, Delbos & de Cespedes 1990)

Tetraciclina-minociclina [(tet(M)], macrdlidos,

lincosamidas e estreptogramina B (ermB),

canamicina (aphA-3)

(De Leener et al. 2004; Poyart-Salmeron et
al. 1989)

Tetraciclina-minociclina [(tet(M)], mercdrio (mer)

(Soge et al. 2008)

Vancomicina (vanB2)

(Dahl et al. 2000b; Garnier et al. 2000)

Lantibioticos (spa), proteina de adeséo ao colagénio

exposto superficialmente

(Rice et al. 2007; Bourgogne et al. 2008)

Proteinas de adesdo

(Bourgogne et al. 2008)

Tetraciclina [tet (S)]

(Roberts et al. 2006)

Vancomicina (vanB1)

(Paulsen et al. 2003)

Tetraciclina - minociclina [(tetM)]

(Agerso, Pedersen & Aarestrup 2006; Poeta
et al. 2007a)

Eritromicina

(Takeuchi et al. 2005)
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Diversos estudos descreveram a mobilizacdo deste elemento genético, tais como a
transferéncia do gene esp e de segmentos genomicos entre diferentes estirpes de E.
faecalis (Oancea et al. 2004; Coburn et al. 2007), assim como a transferéncia
cromossomal da PAI entre isolados de E. faecalis e de E. faecalis para E. faecium
(Laverde Gomez et al. 2011a). Nesses estudos tem sido observado o envolvimento do
plasmideo pTEF1 (Coburn et al. 2007) ou a acdo conjunta deste ultimo com o
plasmideo pTEF2 (Manson, Hancock & Gilmore 2010). Neste ultimo caso assistiu-se a
disseminacdo do locus da capsula, do transposao que confere resisténcia & vancomicina,
da ilha de patogenicidade e dos alelos dos housekeeping genes usados na técnica de
MLST, sendo a extensao da regido transferida varidvel (Manson, Hancock & Gilmore
2010).

Em E. faecium foi identificada uma PAI, apresentando em comum com a PAI de E.
faecalis 0 gene esp e uma sequéncia de 10kb (van Schaik et al. 2010). Este facto esta
relacionado com processos de transferéncia horizontal de genes entre as duas espécies,
como referido acima, ou através da aquisicdo individual de genes de bactérias de outros
géneros (van Schaik et al. 2010). Esta disseminacdo horizontal esta relacionada com a
presenca do elemento EfaB5 e do gene rpsl, uma vez que EfaB5 é um elemento
conjugativo e integrativo e o gene rpsl é um local preferencial de integracdo de
elementos genéticos mdveis em bactérias Gram positivas (van Schaik et al. 2010;
Brochet et al. 2008). Adicionalmente, a elevada recombinagdo deste elemento genético
com a aquisicdo de novos genes, assim como a sua mobilizacdo através de conjugacao
bacteriana, resulta numa disseminacdo rapida, contribuindo para o aparecimento de

estirpes bacterianas com maior patogenicidade (van Schaik et al. 2010).

Existe ainda pouca informacdo acerca da importancia dos fagos na disseminacdo de
fenotipos de viruléncia e de resisténcia aos antibiéticos em Enterococcus spp. Contudo,
estes elementos podem apresentar uma grande contribuicdo para a diversidade do
genoma de E. faecium e E. faecalis (Jett, Huycke & Gilmore 1994; Nigutova et al.
2008). Num estudo recente realizado com fagos enterocOcicos, observou-se o seu

envolvimento na disseminacdo da resisténcia a tetraciclina e gentamicina entre
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diferentes espécies de Enterococcus (Mazaheri Nezhad Fard, Barton & Heuzenroeder
2011).

6.2. Disseminacao horizontal da resisténcia a ampicilina em Enterococcus spp

6.2.1. p-lactamases

A resisténcia aos B-lactamicos pode ser mediada por B-lactamases ou PBP com baixa

afinidade para esta classe de antibioticos (ver ponto 5.).

A disseminagdo horizontal de PB-lactamases estd associada a elementos genéticos
diferentes. A localizagdo das B-lactamases enterococicas (blaz) foi frequentemente
identificada em plasmideos transferiveis que também transportavam genes de
resisténcia a gentamicina (Murray & Mederski-Samaroj 1983; Wanger & Murray 1990;
Murray et al. 1992; Patterson et al. 1990). Esses plasmideos encontravam-se
disseminados em diferentes clones de E. faecalis e possuiam distintos RFLPs, apesar do
gene blaZ e do gene que codifica para a resisténcia a gentamicina serem comuns.
Sugeriu-se que os plasmideos sofreram evolugdes distintas apos terem sido adquiridos
ou que o0 gene blaZ tenha sido disseminado por um transposao conjugativo a partir de
Staphylococcus para diferentes plasmideos de E. faecalis (Patterson et al. 1990). Em
outro estudo, isolados de E. faecalis obtidos de um mesmo hospital durante o periodo de
7 anos mantiveram-se endémicos, ndo tendo sido reportada a transferéncia horizontal da

[-lactamase para outras estirpes (Seetulsingh et al. 1996).

B-lactamases com localizagdo cromossomal também foram descritas quer em E. faecalis
quer em E. faecium (Sarti et al. 2012; Rice et al. 1991). Apos a andalise do ambiente
genético a jusante do gene que expressa a -lactamase em E. faecalis, identificou-se a
presenca de uma sequéncia encontrada nos elementos Tn552 e Tn4002, dois
transposdes que transportam blaZ em Staphylococcus spp (Rice & Marshall 1992). Um
outro transposdo, denominado Tn5385, foi encontrado integrado no cromossoma

bacteriano de um isolado de E. faecalis (Rice & Carias 1998). Presume-se que este
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elemento genético mével de estrutura complexa seja o resultado da combinacdo de
material genético de diversos géneros bacterianos (ver ponto 6.1.) (Rice & Carias
1998). No caso de E. faecium, néo foi caracterizado o elemento cromossomal associado
a blaz (Sarti et al. 2012) e em E. faecalis recentes (Chouchani et al. 2011) nédo se
conhece quer a localizacdo quer o elemento genético responsavel pela aquisicdo de
TEM-1.

6.2.2. Penicillin binding proteins (PBPS)

Antes de 1998, nunca tinha sido demonstrada a transferéncia horizontal do gene pbp5
em E. faecium. A transferéncia da resisténcia aos -lactamicos, por intermédio de PBPs,
apenas era conhecida em E. hirae, sendo o gene de localizacdo plasmidica responsavel

pela expressdo da molécula PBP3r (Piras et al. 1993).

Em 1998, um grupo de investigacdo detetou que a transferéncia simultanea da
resisténcia a ampicilina e vancomicina (vanB) era mediada pelo transposdo denominado
de Tn5382 (Carias et al. 1998). Este transposdo de 27kb estava localizado no
cromossoma bacteriano e era formado pelo Tn1549 (contendo um conjunto de genes,
incluindo vanB, importantes na resisténcia a vancomicina) distanciado do gene pbp5
(resisténcia a ampicilina) de 113 pb (Carias et al. 1998) (Figura 5). Neste transposao
podem ocorrer ligeiras variacdes na sua estrutura através da introducdo de sequéncias de
insercdo, tais como ISEnfall0, ISEnfal50 (ver Figura 5) (Carias et al. 1998) e ISEnfa3
(Lee & Kim 2003).

A presenca e mobilizacdo do transposdo Tn5382 foi posteriormente detetada em
diversas regifes geograficas, em varias espécies de Enterococcus spp isoladas de
humanos (isolados clinicos), animais (suinos, animais de estimacdo) e alimentos
(Hanrahan, Hoyen & Rice 2000; Lu et al. 2005; Torres et al. 2006; Dahl et al. 2000b;
Torres et al. 2003; Lopez et al. 2009b). Este transposao esta associado quer a estirpes
que causam infecOes ocasionais, quer a surtos por dispersdo clonal de E. faecium-CC17

(Valdezate et al. 2009). Num isolado de E. faecalis pertencentes ao CC2 foi tambeém
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observado o transposdo Tn5382 (Lopez et al. 2011), embora nédo tenha sido detetada

resisténcia a ampicilina (Lopez et al. 2011).

A disseminacdo da resisténcia a ampicilina (na auséncia da presenca de B-lactamases)

nem sempre estd associada a resisténcia a vancomicina e ao Tn5382. Num estudo

efetuado nos Estados Unidos verificou-se que o gene pbp5 foi transferido de E. faecium

de multiplas origens e nichos ecologicos diferentes (isolados clinicos dos Estados

Unidos e Europa, isolados de perls) para uma estirpe recetora sem este gene,

independentemente das estirpes selvagens possuirem ou ndo o gene de resisténcia a

vancomicina (Rice et al. 2005b). Num outro estudo efetuado pelos mesmos autores,

identificaram-se dois transposfes da familia Tn916 (Tn916 e Tn5386), responsaveis

pela excisdo cromossomal, de uma regido gendmica em que esta incluido o gene pbp5
em E. faecium, (Rice et al. 2005b; Rice et al. 2007; Rice et al. 2005a) (Figura 6).
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Figura 5. Representacdo esquematica do transposdo Tn5382/1549, incluindo a ligacdo entre o transposéo
Tn1549 e o gene pbp5 (Carias et al. 1998; Dahl et al. 1999).

No entanto, estes transposdes ndo foram identificados em todos os isolados que

transferiam pbp5, sugerindo-se que outro transposdo ainda ndo identificado ou

elementos genéticos moveis possam ser responsaveis pela excisdo de segmentos

genomicos de diversos tamanhos nos quais esta incluido o gene pbp5 (Rice et al.

2005D).
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Figura 6. Estrutura da plataforma genética proposta para a disseminagdo horizontal da resisténcia a
ampicilina ndo associada a Tn5382. As localizagdes dos transposfes Tn916 e Tn5386, assim como do

gene pbp5, estdo devidamente assinaladas (adaptado de (Rice et al. 2005a)).

6.3. Imunidade contra a insercdo de DNA externo

Recentemente, foram descobertos nos organismos procariétas mecanismos de defesa
que lhes conferem imunidade contra virus, plasmideos e outros elementos genéticos
moveis (Terns & Terns 2011). Um desses mecanismos € mediado por pequenas
moléculas de RNA e respetivas proteinas provenientes de sequéncias gendmicas
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat) e genes Cas
(CRISPR-associated) (Terns & Terns 2011). Os loci CRISPR sé&o caracterizados por
possuirem pequenas repeticdes de 30 a 40 nucleotidos, sendo essas repeticdes separadas
por sequéncias variaveis de tamanho semelhante (Terns & Terns 2011). As sequéncias
variaveis sdo provenientes de virus, plasmideos e outros elementos genéticos externos a
bactéria que conferem imunidade contra esses mesmos elementos genéticos moveis
(Bolotin et al. 2005; Garneau et al. 2010; Marraffini & Sontheimer 2008). O
mecanismo detalhado de defesa ainda ndo é conhecido por completo (ver Figura 7), mas
presume-se que um segmento de um elemento genético movel seja incorporado dentro
das sequéncias CRISPR, entre as repeticdes palindromicas (Barrangou et al. 2007). A
sequéncia que contém o elemento genético mével é transcrita num RNA de pequeno
tamanho, denominado crRNA (Brouns et al. 2008). Este crRNA vai depois associar-se a

nucleases, codificadas pelos genes cas, finalizando com a inativagdo de posteriores

54



Disseminagdo horizontal de elementos de insercdo cromossomal associados a resisténcia a ampicilina em

E. faecium oriundos de diferentes nichos ecol6gicos

elementos genéticos moveis, derivados do elemento incorporado nas sequéncias

CRISPR, que entrem na bactéria (Barrangou et al. 2007; Brouns et al. 2008).

Em E. faecalis foi possivel verificar que as estirpes que adquirem novos fendtipos por
intermédio dos elementos genéticos mdveis possuem sistemas de defesa ineficazes,
resultando em estirpes bacterianas multirresistentes a diversas classes de antibioticos,

portadoras de genes de viruléncia, entre outras caracteristicas (Palmer & Gilmore 2010).

No caso de E. faecium, isolados pertencentes a CC17 possuem pouca imunidade contra
a entrada de elementos genéticos maéveis (Palmer & Gilmore 2010). Verificou-se que 0s
plasmideos da familia Inc18 e o transposdo conjugativo Tn916 (portador do gene tetM)
ndo foram observados na regido das sequéncias varidveis entre as repeticOes
palindrémicas de E. faecalis (Flannagan et al. 2003; Palmer & Gilmore 2010), tendo
sido sugerido que esses elementos genéticos moveis tém a capacidade de evadir os

mecanismos protetores dos loci CRISPR (Palmer & Gilmore 2010).

Os dados disponiveis parecem apontar que 0s elementos genéticos moveis e 0S
mecanismos de imunidade para 0 DNA exdgeno tém a funcéo de estabilizar o genoma
dos Enterococcus spp e torna-lo mais diversificado. A dindmica entre estes fatores
opostos é importante na evolucao bacteriana, sendo que o uso intensivo de antibidticos
fez com que essa mesma dindmica fosse direcionada numa aquisicdo mais elevada de
elementos genéticos mdveis que conferem resisténcia a esses agentes antibacterianos
(Palmer & Gilmore 2010).
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Figura 7. Representacdo esquematica do mecanismo de defesa promovido pelos loci CRISPR (adaptado
de (Terns & Terns 2011)).
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1. OBJETIVOS

Apesar do genero bacteriano Enterococcus apresentar uma resisténcia natural aos f-
lactdmicos, a ampicilina é usada eficazmente no tratamento das infe¢cbes promovidas
por essas bactérias. No entanto, a partir da década de 80, os niveis de resisténcia a
ampicilina aumentaram, em particular em estirpes de E. faecium nosocomiais de

diferentes partes do globo.

Neste trabalho coloca-se a hipdtese do gene pbp5 ser frequentemente mobilizado entre
E. faecium, justificando as elevadas taxas de resisténcia a ampicilina observadas. Para
comprovar esta hipdtese, o objetivo geral deste trabalho consistiu em estudar a
mobilizacdo de pbp5 a partir de estirpes pertencentes a varios complexos clonais e
nichos ecoldgicos, e caracterizar as plataformas genéticas moveis que transportam este

gene.

Os objetivos especificos focaram-se em:

— Avaliar se a resisténcia a ampicilina mediada pelo gene pbp5 é disseminada por
transferéncia horizontal para bactérias recetoras com diferentes contextos
genéticos (diferentes STs, pbp5* e pbp5) a partir de isolados de E. faecium

oriundos dos nichos humano, animal e ambiental.

— Determinar se a transferéncia horizontal do gene pbp5 esta associada a linhagens

clonais especificas.

— Avaliar a estabilidade da resisténcia a ampicilina na presenca e auséncia de

pressédo seletiva.

— Verificar se o fendtipo de resisténcia a ampicilina ¢ semelhante em estirpes
selvagens e transconjugantes obtidos de diferentes bactérias recetoras (pbp5* e
pbp5’) e se a transferéncia da resisténcia a ampicilina se procede conjuntamente

com a resisténcia a outras classes de antibidticos.
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— ldentificar a localizagdo gendmica dos elementos genéticos moveis responséaveis

pela resisténcia a ampicilina.

— Avaliar se a transferéncia do gene pbp5 esta ou ndo associada a presenca de
transposfes conjugativos previamente relacionados com a sua mobilizacdo e

outros comummente encontrados em bactérias de Gram positivo.

— Comparar a diversidade de mutacdes e do ambiente genético de pbp5 em E.
faecium de varios nichos ecoldgicos, STs, e com e sem capacidade de mobilizar

este gene.

— Integrar os dados obtidos com outros previamente descritos na literatura e/ou em

bases de dados de genes e elementos genéticos.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Isolados bacterianos

Foram estudados 78 isolados de Enterococcus faecium resistentes a ampicilina obtidos

entre 1996 e 2009, dos seguintes nichos ecoldgicos de Portugal:

Quatro suiniculturas com producédo intensiva, localizadas em distintas regifes
geograficas do Norte, Centro e Sul. As bactérias foram isoladas de aguas de
lagonagem (n=5), aguas residuais (n=5), pé das instalagdes (n=4), fezes dos
animais (n=3) e alimento medicamentoso (n=1).

Interior de carcacas de trés frangos e um perQ para consumo humano, adquiridos
em dois locais de venda da cidade do Porto (n=4 isolados).

Cinco hospitais localizados em distintas regides geograficas do Norte e Centro.
As bactérias foram isoladas de diferentes pacientes e das seguintes amostras
bioldgicas: urina (n=13); sangue (n=7); exsudados (n=7); liquido
cefalorraquidiano (n=1); catéter (n=3) e amostra bioldgica desconhecida (n=8).
Fezes de dois humanos saudaveis residentes no Norte do pais (n=2 isolados). Os
individuos ndo consumiram antibidticos ou contactaram com o0 ambiente
hospitalar 3 e 12 meses antes da colheita, respetivamente.

Aguas residuais colhidas a montante (n=2 isolados) e a jusante (n=13 isolados)
de 4 unidades hospitalares da cidade do Porto.

2. Pesquisa de p-lactamases

A produgdo de B-lactamases nas bactérias selvagens de E. faecium de diferentes nichos

ecologicos foi avaliada pelo teste de nitrocefin. De uma solucéo de nitrocefim retiraram-

se 5 pl e colocaram-se sobre as colonias bacterianas que cresceram a volta de um disco

de ampicilina. A presenga de P-lactamases foi confirmada pela alteracdo de cor do

nitrocefim de amarelo para vermelho.
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3. Avaliacdo da capacidade de transferéncia horizontal de pbp5

3.1. Ensaios de conjugacéo

Numa primeira fase dos ensaios de conjugacdo incluiram-se os isolados selvagens
descritos no ponto 1. e a estirpe E. faecium GE1 (ATCC 51558; pbp5’) como bactéria
recetora (Tabelas 4 e 5). Os isolados selvagens e a recetora foram inoculados
separadamente em 5 ml de BHI (Brain Heart Infusion, OXOID) em caldo. Os caldos
das bactérias selvagens incluiram ampicilina na concentragdo de 2 pg/ml. Apos
incubacdo (37°C/18h), os isolados selvagens e a recetora foram misturados na
proporcdo de 1:1 e 0,2 ml desta mistura foram inoculados no centro de uma placa de
BHI agar (37°C/18h). O crescimento resultante foi transferido para 1 ml de soro
fisiolégico estéril e 0,1 ml desta suspensdo foi inoculada em placas de BHI agar
suplementadas com rifampicina (30 mg/L), acido fusidico (25 mg/L) e ampicilina (10
mg/L) (24-48h/37°C). De cada placa suplementada com antibi6ticos foram selecionadas
entre 1 a 5 colonias para BHI agar. Estes ensaios de conjugacdo foram repetidos num

maximo de trés vezes para cada uma das bacteérias.

Com o objetivo de avaliar se pbp5 era também transferivel para bactérias que ja
possuiam este gene, 0s ensaios de conjugacdo acima descritos foram repetidos usando
os isolados selvagens, em que foi observada a transferéncia do gene pbp5 para E.
faecium GE1, e as bactérias recetoras E. faecium BM4105RF e E. faecium 64/3

(Tabelas 4 e 5). Os ensaios foram realizados uma Unica vez.

3.2. Confirmacao de transconjugantes

3.2.1. Avaliacao da suscetibilidade a antibioticos

A confirmagdo das bactérias transconjugantes foi efetuada pela observacdo da
diminuicdo de suscetibilidade a ampicilina (10 ug), resisténcia a rifampicina (5 ug) e
acido fusidico (10 ug), atraves do método de difusdo em agar em meio de Mueller-

Hinton Il (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Franga) e usando as recomendagdes de Clinical
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and Laboratory Standards Institute (CLSI 2010). Este método foi também usado para a
avaliacdo da cotransferéncia da resisténcia a outros antibioticos (Oxoid e Liofilchem)
que incluiram a vancomicina (30 ng), teicoplanina (30 ng), eritromicina (15 pg),
quinupristina-dalfopristina (15 ug), ciprofloxacina (5 ng), cloranfenicol (30 pg),
gentamicina (120 ug), estreptomicina (300 ug) e tetraciclina (30 ug; este antibiotico foi
utilizado apenas em transconjugantes gerados de E. faecium BM4105RF e E. faecium
64/3).

Tabela 4. Bactérias recetoras utilizadas nos ensaios de conjugacao.

Bactérias recetoras Perfil de resisténcia aos antibidticos Referéncia bibliografica

Rifampicina®, Acido fusidico®,

E. faecium GE1 (ATCC R o
Tetraciclina™, tetM, CW459tetM; auséncia .
51558) Moellering 1982)
do gene pbp5

(Eliopoulos, Wennersten &

. R oA R (Carlier & Courvalin 1990;
Rifampicina”, Acido fusidico™; presenca

E. faecium BM4105RF Tomita et al. 2002; Aarestrup
do gene pbp5
2000)
_ Rifampicina®, Acido fusidico®; presenca
E. faecium 64/3 (Werner et al. 2003)
do gene pbp5

R-Resistente

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) a ampicilina foi também estudada pelo
método de diluicdo em agar em meio de Mueller-Hinton Il (CLSI 2010), no sentido de
avaliar a variabilidade de fenétipo de resisténcia entre bactérias recetoras,
transconjugantes e isolados selvagens. As concentragdes limite para a ampicilina usadas
neste ensaio variaram entre 2 ug/ml e 512 ug/ml. A menor concentracdo de antibiotico
com a capacidade de inibir o crescimento bacteriano foi registada como sendo a CMl,
classificando os isolados estudados nas categorias sensivel ou resistente, de acordo com

os critérios definidos (CLSI 2010) para Enterococccus spp.
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Tabela 5. Bactérias selvagens resistentes a ampicilina e bactérias recetoras usadas nos

diferentes ensaios de conjugacao.

. ) N° de Bactérias recetoras usadas
Bactérias Origem ) ) ) .
isolados nos ensaios de conjugacao
Hospitalar 39
Humanos saudaveis 2
Aguas residuais 15 _
Selvagens o E. faecium GE1
Suiniculturas 18
Aves para consumo A
humano
Hospitalar 6
Humanos saudaveis 1
Selvagens com capacidade de . o ]
. Aguas residuais 4 E. faecium BM4105RF e
transferir o gene pbp5 para E. ]
Suiniculturas 3 E. faecium 64/3

faecium GE1
Aves para consumo

humano

3.2.2. Métodos moleculares

A confirmacdo da presenca de transconjugantes foi também avaliada através da técnica
de PFGE (Pulsed-Field-Gel-Electrophoresis), em que se comparou o perfil de restricdo
(Smal) das bactérias recetoras, selvagens e transconjugantes (para mais detalhes ver
ponto 4.1.).

No caso dos transconjugantes associados a E. faecium GEL1 (pbp5’) foi ainda realizada a
pesquisa do gene pbp5 pelo método de PCR (Polymerase Chain Reaction). Em 30 ul de
agua ultrapura estéril foi preparada uma suspensdo bacteriana com uma concentracao
superior a 2 McFarland. Desta suspensédo foram retirados 2 pl diretamente para a
mistura de reagentes de PCR (volume final de 25 ul) necessaria a amplificacdo do gene
pbp5. O DNA foi diretamente extraido na mistura de reagentes através de lise térmica
(95°C durante 10 min), num passo prévio ao programa de amplificagdo do DNA. Foram

incluidos controlos positivos (E. faecium BM4105RF) e negativos (E. faecium GE1) em
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todas as reacbes de amplificacdo. A sequéncia dos primers pbp5F e pbp5R,
concentracdo dos reagentes e condi¢cdes amplificacdo encontram-se descritas na Figura
8. Os termocicladores utilizados foram o BioRad iCycler e o BioRad MyCycler.
Concluido o processo de amplificagdo, transferiram-se 10 puL de produto de PCR para
um gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE 1X, suplementado com 0,01% de Sybr Safe
(Invitrogen). A eletroforese foi realizada a uma voltagem de 110V durante 45 minutos.
A visualizacdo das bandas de DNA foi efetuada num transiluminador e os resultados
foram adquiridos digitalmente com o programa Quantity One version 4.6.1 Buidl 055
(Bio-Rad). O tamanho dos amplic6es foi determinado por comparacdo com o controlo
positivo e com um marcador de fragmentos de DNA com tamanho conhecido
(HypperLadder 1V, Bioline).

4. Avaliacao da relacéo clonal

4.1. Eletroforese em campo pulsado

A relacdo clonal dos isolados selvagens com capacidade de transferir o gene pbp5, dos
isolados suspeitos de serem transconjugantes e respetivas estirpes recetoras foi avaliada
por eletroforese em campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis-PFGE), segundo
condicdes previamente descritas (Kaufmann 1998). Inoculou-se o meio de BHI caldo
com uma coldnia bacteriana, sendo posteriormente incubado em banho-maria a 37°C,
com agitacdo e durante um periodo de 18 horas. Apds crescimento bacteriano, 0 meio
de BHI caldo foi centrifugado durante 12 minutos a 4000 rpm. O pellet foi
ressuspendido em 1,5 ml de solucdo PIV (10 mM Tris-HCI pH=7,6; 1M NaCl) e 0,5 ml
desta solucdo foram adicionados a 0,5ml de agarose (Seakem Gold Agarose, FMC
Bioproducts) a 2%. Esta mistura foi colocada num molde e depois transferida para o
frigorifico durante 15 minutos. Depois de solidificada, a mistura agarose-bactéria foi
retirada dos moldes e colocada em contacto com a solucdo de lise EC (6 mM tris HCI
pH=7,6; 1M NaCl; 100 mM EDTA pH=7,5; 0,5% Brij-58; 0,2% acido desoxicolico;
0,5% sarcosil; 20 mg/L RNase; 1 mg/ml lisozima) e incubada a 37°C durante um
periodo de 18 horas num banho-maria com agitacdo. A solugdo EC foi rejeitada, tendo-

se seguido uma fase de desproteiniza¢do usando-se a solucdo ESP (0,5M EDTA pH=9,
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1% sarcosil, 50 mg/L proteinase K) e um tempo de 24-48 horas em banho-maria a 50°C,
com agitacdo. Esta ultima solucdo foi rejeitada, seguindo-se uma lavagem dos blocos de
agarose com uma solugédo de TE (10 mM Tris-HCI pH=7,5; 0,1 mM EDTA) em 3
periodos de 30 minutos a 37°C num banho-maria com agitagdo. Fragmentos de cerca de
3-4 mm de agarose-DNA foram digeridos com a enzima de restricdo Smal (20 U/pul)

durante um periodo de 18 horas.

A eletroforese foi realizada num aparelho CHEF DR-I11 (BioRad, LaJolla, CA), usando-
se um gel de agarose a 1,5% (Seakem Gold Agarose, FMC Bioproducts), em tampao
TBE 0,5X (445 mM de Tris base, 445 mM de &cido borico, 10 mM de EDTA), pulsos
de 1-20 segundos, voltagem de 6 V/cm? e temperatura do tampéo a 14°C, durante 26
horas. O gel foi corado com brometo de etidio (10 ug/ml) durante 30 minutos e, quando
necessario, descorado com agua pelo periodo de tempo de 10-15 minutos. Os resultados
foram adquiridos com o software Kodak Digital Science 1D ou Quantity One version
4.6.1 Build 055 (Bio-Rad). O marcador de DNA utilizado foi o Low Range PFG
Marker (New England Biolabs, Inc). As relagdes clonais foram estabelecidas seguindo
0s critérios propostos previamente descritos (Tenover et al. 1995). Os diferentes
pulsotipos foram designados com ndmeros ou letras distintos. Os subtipos foram
definidos colocando um nudmero a seguir a designacdo do pulsotipo, indicando o
namero de bandas que diferem do perfil de PFGE inicial.

4.2. Multi Loccus Sequence Typing (MLST)

O estudo da estrutura populacional das bactérias selvagens de E. faecium com (n=11) e
sem capacidade de transferir o gene pbp5 (n=32) foi realizado por MLST para
identificar se as sequéncias tipo (ST) associadas a transferéncia de pbp5 estavam
incluidas em complexos clonais especificos. O ST de algumas destas bactérias (n=22)

foi previamente determinado (Freitas et al. 2009b).
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4.2.1. Extracdo do DNA

A extracdo de DNA genomico foi realizada pelo método de lise pelo calor. As células
bacterianas apds crescimento em BHI (37°C/18h) foram inoculadas num tampao de lise
(0,25% SDS; 0,05N NaOH) e sujeitas a uma temperatura de 100°C durante 15 minutos.
O lisado celular foi diluido (10 mM Tris-HCI, pH=8,5), centrifugado e o sobrenadante
guardado a -20°C.

4.2.2. Amplificacdo dos acidos nucleicos

Foram efetuados PCRs para a amplificagéo de sete genes conservados (purK, gdh, atpA,
gyd, ddl, pst e adk) que codificam para funcdes celulares fundamentais a bactéria,
usando condicdes previamente descritas (Homan et al. 2002). A sequéncia dos primers,
a concentragdo dos reagentes e as condi¢Ges amplificacdo encontram-se descritas na
Tabela 6. Para todas as reagOes foram usados controlos positivos (E. faecium
BM4105RF).

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a uma eletroforese e depois visualizados
através de software de aquisicdo de imagem, tal como descrito no ponto 3.2.2. Os
amplicbes foram sequenciados (empresa Stabvida, Oeiras-Portugal) utilizando-se os
primers usados nas reaces de amplificacdo, de modo a detetar variantes alélicas de

cada um dos genes amplificados.

A andlise e edicdo das sequéncias foi efetuada no programa Chromas (Chromas n.d.).
Com o software ClustalW (ClustalW2 n.d.), a sequéncia foi comparada com o alelo 1 de
cada um dos sete genes conservados (purK, gdh, atpA, gyd, ddl, pst e adk). A avaliacdo
da Sequencia Tipo (ST) foi posteriormente determinada através da inser¢do da
informacdo obtida na base de dados eBurst (eBURST V3 n.d.).
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5. Avaliacéo da estabilidade da resisténcia a ampicilina

Com este ensaio pretendeu-se verificar se os isolados selvagens e os transconjugantes
de E. faecium GE1 mantinham a resisténcia a ampicilina quer na auséncia quer na
presenca da pressdo seletiva. Inicialmente, procedeu-se a inoculacdo das bactérias em
placas de BHI suplementadas com 16 pg/ml de ampicilina. Apds 24 horas a 37°C, as
bactérias foram semeadas para meios de BHI agar e meios de BHI agar suplementados
com 16 pug/ml de ampicilina. Estas inoculacGes foram diariamente repetidas até um
nimero maximo de 30x. Ap0s incubacdo de cada nova inoculacdo, a avaliacdo da
suscetibilidade a ampicilina foi determinada pelo método de difusdo em agar com
discos, segundo os procedimentos recomendados pelo CLSI (CLSI 2010). Em caso de
suscetibilidade, a presenca/auséncia do gene pbp5 foi avaliada pelo método de PCR (ver
ponto 3.2.2).

6. Pesquisa da localizacdo genomica do gene pbp5

A pesquisa da localizagdo plasmidica ou cromossomal do gene pbp5 foi realizada nos
isolados selvagens com capacidade de transferirem pbp5, nas bactérias recetoras e seus
respetivos transconjugantes. Os procedimentos realizados foram os seguintes:

a) PFGE - A preparacdo do DNA para a corrida de eletroforese em campo pulsado,
condigdes gerais da eletroforese e visualizagdo do perfil de restricdo estdo descritos no
ponto 4.1. Especificamente para a localizacdo do gene pbp5, o DNA total foi digerido
com a enzima de restricdo I-Ceul (1,25 U/ul) (New England Biolabs, Inc) durante um
periodo de 18h. Esta enzima reconhece apenas pontos de corte no DNA cromossomal,
deixando o DNA plasmidico intacto. O DNA digerido foi sujeito a uma separagdo
utilizando-se pulsos de 5-30s (22h).

Posteriormente, procedeu-se também & realizacdo de um novo PFGE de DNA sujeito a
restricdo com Smal (20 U/ul, 18h). Esta enzima tem uma maior frequéncia de corte,

permitindo avaliar com uma maior precisdo a heterogeneidade de tamanho nos
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fragmentos de DNA que incluem pbp5. As condicGes de separacdo dos fragmentos

obtidos estdo descritas no ponto 4.1.

b) Southern blotting — Ap6s o PFGE, os fragmentos de DNA foram transferidos para

uma membrana de nylon (Ge Healthcare; Amersham Hybond-N+ 0,45 um). O DNA foi
posteriormente fixado a membrana com luz ultravioleta durante 2 min. Uma sonda de
1984 pb especifica para o gene pbp5 foi produzida por PCR usando-se os primers
pbp5F e pbp5R. A sequéncia dos primers e condi¢Ges de amplificacdo estdo descritos
na Figura 8. A hibridacdo desta sonda foi feita no DNA sujeito a restricdo quer com
enzima I-Ceul, quer com a enzima Smal, tendo sido usado como controlo negativo a
bactéria E. faecium GE1. Adicionalmente, uma sonda de 669pb, especifica para 0 DNA
da subunidade 23S ribossomal (23SrDNA), foi produzida com o objetivo de confirmar
se as bandas obtidas com a enzima I-Ceul eram realmente cromossomais, uma vez que

esta sonda ndo se liga ao DNA plasmidico.

As duas sondas referidas foram produzidas usando o DNA gendémico da bactéria
transconjugante TCSN71.1 GEL. Para cada uma das duas sondas mencionadas foi
efetuada a respetiva marcacdo para a hibridacdo. Este procedimento iniciou-se com a
diluicdo de 1:10 do DNA a ser marcado (10 ng/uL) com agua fornecida pelo kit de

marcacéo de sondas (ECL™

Random Prime Labelling). Posteriormente procedeu-se a
desnaturacdo do DNA durante 5 minutos a 99° C num termociclador. Depois, 0 DNA
desnaturado foi colocado em gelo durante 5 minutos. Adicionou-se a esse DNA o0s
reagentes do kit para marcacdo de sondas (agua, tampdo da reacdo, reagente de
marcacdo e um cross-linker) recomendados e fornecidos pelo kit utilizado (ECL™
Random Prime Labelling). Ap6s homogeneizar bem a solucéo resultante, efetuou-se
uma incubagéo a 37° C num banho de agua durante 30 minutos. Antes de adicionar cada
uma das sondas a membrana que contém os fragmentos de DNA separados por PFGE,
efetuou-se um pré-aquecimento do tampéo de hibridacdo (NaCl e Blocking reagent),
colocando a membrana nesse tampdo pré-aquecido durante 15 minutos. Apos esse
procedimento adicionou-se a sonda ja marcada, colocando-se em contacto com a
membrana, deixando-se a hibridar a uma temperatura de 70°C durante a noite. No dia

seguinte removeu-se 0 tampdo de hibridagdo com a sonda marcada e colocou-se no
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congelador. Posteriormente transferiu-se para a membrana 50 mL de um Tampé&o
Primario pré-aquecido (ureia; SDS; 0,5M Nafosfato pH=7; NaCl, Blocking reagent, 1M
MgCl,), colocando-se depois no formo durante 10 minutos. Os ultimos dois
procedimentos (adicdo de tampdo priméario pré-aquecido e incubacdo durante 10
minutos num forno) foram repetidos mais uma vez. O Tampao Primario foi rejeitado,
sendo que depois foi adicionado a membrana 100 mL de Tampao Secundario (Tris-
base, NaCl e MgCl,), lavando-se com agitacdo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Rejeitou-se depois 0 Tampdo Secundario repetindo-se novamente 0 processo
de lavagem atrés referido. Apos os processos de lavagem, colocou-se a membrana em
papel de filtro, deixou-se a secar durante 5 minutos, colocou-se em papel aderente e
adicionou-se cerca de 3 mL de Reagente de Detecdo (Amersham Life Science),
deixando-se atuar durante 4 minutos. Depois cobriu-se a superficie da membrana com
uma pelicula aderente, retirando-se o excesso de reagente. Por fim, numa camara
escura, colocou-se uma pelicula de filme em contacto com a membrana, tendo-se

aguardado 2h para o processo de revelacao.

7. Caracterizacdo da variabilidade alélica do gene pbp5 e do seu ambiente genético

7.1.Variabilidade alélica do gene pbp5

A avaliacdo do tipo de mutacBes presentes no gene pbp5 foi realizada nas bactérias
transconjugantes de E. faecium GE1 e em 10 bactérias selvagens que ndo transferiram
este gene nos ensaios de conjugacao e representativas dos diferentes nichos ecoldgicos.
Assim, procedeu-se a uma amplificacdo completa do gene pbp5 pelo método de PCR,
sendo que este processo juntamente com as condigdes de eletroforese encontra-se
descrito no ponto 3.2.2. Neste método de PCR, uma vez que se pretendeu uma
amplificacdo completa do gene pbp5, utilizaram-se o0s pares de primers
ftsWF(P3)/pbp5R(P2) e pbp5RInv(P4)/EFLKRINV(P5). A sequéncia dos primers,
concentracdo dos reagentes e condigOes de amplificacdo encontra-se descrita na Figura
8.
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Apbs a confirmacdo da amplificacdo da regido gendmica, 0s respetivos produtos de
PCR foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) e sequenciados (Stabvida.com) por primer walking com o objetivo de

analisar a presenca de mutacoes.

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram traduzidas com a ferramenta de traducgéo
“Translate a DNA Sequence” (Translate a DNA Sequence n.d.). Posteriormente com o
programa ClustalW, as sequéncias aminoacidicas das bactérias estudadas (selvagens e
transconjugantes) foram comparadas com a sequéncia aminoacidica do isolado E.
faecium BM4107 suscetivel a ampicilina (N° de acesso ao GenBank AF364092.1).

7.2. Estudo do ambiente genético da regido de insercao do gene pbp5

Com este ensaio pretendeu-se avaliar a variabilidade da regido publicada no GenBank
de 8 kb que incluia os genes N-acyl-glucosamine-6-phosphate-2-epimerase, proteinas
hipotéticas, ftsW, psr, pbp5 e uma bomba de efluxo de iBes. Nestes ensaios, foram
incluidas as bactérias recetoras e seus transconjugantes e alguns E. faecium

representativos dos isolados que ndo transferiram pbp5.

Foram efetuados PCRs com a finalidade de amplificar as regifes entre os genes ftswW e
pbp5, pbp5 e bomba de efluxo de iGes (EFLK), bomba de efluxo de ides (EFLK) e a
proteina hipotética pb264557 (NUmero de Acesso EEV52222.1) e ftsW e N-acyl-
glucosamine-6-phosphate-2-epimerase (ver Figura 8). A sintese dos primers foi baseada
no ambiente genético do gene pbp5 descrito na sequéncia do genoma de E. faecium
1,231,410 supercontl.1 depositada no GenBank (NZ_GG692468.1).

Antes da amplificacdo, o DNA foi extraido pelo mesmo método usado no ponto 3.2.2.
As sequéncias dos primers [P1 (pbp5F), P2 (pbp5R), P3 (ftsWF), P4 (pbp5RInv), P5
(EFLKRInv), P6 (N-acylFInv), P7 (ftsWRInv), P8 (EFLKR) e P9 (HPIIEFLKF)] e
condigdes de amplificacdo estédo descritas na Figura 8. Os produtos amplificados com

um peso molecular inferior a 2500 pb foram submetidos a uma eletroforese como
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descrito no ponto 3.2.2. Para os fragmentos de tamanho superior a 2500 pb, a
eletroforese foi realizada num gel de agarose a 1% em tampédo TAE 1X, suplementado
com 0,01% Sybr Safe (Invitrogen), tendo sido aplicada uma voltagem de 110V durante
110 minutos.

Para os produtos amplificados com um peso molecular igual ou diferente do esperado,
usou-se 0 método RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), sendo o0s
fragmentos digeridos com as enzimas de restricdo Ddel (5 U/ul-New England BioLabs;
37°C/18h) ou Alul (5 U/ul-New England BioLabs; 37°C/18h). Estas enzimas foram
selecionadas de acordo com a sequéncia nucleotidica do fragmento amplificado,
previsto nas sequéncias disponiveis no GenBank (Numero de Acesso AF117609.1).
Relativamente ao perfil de restricdo previsto para estas enzimas, usou-se 0 programa
NEB cutter V2.0-New England BioLabs (NEBcutter V2.0 n.d.). Posteriormente 0s
produtos digeridos foram transferidos para um gel de agarose a 2% em tampédo TAE
1X, suplementado com 0,01% Sybr Safe (Bioline). Nesse gel aplicou-se uma voltagem
de 40 volts durante 3 horas, sendo a visualizacdo dos fragmentos efetuada como
descrito no ponto 3.2.2. A cada perfil de RFLP foi atribuida uma letra. Um
representante de cada perfil de RFLP foi sequenciado (Stabvida.com) por primer

walking.

8. Estudos bioinformaticos

Com o objetivo de avaliar se as plataformas genéticas encontradas ou as alteracGes
aminoacidicas de pbp5 se encontravam em outros E. faecium com outras caracteristicas
epidemioldgicas (nicho ecologico, diferentes anos de isolamento e regides geogréaficas)
efetuou-se uma comparagdo nucleotidica e aminoacidica com sequéncias publicadas na
base de dados GenBank. Para isso utilizaram-se as ferramentas nucleotide Blast e Blastx
(NCBI n.d.).
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9. Outros estudos moleculares

9.1. Pesquisa de transposdes conjugativos

O objetivo deste ensaio foi pesquisar a presenca de transposfes conjugativos (CTn)
frequentes em bactérias de Gram positivo e que pudessem estar relacionados com
eventos de transposicdo que incluiam o gene pbp5. Nesta pesquisa foram incluidos
transposdes que conferem resisténcia aos seguintes agentes antimicrobianos:
-Tetraciclina-Tn916/Tn1545, Tn5397 e Tn6000. Tn916 foi previamente associado a
transferéncia horizontal do gene pbp5 (Rice et al. 2007).

-Vancomicina-Tn5382, previamente associado a transferéncia horizontal do gene pbp5
(Carias et al. 1998).

-Cloranfenicol-Tn4451/Tn4453 (Lyras et al. 1998).

-Lantibiodticos-Tn5386, previamente associado a transferéncia horizontal de pbp5 (Rice
et al. 2005a).

Na analise destes elementos genéticos utilizaram-se bactérias dadoras e
transconjugantes. Para a pesquisa dos CTn foram apenas incluidos marcadores
genéticos especificos e ndo a totalidade do elemento genético. Assim, analisaram-se as
integrases e excisases para 0s transposdes Tn916, Tn5386, Tn6000, a integrase para
Tn5397, a relaxase para 0 Tn4451/Tn4453, e a regido esquerda (que ndo a integrase) de
Tn5382 descrita em E. faecium C68 (AF117609).

A amplificacdo das sequéncias especificas dos diversos CTn foi realizada por PCR,
usando-se 0 método de extracdo de DNA descrito no ponto 3.2.2. Os reagentes
utilizados, a sua concentracéo e as condi¢Ges de amplificagdo encontram-se descritas na
Tabela 6. Todas as reagdes incluiram controlos positivos e negativos. Os produtos de
amplificagdo foram submetidos a uma eletroforese horizontal tal como descrito no
ponto 3.2.2.
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Tabela 6. Descricdo da sequéncia nucleotidica dos primers e das condi¢cdes de amplificacdo usadas nas reacdes de PCR para 0 método

MLST e na pesquisa de transposfes conjugativos.

Condicdes de Tamanho
Objetivo Primers Reagentes Q . . Referéncia
amplificacdo amplificado (pb)
purKF-5"-GCA GAT TGG CAC ATT GAA AGT-3’ b
492 p
purKR-5"-TAC ATA AAT CCCCCT GTT TY-3’
gdhF-5"-GGC GCA CTA AAA GAT ATG GT-3' X
530 p
gdhR-5"-CCA AGA TTG GGC AAC TTC GTC CCA-3’
atpAF-5"-CGG TTC ATA CGG AAT GGC ACA-3’ X
556 p
MLST-  atpAR-5"-AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG-3’
~ ™
amplificacio gydF-5"-CAA ACT GCT TAG CTC CAA GG C-3' Tampdo de PCR 1X (Promega ™), .\ ) win 1 (Homan et al.
2mM de MgCl, (Promega™) min ( 395 pb
de genes  gydR-5-CAT TTC GTT GTC ATA CCA AGC-3 : ’ ciclo), (94°C - 30 2002)
d 0,2mM de cada dNTP (Statagene ™),
conservados  gdiF-5"-GAG ACA TTG AAT ATG CCT TAT G-3 _ e seg, 55°C — 30 seg,
0,5mM de cada primer (Frilabo™), 465 pb
ddIR-5"-AAA AAG AAATCG CAC CG-3 . 72°C — 30 seg (25
1,25U/ul de Taq Polimerase ) .
adkF-5-TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG-3’ (Promega™) e suspensio/DNA ciclos)), 72°C - 10 .
; ; 437 p
adkR-5"-GTT GAC TGC CAA ACG ATT TT-3’ bacteriano (muito concentrado). min (1 ciclo)
pstSF-5-TTG AGC CAA GTC GAA GCT GGA G-3° 83 o
583 p
pstSR-5"-CGT GAT CAC GTT CTACTT CC-3°
Pesquisa de IntF-SI-GCG TGATTG TAT CTC ACT-3, b
1096 p
integrase e IntR-5"-GAG GCT CCT GTT GCT TCT-3’ (Doherty et
excisasse de  XisF-5"-AAG CAG ACT GAC ATT CCT A-3° al. 2000)
Tno16 194 pb

XisR-5"-GCG TCC AAT GTATCT ATA A-3°
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Tabela 6. (Continuacéo).

o . Condicdes de Tamanho e
Objetivo Primers Reagentes o . Referéncia
amplificacao amplificado (pb)

4451/4453.1-5"-GGA TAT GAG TTG TGC AAG GG-3’

Pesquisa de (Novais et al.
261 pb
lransposasse € 4451/4453.2-5"-GTT CAC ATC AAT CAC AAT CTC-3’ 2009)
excisase de
Tn4451/Tn4453 € " 4xF-5-ATG ATG GGT TGG ACA AAG A3’ Tampio de PCR 1X (Agerso,
Tn5397 (Promega™), 2mM de Pedersen &
thdXR-5"-CTT TGC TCGATA GGC TCT A-3’ iy 609 pb
MgCl, (Promega ™), . Aarestrup 2006)
02mM de cada dnTP OO omind
| F-5-CAT CGA GTC TAA ATT GT-3 2mM de cada
Nt theoooF-5"-C CGAGTC CCG GT-3 - CiClO), (94°C ~30 869 pb
Int 1g000R-5"-GAC CCA AAC GAA CTT GTACT-3~  (Statagene ™), 0,5mM de )
) . owe Seg, 55°C — 30 seg,
Pesquisade XIS tosoooF-5 -CGA AGT ATT AAC CGA ACA GA-3~  cada primer (Frilabo™),
72°C — 30 seg (25 206 pb
integrase @~ XIS 1no00R-5 -TAT CAT CGC GAT CAA AAC GA-3~  1,25U/l de  Taq ciclos)), 72°C - 10 (Novais et al.
. ™ !
excisase de Nt 1ys386F-5 -CTT GTT CCT ACG GAC AGA GT-3 Polimerase (Promega ™) e min (1 ciclo) 1095 ob 2009)
Tn6000 e TN5386 [Nt 1nssseR-5 -AG CCG TGA GCG TAA TAA TTC-3°  Suspensao/DNA P
XiS rossssF-5 -ATA CTG ATG TGC CTG TAT GG-3 _ pacteriano (muito ;
155
XiS 1rs30R-5 -TCG CTT TAT CTG AAT ACG G-3 _ concentrado). P
Pesquisa da regido Tn5382 likeF-5-GTT CTT ATT CCG CAG GTG GTG
esquerda (ndo  ATT-3 311 ob (Carias et al.
integrase) de  Tn5382 likeR-5 -ACG CCA TGC TAT TTA CTT CCG P 1998)

Tn5382 GC-3°
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IV. RESULTADOS

1. Transferéncia horizontal do gene pbp5 para a bactéria recetora E. faecium GE1
(pbp5)

A transferéncia horizontal da resisténcia a ampicilina para a bactéria recetora E. faecium
GE1 ocorreu em 15% (n=12/78) dos E. faecium testados. Estes isolados foram obtidos
de diferentes nichos ecologicos, incluindo de amostras clinicas, de aguas residuais
hospitalares, de humanos saudaveis e de suiniculturas (Tabela 7). Todos o0s
transconjugantes apresentaram resisténcia a ampicilina (CMI=16 a 128 mg/L) e
resisténcia a rifampicina, acido fusidico e tetraciclina (trés antibiéticos marcadores de E.
faecium GE1). Nenhum dos isolados selvagens capaz de transferir a resisténcia a

ampicilina era produtor de -lactamases.

Tabela 7. Caracteristicas epidemioldgicas das bactérias selvagens que transferiram a
resisténcia a ampicilina para E. faecium GE1 e CMI para a ampicilina das estirpes

selvagens e respetivos transconjugantes.

CMI Ampicilina  CMI Ampicilina do

Isolado Nicho ecoldgico Amostra Ano do isolado transconjugante
selvagem (mg/L) (mg/L)
70411 Hospital B Urina 1997 32 32
28798 Hospital B Sangue 1999 64 32
H323 Hospital C Urina 2002 128 32
H207 Hospital C Exsudado 2002 32 32
HPH2 Hospital A Urina 2007 128 64
E169 Esgoto do hospital C ~ Aguas residuais 2001 64 32
E49 Esgoto do hospital E Aguas residuais 2001 128 32
E4 Esgoto do hospital E  Aguas residuais 2001 128 16
E233 Esgoto do hospital E  Aguas residuais 2002 64 32
VD79C1 Humano saudével Fezes 2001 128 128
SN71 Suinicultura IV Agua de 2006 64 64
lagonagem
SN133 Suinicultura IV Fez.es (_je 2006 64 64
animais
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A transferéncia do gene pbp5 para as bactérias transconjugantes de E. faecium GE1 foi

confirmada através da sua amplificacdo por PCR (Figura 9).

Legenda:

1 -TC70411.2

2-TCEL693

3-TCE4

4—E. faecium BM4105RF (controlo positivo)
5 —E. faecium GE1 (controlo negativo)

6 — Branco

Figura 9. Imagem representativa da amplificacdo do gene pbp5 por PCR em alguns dos transconjugantes

de E. faecium GE1 obtidos. A banda amplificada corresponde a um fragmento de 1983 pb.

M(kb) 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 10. Comparagdo dos perfis de restricdo de bactérias selvagens, transconjugantes e recetora E.
faecium GE1 por PFGE. M - Marcador (Low Range PFG Marker); E. faecium GE1 (perfil 1),
transconjugantes de E. faecium GE1 (perfis 3-TCVD79C1.5 GE1; 5-TCSN71.1GE1; 7-TCSN133.3 GE1;
9-TCHPH2.1 GE1; 11-TCH323.3 GE1; 13-TC70411.2 GE1; 15-TCH207.1 GE1; 17-TCE49.1 GEZ1; 19-
TCE233.1 GE1; 21-TCE169.3 GE1; 23-TCE4.1 GE1; 24-TC28798.1 GE1) e selvagens (perfis 2-
VD79C1; 4-SN71; 6-SN133; 8-HPH2; 10-H323; 12-70411; 14-H207; 16-E49; 18-E233; 20-E169; 22-
E4). A linha azul assinala a banda adquirida pela maioria dos transconjugantes e ausente em E. faecium
GE1l.
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A presenca de transconjugantes foi também confirmada pela comparacdo do seu DNA
gendmico sujeito a restricdio com Smal e separado por PFGE com o da recetora E.
faecium GE1, tendo-se observado um perfil muito semelhante entre recetora e
transconjugantes (diferem em menos de 7 bandas; isolados 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 24 da Figura 10). De uma forma global conseguiu detetar-se a presenca de
um fragmento de aproximadamente de 200-210 kb (representado por um tracejado a

azul na Figura 10) que n&o se encontra na recetora E. faecium GE1.

A relacdo clonal dos isolados selvagens seréd abordada no subcapitulo 5.

2. Transferéncia horizontal do gene pbp5 para as recetoras de E. faecium
BM4105RF e 64/3 (pbp5*)

A transferéncia horizontal da resisténcia a ampicilina para a bactéria recetora E. faecium
BM4105RF ocorreu em 36% (n=5/14) das estirpes selvagens que previamente tinham
transferido pbp5 para E. faecium GEL. Neste grupo estavam incluidos dois isolados
clinicos, um isolado de aguas residuais hospitalares, um isolado de um humano
saudavel e um isolado de uma suinicultura. Os transconjugantes obtidos apresentaram
uma CMI que variou entre 8 e 128 mg/L (Tabela 8). A transferéncia de pbp5 para E.
faecium 64/3 ocorreu em 14% (n=2/14) dos casos e foi detetada a partir de um isolado
clinico e um isolado do ambiente de uma suinicultura. Os dois transconjugantes obtidos

apresentaram uma CMI que variou entre 8 e 64 mg/L (Tabela 8).

Os transconjugantes obtidos de E. faecium BM4105RF e E. faecium 64/3 também foram
confirmados por PFGE pela comparagdo do seu perfil de restricdo com aquele obtido
para as respetivas recetoras (Figura 11). Os transconjugantes obtidos de E. faecium
BM4105RF diferenciaram da recetora entre 2-3 bandas e os transconjugantes obtidos de
E. faecium 64/3 em 1-2 bandas. O unico caso em que claramente se consegue detetar o
mesmo perfil de restricdo da bactéria recetora com a aquisicdo de um fragmento
adicional é no transconjugante TCHPH2.4 64/3 (banda adicional de cerca de 170 kb).

Em todos os outros transconjugantes consegue observar-se o desaparecimento de
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bandas que aparecem no perfil original da recetora a acompanhar o aparecimento de

bandas em novas posic¢des nos transconjugantes (Figura 11).

M(Kb) 25 26 27 M(Kb) 28 29 30 31 32 33
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;
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Figura 11. PFGE em que foi usada a enzima de restricdo Smal para bactérias transconjugantes de E.
faecium BM4105RF e de E. faecium 64/3 e bactérias recetoras. M-Marcador (Low Range PFG Marker);
E. faecium 64/3 (perfil 25), transconjugantes de E. faecium 64/3 (perfis 26-TCSN71.1 64/3; 27-
TCHPH2.4 64/3). E. faecium BM4105RF (perfil 28), transconjugantes de E. faecium BM4105RF (perfis
29-TCSN71.1 BM; 30-TCH207. 3 BM; 31-TC70411.5 BM; 32-TCE169.3 BM; 33-TCVD79C1.6 BM).

3. Anélise da estabilidade da resisténcia a ampicilina

A avaliacdo da estabilidade da resisténcia a ampicilina foi realizada nos isolados
selvagens e respetivos transconjugantes obtidos de E. faecium GE1. A resisténcia a
ampicilina manteve-se nos dois grupos de isolados apds 30 inoculagbes quer na

presenca quer na auséncia de pressao seletiva (BHI sem ampicilina).
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Tabela 8. Caracteristicas epidemioldgicas das bactérias selvagens que transferiram a resisténcia a ampicilina para E. faecium BM4105RF e E.
faecium 64/3 e CMI para a ampicilina das estirpes selvagens e respetivos transconjugantes.

e CMI Ampicilina (mg/L)
CMI Ampicilina isolado

Isolado  Nicho ecoldgico Amostra  Ano Transconjugante de E. Transconjugante de E.
selvagem (mg/L)

faecium BM4105RF faecium 64/3
70411 Hospital B Urina 1997 32 8
H207 Hospital C Exsudado 2002 32 8
HPH2 Hospital A Urina 2007 128 8
Esgoto do Aguas
E169 ) o 2001 64 8
hospital C residuais
Humano
VD79C1 ) Fezes 2001 128 128
saudavel
o Agua de
SN71 Suinicultura IV 2006 64 8 64
lagonagem
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4. Avaliacdo da cotransferéncia da resisténcia a diferentes classes de antibioticos

A cotransferéncia da resisténcia a outros antibi6ticos para além da ampicilina detetou-se
em diferentes transconjugantes (Tabela 9). Nos transconjugantes oriundos de E. faecium
GE1 observou-se resisténcia aos glicopéptidos (n=6), eritromicina (n=5), estreptomicina
(n=1) e/ou gentamicina (n=1). As resisténcias a tetraciclina, acido fusidico e rifampicina

ndo foram valorizadas dado que s&o caracteristicas da recetora E. faecium GEL1.

Nos transconjugantes de E. faecium BMA4105RF identificou-se a resisténcia aos
glicopéptidos (n=2), eritromicina (n=1) e tetraciclina (n=1), enquanto nos
transconjugantes de E. faecium 64/3 n&o se visualizou a transferéncia da resisténcia a
outros antibidticos para além da ampicilina. Como referido acima, a resisténcia a
rifampicina e ao &cido fusidico ndo é relevante, uma vez que a resisténcia a esses
antibioticos faz parte do perfil fenotipico das bactérias recetoras E. faecium BM4105RF
e E. faecium 64/3.

5. Analise da estrutura populacional de E. faecium que transferem e nao

transferem o gene pbp5

A anélise da relacdo clonal por PFGE e MLST esta representada na Tabela 10 e na
Figura 10 (Ver capitulo 11, seccdo 4.). Entre as bactérias selvagens que conseguiram
transferir pbp5 observam-se 9 clones distintos através da técnica PFGE. Dos 12 isolados
estudados, o mesmo clone SN208 foi detetado em amostras diferentes da mesma
suinicultura (fezes e ambiente) e o clone 88 em isolados clinicos e de &guas residuais

hospitalares de trés hospitais distintos.
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Tabela 9. Resisténcias a diferentes familias de antibioticos cotransferidas com a resisténcia a ampicilina para os transconjugantes obtidos.

Perfil de resisténcia aos antibiéticos

Bactérias transconjugantes

Isolado Nicho ecolégico Amostra  Ano )
Bactérias selvagens
E. faecium GE1 E. faecium BM4105RF E. faecium 64/3
. ] AMP, VAN, TEC, TET, ERI, Q/D, AMP, VAN, TEC, AMP, VAN, TEC, TET,
70411 Hospital B Urina 1997
ESTR TET, ERI, RIF, AF ERI, RIF, FA
AMP, VAN, TEC,
) AMP, VAN, TEC, TET, ERI, Q/D,
28798 Hospital B Sangue 1999 TET, ERI, ESTR,RIF,
CIP, GEN, ESTR
AF
. . AMP, VAN, TEC, ERI, CIP, GEN, AMP, VAN, TEC,
H323 Hospital C Urina 2002
ESTR TET, ERI, RIF, AF
H207 Hospital C Exsudado 2002 AMP, TET, ERI, CIP, GEN, ESTR AMP, TET, RIF, AF AMP, RIF, FA
AMP, VAN, TEC,
HPH2 Hospital A Urina 2007 AMP, VAN, TEC, ERI, CIP, NIT AMP, RIF, FA
TET, ERI, RIF, AF
) Aguas
E169 Esgoto do hospital C duai 2001 AMP, ERI, CIP, GEN, ESTR AMP, TET, RIF, AF AMP, RIF, FA
residuais
) Aguas AMP, VAN, TEC, ERI, CIP, AMP, VAN, TEC,
E49 Esgoto do hospital E o 2001
residuais ESTR TET, RIF, AF
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Tabela 9. (Continuagéo).

Perfil de resisténcia aos antibidticos

Bactérias transconjugantes

Isolado Nicho ecolégico ~ Amostra  Ano _
Bactérias selvagens
E. faecium GE1 E. faecium BM4105RF E. faecium 64/3
Esgoto do Aguas AMP, TET, ERI, CIP,
E4 . C 2001 AMP, TET, RIF, AF
hospital E residuais GEN, ESTR
Esgoto do Aguas AMP, ERI, CIP, GEN,
E233 . C 2002 AMP, TET, RIF, AF
hospital E residuais ESTR
AMP, VAN, TEC TET, AMP, VAN, TEC, TET, AMP, VAN, TEC, RIF,
VD79C1  Humano saudavel Fezes 2001
ERI, CIP, GEN ERI, GEN, RIF, AF FA
o Agua de AMP, TET, ERI, ESTR,
SN71 Suinicultura IV 2006 AMP, TET, RIF, AF AMP, RIF, FA AMP, RIF, FA
lagonagem NIT
Fezes de AMP, TET, ERI, ESTR,
SN133 Suinicultura IV 2006 AMP, TET, RIF, AF
animais NIT

Legenda: AMP-Ampicilina, VAN-Vancomicina, TEC-Teicoplanina, TET-Tetracicilina, ERI-Eritromicina, CIP-Ciprofloxacina, GEN-Gentamicina, NIT-Nitrofurantoina,

ESTR-Estreptomicina, RIF-Rifampicina, AF-Acido fusidico.
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Pelo método de MLST verificou-se que todas as bactérias selvagens que transferiram o
gene pbp5, pertenciam a seis ST incluidos no CC17. O ST132 foi observado em
isolados de aguas residuais de dois hospitais (isolados E169, E233, E49 e E4), e 0
ST280 em dois isolados clinicos (H323 e H207) do mesmo hospital com distintos tipos
de PFGE. O ST670 (isolado 70411) foi detetado pela primeira vez neste estudo num
isolado clinico. Este ST difere apenas no alelo gyd de ST17. Os outros ST encontrados
foram ST18, ST125 e ST393.

Na andlise de MLST também se incluiram isolados representativos de E. faecium
resistentes a ampicilina que néo transferiram o gene pbp5 nos ensaios realizados. Nesse
grupo foram identificados STs (ST16, ST18, ST80, ST132, ST280, ST368 e ST390)
pertencentes ao CC17 correspondentes a isolados pertencentes a diferentes nichos (trés
clinicos, um de suinicultura e outro de aguas residuais de um hospital). Adicionalmente,
foram identificados mais 11 isolados (clinicos, de origem animal e ambiental) que
pertenciam a outras linhagens nédo incluidas em CC17 (ST150, ST190, ST366, ST367,
ST148/CC9, 4 isolados com purKe6, 2 com purK3 e um com purkK14).

Tabela 10. Estrutura populacional de E. faecium que transferem o gene pbp5 para as

bactérias recetoras.

MLST PFGE Data Nicho ecoldgico Bactérias selvagens
ST125 126 2007 Hospital A HPH2
100 2002 ) H323
ST280 Hospital C
150 2002 H207
ST670 90 1997 ) 70411
Hospital B
88 1999 28798
88.2 2001 Agua residual de hospital C E169
ST132 88.1 2002 E233
C3 2001 Agua residual de hospital E E49
Z 2001 E4
ST18 59 2001 Fezes de humano saudavel VD79C1
SN71
ST393 SN208 2006 Suinicultura IV
SN133
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6. Avaliacéo da localizacdo gendémica do gene pbp5

Todos os isolados selvagens e transconjugantes de E. faecium GE1 revelaram a
presenca do gene pbp5 no cromossoma bacteriano, apo6s hibridagdo de uma sonda
especifica deste gene com o DNA genomico das amostras sujeitas a restricdo com a
enzima I-Ceul, e posterior separacdo por PFGE (Figura 12). Dado que a hibridacdo da
sonda do gene pbp5 ocorreu na banda do gel de maior tamanho, considerou-se nao ser
necessaria a hibridacdo com a sonda do gene 23SrDNA para se classificarem as bandas

hibridadas como cromossomais.

A identificacdo da localizagdo do gene pbp5 numa banda de elevado peso molecular néo
permitiu avaliar a presenca de uma possivel heterogeneidade na regido de insercdo do
elemento que transporta este gene nos diversos isolados estudados. Desta forma
procedeu-se a hibridacdo de géis de PFGE cujo DNA foi sujeito a restricdo com a
enzima Smal (enzima com elevada capacidade de corte). Para este ensaio foram
incluidos E. faecium selvagens e transconjugantes obtidos de todas as recetoras
utilizadas neste estudo (Figura 13).

Neste ensaio de hibridacdo observou-se alguma heterogeneidade (fragmentos entre 170-
250 kb) no tamanho das bandas que contém o gene pbp5, em particular nas bactérias
transconjugantes provenientes das bactérias recetoras que ja possuiam esse gene (E.
faecium BM4105RF e E. faecium 64/3). Na maioria dos isolados selvagens, o gene
pbp5 estava localizado numa banda com tamanho aproximado de 210 kb. A excecédo
aconteceu nos isolados VD79C1, SN71 e SN133 (estas duas Ultimas do mesmo clone)
com uma banda mais baixa de aproximadamente 200 kb (Tabela 11).

Na maioria dos transconjugantes obtidos de E. faecium GE1, a sonda de pbp5 hibridou
com uma banda de tamanho aproximado de 210 kb. No caso dos isolados TCH207.1
GE1 e TSN71.1 GE1/TSN133.1 GE1 observaram-se bandas de tamanho mais reduzido,
180 kb e 200 kb, respetivamente. Na recetora E. faecium GEL1 n&o se observou qualquer

hibridacdo do gene.
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Nos transconjugantes obtidos de E. faecium 64/3 pbp5 hibridou com uma banda de 210
kb (isolado TCSN71.1 64/3) e com bandas de 170 e 250 kb (isolado TCHPH2.4 64/3).
A banda de 250 kb tem 0 mesmo tamanho daquela encontrada na recetora E. faecium

64/3 que hibrida com o gene pbp5 originalmente presente nesta estirpe (Figura 13).

Na recetora E. faecium BM4105RF pbp5 hibridou com uma banda de aproximadamente
290 kb. Esta banda ndo foi detetada em nenhum dos transconjugantes. Nestes, pbp5
hibridou em alguns casos com um fragmento de menor tamanho (entre 200 e 210 kb),
enquanto noutros isolados hibridou com dois fragmentos (170+200 kb no isolado
TC70411.5 BM e 200+240 kb no isolado TCVD79C1.6 BM).

7. Pesquisa de transpos@es conjugativos

A presenca de integrases, excisases e outros fragmentos especificos dos transposdes
conjugativos Tn916/Tn1545, Tn5397, Tn6000, Tn5382, Tn4451/Tn4453 ou Tn5386
ndo foi detetada em nenhum dos isolados selvagens que transferiram o gene pbp5 ap6s

0 processo de amplificacdo por PCR.
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Figura 12. A-PFGE do DNA gendmico sujeito a restrigdo com I-Ceul de isolados selvagens, recetora E.
faecium GEL1 e respetivos transconjugantes. B- Ensaios de hibrida¢do sobre uma membrana obtida a partir
do gel da figura A em que foi usada uma sonda para o gene pbp5 (primers P1 e P2 da Figura 8 da secgdo
9.1 do capitulo IIl). 1,27-Marcador (Low Range PFG Marker); E. faecium GE1 (perfil 2),
transconjugantes (perfis 4-TCVD79C1.5 GE1; 6-TCSN71.1 GE1; 8-TCSN133.3 GE1; 10-TCHPH2.1
GE1; 12-TC28798.1 GE1; 14-TCH323.3 GE1; 16-TC70411.2 GE1; 18-TCH207.1 GE1; 20-TCE49.1
GE1; 22- TCE233.1 GE1; 24- TCE169.3 GE1; 26- TCE4.1 GE1) e selvagens (perfis 3-VD79C1; 5-SN71;
7-SN133; 9-HPH2; 11-28798; 13- H323; 15-70411; 17-H207; 19-E49; 21-E233; 23-E169; 25-E4.
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Figura 13. A-PFGE do DNA gendmico sujeito a restricdo com Smal de isolados selvagens, recetoras

E.faecium GEL1, E. faecium BM4105RF e E. faecium 64/3 e respetivos transconjugantes. As linhas por
baixo das bandas correspondem aos locais em que ocorreu hibridacdo com a sonda do gene pbp5. B-
Ensaios de hibridaco sobre uma membrana obtida a partir do gel da figura A, em que foi usada uma
sonda para o0 gene pbp5 (primers P1 e P2 Figura 8 da sec¢do 9.1 do capitulo I1l). M-Marcador (Low
Range PFG Marker); E. faecium GE1 (perfil 1), E. faecium 64/3 (perfil 25), E. faecium BM4105RF
(perfil 28), transconjugantes de E. faecium GE1 (perfis 3-TCVD79C1.5 GE1; 5-TCSN71.1GE1; 7-
TCSN133.3 GE1; 9-TCHPH2.1 GE1; 11-TCH323.3 GE1; 13-TC70411.2 GE1; 15-TCH207.1 GEL1; 17-
TCE49.1 GE1; 19-TCE233.1 GE1; 21-TCE169.3 GE1; 23-TCE4.1 GE1; 24-TC28798.1 GE1l),
transconjugantes de E. faecium 64/3 (perfis 26-TCSN71.1 64/3; 27-TCHPH2.4 64/3), transconjugantes de
E. faecium BM4105RF (perfis 29-TCSN71.1 BM; 30-TCH207.3 BM; 31-TC70411.5 BM; 32-TCE169.3
BM; 33-TCVD79C1.6 BM) e selvagens (perfis 2-VD79C1; 4-SN71; 6-SN133; 8-HPH2; 10-H323; 12-
70411; 14-H207; 16-E49; 18-E233; 20-E169; 22-E4).
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Tabela 11. Avaliacdo do tamanho dos fragmentos que hibridaram com pbp5 em E.

faecium selvagens de varios nichos ecologicos e STs (CC17), e respetivos

transconjugantes.
) ] Tamanho dos
Nicho Bactérias o
MLST PFGE Data . ] fragmentos (hibridacao
ecoldgico (selvagens/transconjugantes)
do gene pbp5) (kb)
HPH2 210
ST125 126 2007 Hospital A TCHPH2.1 GE1 210
TCHPH2.4 64/3 170 + 250
H323 210
100 2002
TCH323.3 GE1 210
ST280 Hospital C H207 210
150 2002 TCH207.1 GE1 180
TCH207. 3 BM 210
70411 210
ST670 90 1997 TC70411.2 GE1 210
Hospital B TC70411.5 BM 170 + 200
28798 210
88 1999
TC28798.1 GE1 210
3 E169 210
Agua residual
88.2 2001 . TCE169.3 GE1 210
de hospital C
TCE169.3 BM 200 + 240
ST132 E233 210
88.1 2002
TCE233.1 GE1 210
Agua residual E49 210
C3 2001 )
de hospital E TCE49.1 GE1 210
E4 210
VA 2001
TCE4.1 GE1 210
Fezes de VD79C1 200
ST18 59 2001 humano TCVD79C1.5 GE1 210
saudével TCVD79C1.6 BM 200
SN71 200
TCSN71.1 GE1 200
TCSN71.1 64/3 210
ST393 SN208 2006  Suinicultura IV
TCSN71.1 BM 200
SN133 200
TCSN133.3 GE1 200
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8. Avaliacéo da variabilidade alélica do gene pbp5

Vérias mutagdes foram encontradas nos diferentes genes de pbp5 sequenciados, tendo
sido traduzidas nas alteragBes aminoacidicas descritas na Tabela 15. As sequéncias
aminoacidicas foram comparadas com aquelas de E. faecium BM4107 (AF364092.1),
um isolado suscetivel a ampicilina. Foram detetados 12 conjuntos de alteracdes
aminoacidicas (denominados de Cl1 a C12) nos E. faecium incluidos neste estudo
(Tabelas 12 e 15). Nestas combinacdes, as alteracbes aminoacidicas nas posigdes 24, 25,
27, 34, 39, 66, 85, 100, 144, 172, 177, 204, 216, 324, 496, 499, 525 e 644 foram

encontradas em todos os isolados resistentes a ampicilina.

No grupo dos isolados de E. faecium que transferiram o gene pbp5 para as respetivas
recetoras, verificou-se que apresentavam as combinacGes de mutacdes C4, C7, C8, C9 e
C12. No caso de isolados representativos que ndo disseminaram esse gene de resisténcia
aos P-lactamicos observaram-se as combinacfes C1, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10 e
C11 (Tabela 12). Comparando esses dois grupos verifica-se ainda que ocorre a partilha
das combinacdes C4 e C8.

Quando se efetuou a analise das sequéncias aminoacidicas de cada combinacdo
especifica e se estabeleceu uma comparacdo entre os dois grupos de isolados que
transferiram e ndo transferiram o gene pbp5, verificou-se que nas combinacgdes C1 e C2
(presentes nos isolados que ndo transferiram a resisténcia a ampicilina) a auséncia das
alteracdes aminoacidicas nas posicdes 485, 497, 629 e 667. Na combinacdo C3 ndo foi
detetada alteracdo na posicéo 485. As alteracGes nas posicdes 401 (C1 e C2) e 642 (C2)
foram apenas observadas no grupo de bactérias que ndo transferiu a resisténcia a

ampicilina

Quando se procedeu a analise da distribuicdo das diferentes combinacdes de alteracfes
aminoacidicas pelos nichos ecoldgicos observou-se que as combinagbes C4 e C12
apenas apareciam em isolados clinicos (2 hospitais), 0 mesmo acontecendo com a
combinagdo C9 que estava presente apenas em isolados da suinicultura V. Por outro

lado, as combinacdes C7 e C8 encontram-se partilhadas entre diferentes nichos
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ecologicos, estando o C7 presente em isolados de aguas residuais de hospitais e fezes de
humanos saudaveis, enquanto o C8 esta associado a isolados de hospitais e aguas

residuais de hospitais.

Relativamente a analise da distribuicdo das combinacdes de alteracGes aminoacidicas
pelos diversos STs incluidos em CC17 de isolados que transferiram e ndo transferiram o
gene pbp5, verificou-se a presenca de mais do que uma combinacdo de alteracOes
aminoacidicas por ST. O ST132 inclui isolados com as combinagdes C7 e C8, o ST18
isolados com as combinagdes C5 e C7 e o ST280 isolados com as combinagdes C4 e
C12. Verificou-se ainda que o ST132 partilha com o ST18 e 0 ST368 as combinacbes
C7 e C8. Os ST670 e ST280 possuem em comum a combinacdo C4 e 0 ST280 e ST125
contém ambos a combinagdo C12.

9. Caracterizacao do ambiente genético do gene pbp5

9.1. Amplificacéo de fragmentos de DNA das regides que flanqueiam o gene pbp5
por PCR

A amplificacdo das regides que flanqueiam o gene pbp5 foi realizada através das
reacOes de PCR representadas na Figura 15 (primers P1 a P9). Todas as combinagdes de
primers foram utilizadas para as bactérias recetoras, selvagens que transferiram pbp5 e
respetivos transconjugantes. Para representantes das bactérias que ndo transferiram pbp5
apenas se realizaram os PCRs com os pares de primers P2-P3 e P4-P5 para a
identificacdo do tipo de plataforma presente.
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Tabela 12. Distribuicdo das diferentes combinacGes de alteragdes aminoacidicas em PBP5 e tipo de ambiente genético observados em E. faecium
que transferem e ndo transferem pbp5 pertencentes a diferentes nichos ecolégicos e STs.

Bactérias (selvagens/  CMln, Tipo de ambiente genético COTIIMEED @

MLST PFGE Data Nicho ecoldgico : alteracgoes
transconjugantes) (mg/L) (pbp5) aminoacidicas
70411 32 ND
ST670 90 1997 Hospital B TC70411.2 GE1 32 I C4
TC70411.5 BM 8 I C4
. 28798 64 ND
88 1999 Hospital B TC28798.1 GE1 32 10 cs
o . . E233 64 ND
E‘ 88.1 2002  Agua residual de hospital E TCE2331 GEL 3 i
= E169 64 ND
@ ST132 882 2001  Agua residual de hospital C TCE169.3 GE1 32 ND
S 8 TCE169.3 BM 8 ND
e
clo . . . E49 128 ND
= C3 2001  Agua residual de hospital E TCE49 1 GEL 3 i c8
1z < . _ E4 128 ND
E Z 2001 Agua residual de hospital E TCEA1 GEL 16 T c7
VD79C1 128 ND
ST18 59 2001 Fezes de humano saudavel TCVD79C1.5 GE1 128 ] C7
TCVD79C1.6 BM 128 ] C7
. H323 128 ND
ST280 100 2002 Hospital C TCH323. 3GEL 32 | cL2
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Tabela 12. (Continuagao).

Transferiram o gene pbp5

Né&o transferiram o gene pbp5

. - Bactérias CMla Ul sk Combinag:ao Ee
MLST PFGE Data Nicho ecoldgico . mp ambiente alteracoes
(selvagens/transconjugantes)  (mg/L) e . e
genético (pbp5) aminoacidicas
H207 32 1 C4
ST280 150 2002 Hospital C TCH207. 1GE1 32 Desconhecido
TCH207.3 BM 8 ND
SN71 64 ND
TCSN71.1 GE1 64 I C9
- TCSN71.1 BM 8 ND
ST393 SN208 2006 Suinicultura IV TCSN7L1 64/3 64 ND
SN133 64 ND
5 TCSN133.3 GE1 64 I C9
&) HPH2 128 ND
ST125 126 2007 Hospital A TCHPH2.1 GE1 64 I C12
TCHPH2.4 64/3 8 ND
ST16 74 2000 Hospital A HPH6 >64 ] C6
ST280 71 2000 Hospital B 529940 >32 I C4
ST368 H4 2001 Hospital D H196 >32 i C8
ST390 129 2002 H352 >32 v Cl
ST18 128 2007 Suinicultura IV SN446 >32 1 C5
ST132 H119.5 2007 Agua residual de hospital C E197 >32 I C8
ST190 98 1998 Hospital B 164306 32 v C2
o |stusicco  3e2 p00n  Feresdehumancs C373 >32 | c11
O
2 purke ND 2001  AAvesparaconsumo SE97F1 >32 | C10
= humano
purkK6 ND 2006 Suinicultura IV SN194 32 \Y C3
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As amplificacbes correspondentes ao gene pbp5 (P1-P2), regido da bomba de efluxo de
ibes/proteina  hipotética (P8-P9) e regido N-acyl-glucosamine-6-phosphate-2-
epimerase/gene ftsW (P6-P7) deram o tamanho esperado para todos os isolados
testados. Para a amplificacdo das regides pbp5/bomba de efluxo de ides (P4-P5) a
maioria dos isolados deu o tamanho de 326 pb esperado. Os isolados 28798, TC28798.2
GEL1, E49, TCE49.1 GE1, E233, TCE233.1 GE, E169 e TCE169.3 GE1 apresentaram
uma banda de cerca de 2000 pb. Os ensaios de RFLP com a enzima Alul revelaram um
perfil de corte igual entre estes isolados (RFLP tipo E; Tabela 13). Os resultados dos
ensaios de sequenciacdo estdo representados na Figura 15 e descritos na seccdo 7. do

capitulo I11.

A caracterizacdo da regido ftsW/gene pbp5 (P3-P2) também revelou variedade nos
tamanhos amplificados (entre cerca de 4,5 kb e 7 kb). Excec¢do foi o transconjugante
TCH207.1 GE1 em que ndo foi possivel obter amplificacdo desta regido. Os ensaios de
RFLP com Ddel revelaram também variedade de perfis, representados na Tabela 13 e
Figura 14. Dentro dessa variabilidade verificou-se que as bactérias recetoras E. faecium
BM4105RF e E. faecium 64/3 apresentaram perfis de RFLP designados de A e B,
distintos das restantes bactérias estudadas. Adicionalmente observou-se também que as
bactérias transconjugantes de E. faecium BM4105RF e de E. faecium 64/3 tinham um
perfil de RFLP igual a das bactérias dadoras e diferente das bactérias recetoras. Os
resultados dos ensaios de sequenciacdo estdo representados na Figura 15 e descritos na

seccao 7. do capitulo I11.
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Tabela 13. Bactérias selvagens, recetoras e transconjugantes em que se caracterizou por PCR e RFLP a regido gendmica entre os genes N-acyl-
glucosamine-6-phosphate-2-epimerase e ftsW (primers P6 e P7), ftsW, psr e pbp5 (primers P2 e P3), pbp5 e bomba de efluxo de ides (primers P4

e P5) e bomba de efluxo de ides e proteina hipotética (primers P8 e P9). Legenda : N.D. — N&o determinado, (-) — Sem Amplificacéo.

Bactérias (selvagens,

. Nicho PCR P6-P7 PCR P3-P2 RFLP (Ddel ; PCR P4-P5 RFLP (Alul ; PCR P8-P9
transconjugantes e ST/ICC .
ecolégico (kb) (kb) P3-P2) (kb) P4-P5) (kb)
recetoras)
E. faecium GE1 ST515 Laboratério ) ) ) ND )
E. faecium
ST172 Laboratério 1,8 4,5 A 0,32 ND 2
BMA4105RF
E. faecium 64/3 ST21 Laboratério 1,8 4,5 B 0,32 ND ND
E49 18 7 D 2 2
TCE49.1 GE1 18 7 D 2 2
E4 Agua residual 1,8 7 D 0,32 ND 2
TCE4.1 GE1 de hospital E 18 7 D 0,32 ND 2
ST132/CC17
E233 1,8 7 D 2 E 2
TCE233.1 GE1 1,8 7 D 2 E 2
E169 Agua residual 1,8 7 D 2 E 2
TCE169.3 GE1 de hospital C 1,8 7 D 2 E 2
VD79C1 Fezes de 1,8 7 D 0,32 ND 2
TCVD79C1.5 GE1 ST18/CC17 humano 18 7 D 0,32 ND 2
TCVD79C1.6 BM saudavel 1,8 7 D 0,32 ND 2
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Tabela 13. (Continuagao).

Bactérias (selvagens,

. Nicho PCR P6-P7 PCR P3-P2 RFLP (Ddel ; PCR P4-P5 RFLP (Alul ; PCR P8-P9
transconjugantes e ST/ICC .
ecoldgico (kb) (kb) P3-P2) (kb) P4-P5) (kb)
recetoras)
H207 18 4,5 C 0,32 2
TC H207.1 GE1 ST280/CC17 Hospital C ) ) ND 0,32 2
TC H207.3 BM 18 4,5 ND 0,32 2
HPH2 18 4,5 C 0,32 2
ST125/CC17 Hospital A
TC HPH2.1GE1 18 4,5 C 0,32 2
70411 1,8 6,5 D 0,32 2
TC70411.2 GE1 ST132/CC17 Hospital B 1,8 7 D 0,32 2
TC70411.5 BM ) 7 D 0,32 ND
28798 ) 1,8 7 ND 2 2
ST132/CC17 Hospital B
TC28798GE1 1,8 7 ND 2 2
H323 ) 1,8 4,5 C 0,32 ND 2
ST280/CC17 Hospital C
TCH323. 3GE1 1,8 4,5 C 0,32 ND 2
SN71 1,8 45 C 0,32 ND 2
TCSN71.1 GE1 1,8 45 C 0,32 ND 2
TCSN71.1 BM Suinicultura 1,8 45 C 0,32 ND 2
ST393/CC17
TCSN71.164/3 v 1,8 4,5 C 0,32 ND 2
SN133 18 4,5 C 0,32 ND 2
TCSN133.3 GE1 18 4,5 C 0,32 ND 2
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Figura 14. Representacdo dos perfis de RFLP (enzima Ddel) obtidos ap6s amplificacdo do fragmento

entre os genes ftsW e pbp5 (primers P2 e P3).

9.2. Sequenciacao das regides que flanqueiam pbp5

A sequenciacdo das regides que flanqueiam o gene pbp5 revelou a presenca de diversas
sequéncias de insercdo (IS), acompanhadas ou ndo de outros genes (Figura 15). Para
distinguir a variedade das plataformas genéticas encontradas foi atribuida uma

designacéo de I-1V.

Na plataforma | ndo se detetou a insercdo de IS a flanquear o gene pbp5. Esta
plataforma foi considerada o prot6tipo do ambiente genético deste gene. A plataforma |
foi encontrada em isolados oriundos da comunidade, clinicos e de suiniculturas, que
conseguem ou ndo transferir o gene pbp5 e que pertencem a diversos ST (incluidos ou
ndo em CC17) (Tabela 14).

Na plataforma 1l detetou-se a inser¢do da ISEfml e dos genes que codificam para as
enzimas acetiltransferase e histidinol-fosfato fosfatase entre os genes pbp5 e psr. Esta

plataforma foi observada em isolados da comunidade, clinicos e de aguas residuais
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hospitalares. Todos os isolados pertencem a diferentes STs do CC17 e estdo incluidos

no grupo que transferem e ndo transferem a resisténcia a ampicilina.

A plataforma 111 difere da plataforma Il, uma vez que possui ISEfall inserida entre o
gene pbp5 e um gene que codifica uma bomba de efluxo de ides. Os isolados desta
plataforma pertencem a diferentes nichos ecologicos (isolados clinicos, dguas residuais
de hospitais e suiniculturas). Estes E. faecium (que transferem e néo transferem o gene
pbp5) pertencem a ST132 e ST368, ambos pertencentes ao CC17.

O grupo de genes ISEfml+gene que codifica para as enzimas acetiltransferase ou
histidinol-fosfato fosfatase e a ISEfall das plataformas Il e 11l integraram-se na mesma
posicao nucleotidica (lado 5’ de 5’-TTTTATTATGTTAGAATAAACA3’) nos isolados

estudados.

Por fim, na plataforma 1V, foi detetada a ISEfl entre os genes pbp5 e psr. A sua
insercdo nucleotidica foi variavel entre os isolados estudados. Estes E. faecium séo
também provenientes de diferentes ambientes, tais como isolados clinicos, de
suiniculturas e aguas residuais e pertencem a STs incluidos ou ndo no CC17. Nenhum

destes isolados transferiu pbp5 para as bactérias recetoras.

10. Estudos de bioinformatica

10.1. Variedade do ambiente genético de pbp5

A andlise in silico efetuada com sequéncias gendmicas de outras bactérias de E. faecium
disponiveis no GenBank, permitiu a identificacdo de cinco plataformas genéticas onde
esté inserido o gene pbp5. Trés delas (I, 11, 1V) correspondiam aquelas encontradas na
bactérias incluidas neste estudo (Figura 15 e Tabela 14). A plataforma Il foi apenas
detetada nos isolados deste trabalho. A plataforma V, foi apenas identificada num
isolado do GenBank (E. faecium C68) que possui 0 transposdo conjugativo Tn5382
(contém o gene vanB2), responsavel pela mobilizacdo de pbp5. As plataformas II, 1V e
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V foram detetadas em isolados resistentes a ampicilina. A plataforma | foi detetada quer

em isolados resistentes quer suscetiveis a ampicilina.

Todas as bactérias disponiveis no GenBank para as quais foi possivel fazer uma
comparacdo com 0s nossos isolados foram obtidas de doentes hospitalizados, quer
associados a infecdo quer a colonizacdo, e de humanos saudaveis provenientes da
Holanda e Estados Unidos (Tabela 14).

10.2. AlteracOes aminoacidicas em PBP5

Foram detetadas diversas alteracfes aminoacidicas em PBP5 (Tabelas 14 e 15)
codificado pelo gene pbp5 inserido nas vérias plataformas (I, 11, IV e V) detetadas em

isolados publicados do GenBank.

As combinacdes de alteragdes aminoacidicas de PBP5 sdo diferentes para as cinco
plataformas descritas. Excecdo é a combinacdo C7 detetada na plataforma | de um
isolado clinico dos Estados Unidos (E. faecium 1,230,933; GenBank: GG692537.1) e na
plataforma Il de isolados deste estudo (E4 e VD79C1). Outra combinacéo de alteracfes
aminoacidicas comuns as detetadas em isolados deste estudo foi a combinacdo C11
observada em E. faecium 1,231,408 (N° de acesso do GenBank GG688547) e num
isolado das fezes de um humano saudavel de ST148/CC9 (Tabelas 12 e 14). As

combinagfes C13 a C18 foram apenas detetadas em isolados publicados no GenBank.
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Figura 15. Caracterizacdo do ambiente genético do gene pbp5 de E. faecium por PCR e
sequenciacdo. A numeracdo romana apresentada (I, Il, Ill, IV e V) representa as
diferentes estruturas genéticas encontradas. O simbolo (+) representa uma amplificacéo
positiva e (++) uma amplicacdo cujo produto possui maior tamanho que o esperado. *Os
diferentes tipos de plataformas foram designados de acordo com a diversidade de
sequéncias de insergdo ou transposdes conjugativos nas regides intergénicas. MutacGes
ou recombinagdes dentro dos genes ou regides intergénicas ndo foram consideradas. b
acyl-glucosamine-6-phosphate-2-epimerase (N-acyl) ¢ referido no GenBank como “N-
acetylmannosamine6-P”. Essas sequéncias t€ém 98% de homologia (NZ GG692468.1;
ABQI01000087.1). °A proteina hipotética conservada (HP) é designada no GenBank
como a proteina conservada YwrF. Essas sequéncias tém 100% de homologia
(NZ_GG692468.1; ABQI01000087.1). “O repressor da sintese de PBP5 (psr) é
denominado no GenBank como um repressor da transcricdo de um involucro celular.
Essas sequéncias possuem 98% de homologia aminoacidica (NZ_GG692468.1,
NZ_ABQI01000087.1). °O gene representado como um bomba de efluxo de ibes é
designado no GenBank também como um sistema proteico de efluxo de potéassio,
antiportador Na*/H"™ e proteina transportadora monovalente de catibes e protdes da
familia de antiportadores 2. Estas sequéncias tém 98% de homologia de amino4cidos
(NZ_GG692468.1; AECJ010000122.1; ABQI01000087.1). A transposase ISEfml é
mencionada no GenBank também como 1S4, 1S9, ISEfm3 ou transposase. Todas as
sequéncias tém 100% de homologia aminoacidica (AF138282.1; AY887084.1;
EAN11146.1; EEV43591.1; http://www-is.biotoul.fr/is.html).

Abreviaturas: N-acyl, N-acyl-glucosamine-6-phosphate-2-epimerase: PH, proteina
hipotética; ftsW, proteina do ciclo celular FtsW; psr, repressor da sintese de pbp5; pbp5,
“penicillin binding protein 5”; AceT, Acetiltransferase; HisPh — Histidinol-fosfato

fosfatase.
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Tabela 14. Caracterizacdo das diferentes plataformas genéticas (I-V) que incluem o gene pbp5 obtidas de isolados deste estudo e apds pesquisa
in silico de sequéncias disponiveis no GenBank.

Combinacéo de

Tipo de plataforma 2Estirpes de Suscetibilidade a

" . . Nicho ecoldgico Regido geogréfica Data alteracoes Referéncia
genética E. faecium ampicilina . .
aminoacidicas
Este estudo,
Este estudo, (Palmer
1,230,933; 1,231,408; . . . Portugal, Holanda, C7, C9, C10, C11,
Resistente Comunidade, vigilancia ) 2001-2006 et al. 2010; van
1,231,502; 1,231410; ) . Estados Unidos C12, C15, C16 .
| hospitalar, isolados Schaik et al. 2010)
uo317 o o
clinicos, animais .
. (van Schaik et al.
E1071, E1039 Suscetivel Holanda 1998-2000 C13,C14
2010)
Vigilancia da comunidade, .
Este estudo, . . . ) Portugal, Estados Este estudo, (Arias et
I Resistente isolados clinicos, aguas ) 1997-2007 C4, C5, C6, C7
TX0133a01 o o Unidos al. 2007)
residuais de hospitais
Isolados clinicos, 4guas
1| Este estudo Resistente residuais de hospitais, Portugal 1997-2007 C8 Este estudo
suiniculturas
. ) Este estudo, (Arduino,
. Isolados clinicos, aguas Portugal, Estados .
v Este estudo, DO Resistente o o . 1991-2004 C1,C2,C3, C17 Murray & Rakita
residuais de suiniculturas Unidos
1994)
\Y C68 Resistente Isolados clinicos Estados Unidos 1996 C18 (Carias et al. 1998)

®Sequéncias analisadas no Genbank: E. faecium 1,230,933 (GG692537.1); 1,231,408 (GG688547); 1,231,502 (NZ_GG688486.1); 1,231,410 (NZ_GG692468.1); E1071
(NZ_ABQI01000087.1); U0317 (NZ_ABSW01000111.1); E1039 (AC0OS01000009.1); TX0133a01 (AECJ01000122.1); DO (AAAK03000030.1), C68 (NZ_GG703717.1).
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Tabela 15. Substituicbes de aminoacidos da proteina PBP5 detetadas em isolados de E. faecium deste estudo e em sequéncias disponiveis no
GenBank.

Combinacéo Substituicdes de aminoacidos em PBP5

de mutagoes

24 25 27 34 39 66 68 85 100 144 172 177 204 216 324 350 398 401 405 408 461 462 Depoisde466 485 496 497 499 525 546 558 582 586 629 632 642 644 667
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®Sequéncia aminoacidica da estirpe de E. faecium BM4107 (AF364092.1) suscetivel a ampicilina.

®Na bases de dados do GenBank s6 esta disponivel a sequéncia aminoacidica de E. faecium BM4105RF entre os aminoacidos 461 e 644 (AF375986.1).
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V. DISCUSSAO

Atualmente, a maioria dos isolados de E. faecium associados a infe¢cbes nosocomiais
sdo resistentes a ampicilina (sobretudo através da presenca do gene pbp5 mutado) e
pertencem a STs incluidos em CC17 (Willems et al. 2011). Apesar das elevadas taxas
de resisténcia a este antibiotico encontradas em varias regides geogréaficas, pouco se
conhece sobre o papel da transferéncia horizontal na disseminacéo do gene pbp5 entre
isolados de E. faecium (Rice et al. 2005b).

Neste trabalho avaliou-se a capacidade da transferéncia horizontal do gene pbp5 em E.
faecium provenientes de diferentes nichos ecoldgicos (humano, animal e ambiental), a
diversidade de linhagens clonais em que isto ocorreu e caracterizaram-se as plataformas

genéticas em que o gene pbp5 estava inserido.

1. A transferéncia horizontal da resisténcia a ampicilina ocorreu entre isolados de
E. faecium provenientes de diferentes nichos ecoldgicos e estirpes recetoras com

diferentes contextos genéticos

Um namero significativo de isolados de E. faecium incluidos neste estudo transferiu o
gene pbp5 para bactérias recetoras portadoras (E. faecium BM4105RF e E. faecium
64/3) e néo portadoras (E. faecium GE1) deste gene. A transferéncia do gene pbp5 em
E. faecium foi previamente descrita mas apenas num numero reduzido de estudos
(Carias et al. 1998; Hanrahan, Hoyen & Rice 2000) que incluiam fundamentalmente
isolados clinicos e, numa ocasido, tambem E. faecium de origem animal (Rice et al.
2005b). Os dados obtidos no presente estudo vém mostrar que a transferéncia da
resisténcia a ampicilina mediada pelo gene pbp5 parece ser mais comum do que
inicialmente se pensava, ocorrendo em isolados de E. faecium oriundos de diversos
nichos ecologicos (e ndo apenas em isolados nosocomiais) e em outras regides
geograficas para alem daquelas inicialmente descritas nos Estados Unidos (Rice et al.
2005b; Hanrahan, Hoyen & Rice 2000; Carias et al. 1998), mostrando ser um fenémeno

global e ndo regional.
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Estudos prévios observaram a transferéncia do gene pbp5 para E. faecium GE1 (sem
pbp5) (Rice et al. 2005b; Carias et al. 1998; Hanrahan, Hoyen & Rice 2000). Em
condi¢cdes naturais este gene esta presente em E. faecium tendo sido fundamental
averiguar a sua transferéncia para isolados j& portadores de pbp5. Rice et al. (2005b)
confirmaram esta hipdtese usando estirpes isogénicas com e sem pbp5. O presente
estudo para além de corroborar a capacidade de pbp5 ser transferido para bactérias com
este gene, vem também mostrar que isto ocorre entre bactérias que ndo sao isogénicas e

que possuem diferentes contextos genéticos (ver ponto 3 da discussao).

Embora pbp5 tenha sido transferido para diferentes bactérias recetoras, a expressao da
resisténcia a ampicilina foi heterogénea entre os diferentes transconjugantes (8-128
mg/L). Esta variabilidade na expressdo da resisténcia a ampicilina ap6s a transferéncia
de pbp5 foi também observada noutros estudos (Rice et al. 2005b; Carias et al. 1998;
Hanrahan, Hoyen & Rice 2000), desconhecendo-se ainda a razdo deste fendmeno.
Possivelmente a aquisicdo de outros genes para aléem de pbp5, ou outros fatores

presentes na bactéria recetora, podem interferir na regulagdo da resisténcia a ampicilina.

Se a detecdo de alguns transconjugantes com valores de CMI abaixo do limite minimo
de resisténcia (observada neste e em outros estudos) refletir o que se passa na natureza,
a transferéncia da resisténcia a ampicilina (pbp5) para diferentes Enterococcus ou para
outras espécies pode ter uma frequéncia ainda maior do que aquela avaliada
laboratorialmente. De facto, as concentragcbes de ampicilina usadas neste e noutros
estudos (Rice et al. 2005b; Hanrahan, Hoyen & Rice 2000), embora dentro dos critérios
de suscetibilidade a ampicilina, podem ser demasiado altas para permitir a detecdo de
alguns transconjugantes. Desconhece-se também qual a evolugdo da expressdo da
resisténcia destas bactérias com CMI mais reduzidas quando sujeitas a ambientes de

elevada presséo seletiva.

Apesar da frequéncia de conjugacdo ndo ter sido determinada, a obtencdo de
transconjugantes apenas apds dois ou trés ensaios de conjugacao e o crescimento de um
namero reduzido de coldnias nas placas de selecdo sem diluicéo, sugere a ocorréncia de

uma frequéncia de transferéncia de pbp5 reduzida nas condi¢des laboratoriais utilizadas
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Assim, serdo necessarios mais estudos que nos permitam avaliar a possivel existéncia de
fatores quimicos ou fisicos que favorecam a transferéncia do gene pbp5, no sentido de

compreender melhor a dispersao deste gene na natureza.

2. A transferéncia horizontal da resisténcia a ampicilina ocorreu juntamente com a

transferéncia de resisténcia a outras classes de antibioticos

A disseminacdo da resisténcia a ampicilina foi acompanhada pela transferéncia da
resisténcia a outras classes de antibidticos (glicopéptidos, eritromicina, estreptomicina e
gentamicina) em alguns isolados. Resultados semelhantes foram publicados por
Hanrahan, Hoyen & Rice (2000) que detetaram a transferéncia da resisténcia a
ampicilina juntamente com a resisténcia a outros antibidticos como a eritromicina,

estreptomicina e tetraciclina.

A cotransferéncia da resisténcia a ampicilina e vancomicina foi previamente reportada
(Carias et al. 1998), encontrando-se associada a presenca de Tn5382. Contudo, este
transposdo conjugativo ndo foi detetado nos isolados deste estudo. Este resultado ja era
esperado uma vez que nenhum dos E. faecium incluidos era portador do gene vanB, mas
sim do gene vanA. Embora a localizacdo de vanA néo tenha sido um dos objetivos deste
estudo, este gene foi previamente localizado em plasmideos (Freitas et al. 2009a), ou
seja, em elementos genéticos distintos daqueles que transferem o gene pbp5 (localizacao

cromossomal).

A cotransferéncia da resisténcia a ampicilina e tetraciclina, associada ao Tn916 também
foi previamente descrita (Rice et al. 2005a). Este e outros transposfes portadores do
gene tet(M) nédo foram detetados em E. faecium deste estudo, sugerindo a presenca de
outros elementos genéticos associados a resisténcia a tetraciclina. No isolado SN71
(incluido em outros trabalhos em curso) foi detetada a presenca dos genes tet(M) e
erm(B) em plasmideos, ou seja, em elementos distintos daqueles que mobilizam o gene
pbp5 (Silveira et al. 2011).

A cotransferéncia da resisténcia a outras classes de antibioticos sugere que 0 USO

intensivo de ampicilina pode levar a selecdo de bactérias com resisténcia multipla a
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agentes antimicrobianos, nomeadamente aqueles que sdo importantes no tratamento de

infecdes enterocdcicas (ex. glicopéptidos ou aminoglicosideos).

3. E. faecium com capacidade de transferirem horizontalmente pbp5 pertencem a
diversos ST de CC17

Embora o estudo de Rice et al. (2005b) tenha demonstrado a transferéncia da resisténcia
a ampicilina em E. faecium (doentes hospitalizados n=8; peris n=3) com diferentes
tipos de PFGE, outros estudos de tipagem ndo foram realizados. Os resultados deste
trabalho demonstram que a transferéncia da resisténcia a ampicilina ocorre entre
isolados pertencentes a CC17 e uma diversidade de bactérias recetoras incluidas no
CC17 (isolados selvagens que adquiriram o gene na natureza) e ndao-CC17 [bactérias
recetoras (ST21, ST172, ST515) usadas neste estudo].

O facto de nem todos os E. faecium-CC17 terem transferido pbp5 para as bactérias
recetoras pode ser justificado por uma reduzida frequéncia de conjugacdo com
ocorréncia de falsos negativos ou pela perda de capacidade de mobilizacdo das

plataformas genéticas previamente adquiridas.

A resisténcia a ampicilina em E. faecium tem sido largamente associada a isolados
identificados dentro de CC17 (Willems et al. 2005), e é considerada um marcador
importante deste complexo clonal. Embora a resistencia a ampicilina esteja largamente
associada a expansdo clonal de E. faecium, a capacidade que estes isolados parecem ter
em mobilizar plataformas com pbp5 pode ajudar a compreender os elevados niveis de
resisténcia a este antibiotico observados ao longo dos dltimos anos (Top, Willems &
Bonten 2008).

A manutencéo da resisténcia a ampicilina nas bactérias selvagens CC17 e nos respetivos
transconjugantes de E. faecium GE1 (ndo CC17) ap0s varias passagens em BHI néo
suplementado com antibidticos indica que as plataformas genéticas que contém pbp5

podem persistir na auséncia de pressdo seletiva em hospedeiros incluidos ou ndo no
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CC17. No entanto, ficou ainda por esclarecer a razao pela qual a resisténcia a ampicilina

ndo é detetada frequentemente em E. faecium ndo CC17 na natureza.

4. O gene pbp5 € mobilizado em plataformas genéticas de inser¢éo cromossomal

Uma banda cromossémica de 200-210 kb portadora do gene pbp5 foi identificada na
maioria dos transconjugantes de E. faecium GE1, BM4105RF e 64/3, e suas
correspondentes estirpes selvagens. Como a estirpe recetora E. faecium GE1 ja contém
uma banda de tamanho semelhante (Figura 13) foi dificil inferir com precisdo o
tamanho da sequéncia adquirida a partir de experiéncias em que se utilizou esta
recetora. No entanto, uma banda extra Unica de 170 kb identificada num transconjugante
de E. faecium 64/3 (estirpe TCHPH2.4 64/3; ver Figura 13), pode corresponder ao
tamanho previamente sugerido para as plataformas adquiridas que contém o gene pbp5
(Rice et al. 2005b).

Diferentes eventos associados a transferéncia de pbp5 tém sido sugeridos em estudos
anteriores, utilizando uma Unica estirpe recetora (pbp5*/pbp5), que incluiu a
substituicdo das plataformas naturais de pbp5 por outras com integracdo em local
especifico ou atraves de recombinacdo homdloga mediada por elementos genéticos da
familia de CTn916 (Rice et al. 2005a). Embora estes dados sejam também sugeridos
pelo tamanho semelhante do fragmento que hibrida com pbp5 na maioria dos
transconjugantes de E. faecium GE1 (pbp5’), os ensaios de conjugacao com as bactérias
recetoras E. faecium BM4105RF e E. faecium 64/3 (pbp5*) parecem no apontar para a
substituicdo da plataforma de pbp5 natural nos transconjugantes em todos os casos. Esta
hipotese é sugerida pela presenga de duas coOpias de pbp5 em alguns dos
transconjugantes, sendo mais claramente demonstrada pela hibridagéo da sonda de pbp5
com o gene natural (banda de 250 kb) e um fragmento extra de 170 kb num dos

transconjugantes de E. faecium 64/3.

No entanto, a similaridade dos tipos de PFGE observada nos transconjugantes obtidos

de diferentes bactérias selvagens com eventuais plataformas de pbp5 heterogéneas pode
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indicar também um processo de recombinacdo homdloga numa regido comum do

genoma de E. faecium.

Neste trabalho ndo foi possivel associar a transferéncia de pbp5 a varios transposdes
comuns em bactérias de Gram positivo, incluindo CTn5382, CTn916, ou CTn5386
previamente responsabilizados pela mobilizacdo de plataformas genéticas portadoras de
pbp5 (Rice et al. 2005a; Carias et al. 1998; Rice et al. 2005b). A suspeita da presenca
de plataformas heterogéneas portadoras deste gene foi também previamente detetada
através de ensaios de hibridacdo e sondas especificas para as zonas que flanqueiam
pbp5 (Rice et al. 2005b).

5. O gene pbp5 esta inserido em plataformas genéticas heterogéneas dispersas em
diferentes nichos, anos e regides geograficas, sendo maioritariamente

caracterizadas pela presenca de variadas sequéncias de insercao (1S)

A analise da regido vizinha (8-10 kb) de pbp5 em isolados representativos (selvagens e
transconjugantes) deste trabalho e disponiveis no GenBank permitiram a identificacdo
de cinco plataformas (I-V) geradas por diferentes inser¢cdes de DNA (IS, fragmentos

genomicos e transposdes conjugativos) (Figura 15).

A plataforma |, observada quer em E. faecium resistentes e suscetiveis a ampicilina
parece ser a mais ancestral. A plataforma Il parece derivar da I, uma vez que mantém a
mesma estrutura base, adquirindo o fragmento ISEfml-acetiltransferase-histidinol
fosfato fosfatase, entre os genes pbp5 e psr. Por sua vez a plataforma Il parece derivar
da Il, uma vez que para além da estrutura atras mencionada apresenta a sequéncia de
inser¢do ISEfall (familia ISL3) entre os genes pbp5 e 0 gene da bomba de efluxo de

ides.

Presume-se que as outras duas plataformas tém origens diferentes, sendo que a
plataforma IV devera derivar da | pela introducdo da sequéncia de insercdo ISEfl
(familia 1S256) entre os genes pbp5 e psr, enquanto a plataforma V deriva da | pela
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aquisicdo do transposdo conjugativo Tn5382 entre o gene pbp5 e 0 gene que codifica

para a bomba de efluxo de ides.

A manutencéo dos limites (IR-Inverted Repeats) de todas as IS detetadas sugere que séo
de aquisicdo recente pela plataforma I. Estas IS foram previamente observadas nos
genomas de Enterococcus spp (Dahl et al. 2000a; Rice et al. 2010; Lopez et al. 2010;
Boyd et al. 2000), mas a detecdo de ISEfall a flanquear pbp5 foi observada pela

primeira vez neste estudo.

Especificamente nos E. faecium incluidos neste trabalho, observaram-se quatro
plataformas genéticas (I a IV). A comparacdo dos resultados obtidos com as sequéncias
disponiveis no GenBank permitiu verificar a existéncia das plataformas I, Il e IV em
diversos genomas de Enterococcus provenientes de diferentes regides geograficas,
nichos ecoldgicos e pelo menos desde a década de 90 do seculo XX (Figura 15). Estes
dados demonstram ndo s6 a sua dispersdo global, mas também a estabilidade da sintenia
deste fragmento de 8-10 kb em isolados de diferentes nichos, sendo que a cocirculagéo
destes fragmentos tem ocorrido ao longo dos anos, desde que a resisténcia a ampicilina

e 0 CC17 tiveram um incremento de incidéncia nas unidades hospitalares.

A excecdo foi a plataforma 111, apenas observada neste trabalho e a plataforma V que
ndo foi detetada nos E. faecium estudados. Embora esta plataforma V tenha sido apenas
detetada no E. faecium C68 (N° acesso ao GenBank NZ_GG703717.1) a sua dispersdo
na natureza é frequente, dado o numero de publicacdes a descrever a presenca de
Tn5382 em E. faecium (Valdezate et al. 2009; Torres et al. 2006; Lu et al. 2005; Carias
et al. 1998).

Sabe-se que as IS séo importantes na evolugdo dos genomas bacterianos (expressao e
mobilizagdo de genes) (Hegstad et al. 2010). No entanto, desconhece-se qual a
importancia da manutencdo das IS encontradas (sobretudo o grupo de genes mais
frequente ISEfml-acetiltransferase-histidinol fosfato fosfatase) na expressdo da
resisténcia a ampicilina, pelo que outros estudos deverdo ser desenvolvidos. Contudo,

na posicao em que foram encontradas, ndo deveréo ter um papel na mobilizagdo do gene
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pbp5, uma vez que a plataforma mobilizada para as estirpes recetoras vai para além de
IS-pbp5-IS. De facto, a recetora E. faecium GE1 ndo possui 0s genes pesquisados nas

plataformas de 8-10 kb, posteriormente observados nos seus tranconjugantes.

6. Os genes pbp5 transferidos horizontalmente possuem variedade alélica entre si e
parecem coevoluir com as plataformas em que estdo inseridos ou outros genes do

genoma de E. faecium

A semelhanca de outros estudos, as combinacdes aminoacidicas encontradas foram
semelhantes entre os isolados resistentes a ampicilina mas significativamente diferentes
de isolados com suscetibilidade a este antibiético (E. faecium BM4107) (Galloway-
Pena, Rice & Murray 2011; Rybkine et al. 1998; Sifaoui et al. 2001). Também se
detetou que a presenca da insercdo de uma serina ap0s 0 aminoacido da posicao 466 e
Met-485-Ala/Thr ndo sdo necessarias para a expressdo da resisténcia a ampicilina como
previamente descrito (Poeta et al. 2007b; Galloway-Pena, Rice & Murray 2011,
Rybkine et al. 1998; Rice et al. 2004). Estes resultados também corroboram os dados
recentemente publicados (Galloway-Pena, Rice & Murray 2011). De facto, a maioria
dos isolados com resisténcia a ampicilina (CMI>32mg/L) possuiam apenas Met-485-
A/T (C4, C5, C6, C7, C8, C12) ou nenhuma destas alteracdes aminoacidicas (C1, C2 e
C3).

N&o foi possivel identificar diferencas significativas entre os isolados de E. faecium
resistentes a ampicilina que transferiram e que ndo transferiram o gene pbp5. As
combinagbes C4 e C8 foram inclusivamente partilhadas por ambos os grupos. Embora
estes dados sugiram que a mobilizacdo de plataformas com pbp5 ndo esteja
exclusivamente implicada na ocorréncia de determinados alelos deste gene, ndo se pode
descartar a possibilidade de alguns dos isolados do grupo que ndo transferem pbp5 o
possam fazer em outras condi¢des usadas nos ensaios de conjugacao, ou que tenham
adquirido a plataforma com pbp5 que posteriormente perdeu capacidade de

mobilizacéo.
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Ao contrario das plataformas I, Il e IV (em que se detetaram diferentes alelos de pbp5
em diferentes isolados), na plataforma Il s6 se observaram alteragdes aminoacidicas
correspondentes a C8. Adicionalmente, a plataforma Ill estd associada a isolados
pertencentes a ST132 ou ao seu SLV ST368, sugerindo que esta plataforma e seu pbp5
podem estar a ser disseminados sobretudo por expansdo clonal de E. faecium. A
similaridade de alteracGes aminoacidicas de pbp5 em isolados com a plataforma V foi

também previamente descrita (Hanrahan, Hoyen & Rice 2000).

A presenca de um elevado polimorfismo entre as sequéncias de pbp5 analisadas parece
ser frequente na natureza (neste estudo e em outras sequencias publicadas no
GeneBank). Esta variabilidade pode refletir a disseminacdo de um fragmento de DNA
de elevado tamanho portador de pbp5 que evoluiu independentemente em diferentes
hospedeiros que estdo sob pressdo seletiva. Esta hipdtese € sugerida pela variabilidade
de sequéncias de pbp5 localizadas em regides com um conteddo em IS semelhante e
pertencendo a linhagens genéticas proximas (STs de CC17 que sdo single loccus

variants-SLV entre eles).

De facto, a plataforma Il portadora das combinacdes C4, C5, C6 e C7 (diferem entre 1 a
3 aminoécidos) inclui isolados que pertencem a STs (ST16, ST18, ST132, ST280,
ST460) distintos entre si num Unico alelo (ddl ou gyd), sendo que essas diferencas se
manifestam maioritariamente pela alteracdo de uma base nucleotidica (ex: gyd de ST18
vs ST132/ST460; ddl de ST18 vs ST16) (eBURST V3 n.d.)

Se compararmos os isolados que possuem a plataforma Il com aqueles que possuem a
plataforma 11l (que parece evoluir da Il) verifica-se que os isolados desta ultima
pertencem a STs que mais uma vez diferem de ST18 em apenas um nucle6tido (alelo
gyd (ST132) ou ddl (ST368) e cuja combinacdo de aminoécidos C8 apenas difere da C7
(plataforma 11) em um Unico aminoacido localizado na posi¢do 405. A combinagdo C7,
a Unica partilhada entre duas plataformas (I e II), é também detetada apenas em E.
faecium de ST18 (plataforma | e 1) e ST132 (plataforma I1).
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A semelhanga do contetdo em IS com IRs intactas, do seu posicionamento
nucleotidico, das combinagcfes aminoacidicas e dos STs sugere uma evolugédo recente
das plataformas Il e I1l. A expansdo clonal de E. faecium com estas plataformas
associada a sua capacidade de mobilizacdo horizontal pode facilitar a dispersdo da
resisténcia a ampicilina e justificar o elevado nimero de isolados em que foram
encontradas. A evolucdo de pbp5 juntamente com outros genes que codificam para
proteinas da parede celular e de superficie presentes no genoma de E. faecium foi

também recentemente proposta (Galloway-Pena, Rice & Murray 2011).

Em contraste, as plataformas | e IV estdo localizadas em E. faecium que pertencem a
STs com maiores diferencas evolutivas, que ndo transferem pbp5 (plataforma 1V) e que,
de um modo geral, incluem isolados com maiores variagdes nas combinacOes de
alteracbes aminoacidicas. Sendo a plataforma | possivelmente a forma mais ancestral,
pode refletir um processo evolutivo mais antigo justificando os resultados encontrados.
No entanto, a manutencao dos limites de ISEf1 da plataforma IV sugere uma aquisicao
recente para esta IS. Ao contrério de ISEfml e ISEfall que se posicionam no mesmo
nucleétido das plataformas moveis Il e 1ll, ISEfl insere-se em diferentes posicdes
nucleotidicas da plataforma néo transferivel 1V, refletindo possivelmente uma aquisicao

independente desta IS por diferentes variantes da plataforma I.
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VI. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo documentam a transferéncia frequente de largos fragmentos
de DNA portadores do gene pbp5 (que confere resisténcia & ampicilina) entre E.
faecium nosocomiais e da comunidade pertencentes a CC17 e E. faecium ndo CC17. A
sua evolucdo pode ser independente ou acompanhar a das plataformas ou de outros
genes do genoma de E. faecium em que estdo inseridos, levando a existéncia de varios
polimorfismos, ambientes genéticos que flanqueiam o pbp5 e linhagens genéticas em
que estdo inseridos.

A manutencdo do elemento adquirido na auséncia de pressdo seletiva e a sua
transferéncia sob concentracbes subinibitérias de ampicilina pode explicar a rapida
expansdo da resisténcia a este antibidtico entre E. faecium nosocomiais ao longo das
Ultimas décadas. Para a melhor compreensdo deste fendmeno, a identificacdo e
caracterizacdo dos elementos genéticos e dos fatores que promovem a mobilizacdo mais

facil das plataformas portadoras de pbp5 é fundamental.

O uso de ampicilina pode também ter facilitado a transferéncia de outros elementos
genéticos portadores de genes que codificam para a resisténcia a diferentes classes de
antibidticos, contribuindo desta forma para o aumento do fitness e evolugdo do CC17

em diferentes nichos.
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Introduction and Purpose Results Results

I- Transfer of ampicillin resistance.
*Enterococcus faecium (Efm) belonging to the clonal complex (CC) 17 have P

, , _ L *Horizontal transfer of ampicillin resistance was detected in 19% (n=15/80) of enterococci
been associated with nosocomial outbreaks worldwide in the last twenty

, _ , L L _ (human, animal and environmental settings; Table 1). None of these isolates produced [3-
years, owing their success to the sequential acquisition of antibiotic resistance

lactamases and they all belong to CC17 cluster (5 ST132; 4 ST393; 2 ST280; 1 ST18; 1 ST125;

and virulence factors (Top et al., 2008).

, - _ , _ 1 STnew which is a SLV from ST18, ST132, ST64, and ST348). Other isolates containing a A
e Resistance to ampicillin (AmpR) is considered a major feature of Efm-CC17

. , S , , nontransferable pbp5 belong to both CC17 and nonCC17.
being observed since the early 1980’s in isolates causing nosocomial

outbreaks in the United States (Galloway-Pena et al., 2009).

*All transconjugants (TC) obtained from EfmGE1l contained pbp5 gene and exhibited a

. . . . _
AmpR n Efm was associated Wlth the presence Of B Iactamases, Figure 1. Image A-PFGE Smal digested DNA of receptors (1-EfmGE1, 25-

Efm64/3, 28-EfmBM4105RF), wild 2,4,6,8,10,12,14,16,18,22) and
transconjugants (TC) strains (3,5,7,9,11,13,15,17,19,23,24,26,27, 29, 30,
31, 32, 33). The black lines in image A correspond to the ones that
hybridized with pbp5 probe in image B. Image B- Hibridization assays
with a pbp5 probe. M- Low Range PGE Marker (New England, BiolLabs).

henotype of AmpR (MIC=16-64mg/L) even after serial passages in Amp free BHI media.
overexpression of penicillin binding protein 5 (PBP5) and, in most cases, with P YP PR | g/L) P 5 P

Transference of pbp5 to Efm64/3 and EfmBM recipients occurred in 7 isolates (MIC=8-
mutated pbp5 confering reduced affinity to the antibiotic (Rice et al., 2004). PoP f / f P ( B

, A _ 64mg/L) of the 15 tested. Besides AmpR, some of the transconjugants also showed resistance
However, data concerning the mobilization of this gene are extremely scarce

TP .13 Wild strains and TCEfmGE1 TCEfmeA/3 TCEfmBMA105RF
. . _ , to antibiotics of other families (Table 1).
and associated with the presence of the conjugative transposons Tn5382 or,
more rarely, Tn916 and Tn5386. (Rice et al., 2005; Hanrahan et al., 2000). Table 1. Epidemiological features, antibiotic resistance and pbp5 chromossomal location of enterococci transferring ampicillin-resistance and their tranconjugants isolates
. - _ , ll- Genetic studies associated with pbp5 transfer.
* Our goal was to analyze the transferability of ampicillin resistance and its LSt rce e Source (sample) Isolate type (receptor MiCamg e, PEGE-Smal pbp5

strain) (mg/L) hibridization (kb)

*The pbp5 gene was located in chromosomal bands ranging from 170 to 250kb in both wild

correlation with pbp5 acquisition in a collection of Efm obtained from several
and transconjugants strains (PFGE ICeul and Smal Fig.1; Table 1). For three isolates (1 cc17

sources (hospital and community) in Portugal. Mew ST 50 1997 Hospital B-clinical (urine) wild 32 Ve, Te, Tet,Ery, QD, Strep 210
o , , , _ TC (EfmGE1) 32 Ve, Te, Tet, Ery,Rif, AFus 210
TCEfm64/3 and 2 TCEfmBM) hybridization signal using the pbp5 probe, was observed in two TC (EfmBMA4105RF) 16 Ve, Te, Tet, Ery,Rif, AFus 170+200
ST132 BEE 1999 Hospital B-clinical (blood) wild B4 Vi, Te, Tet,Ery, QD, Cip, Gent, Strep 210
—. . 7. . . . TC {EfmGEL) 32 Ve, Te, Tet,Ery, Strep, Rif, AFus 210
Method bands (Fig.1; Table 1). No hybridization was observed for the recipient EfmGE1 and bands of 88,1 2002 Hospltal E-waste water wild 64 Ery, Cip, Gent, Strep 210
e O S TC {EfmGE1) 32 Tet, Rif, AFus 210
. . BE.2 2001 Hospital C-waste water wiild B4 Ery, Cip, Gant, Strep 210
. _ _ _ _ 290 and 250kb were detected for EfmBM and Efm64/3 recipients, respectively. The pbp5 was TC (EfmMGEL) 32 Tet, RIf, AFus 210
Epidemiological background. We analyzed 80 representative AmpR-Efm isolates TC (EfmBM4105RF) 8 Rif, AFus 200+240
. o . . . . C3 2001 Hospital E-waste water wild 128 VC, Te, Ery, Cip, Strep 210
from a Portuguese collection comprising 1,700 enterococci from different not associated with any of the CTns/ICEs tested. TC (EfmGEL) 32 Ve, Te, Tet, Rif, AFus 210
. . . z 200 ital E- ild 28 Tet, Ery, Cip, Gent, 5 210
geographical locations (North, Centre, South) and years (1996 to 2009) (Novais et ’ PR IC (BnGE) o TeL R AP e 1o
al., 2005a,b,c; Novais et al., 2006; Freitas el al 2011). They were recovered from ST18 + 2001 Healthy human (faeces) ;’g‘imﬂﬁm " . IE*&E”&E'EE“QFUE o
different patients in 5 hospitals of diverse regions (n=39), swine and piggery cro80 - 2005 ospital C-clinical (urine) L’ﬁfﬁ"*ﬁ“““’“"} fzﬂ . E“E";ﬂ';“; Gent, Stren gfl’g
environment (n=18 isolates; 11 samples), retailed poultry (n=4; 4 samples) of four TC (EfmGE1) 32 Ve, Te, Tet, Ery,Rif, AFus 210
. ] 150 2002 Hospital D-clinical (exsudatea) wild 32 Tet Ery, Clp, Gent, Strep 210
national commercial brands, faeces from healthy humans (n=2, 2 samples) and TC (EfmGEL) 32 Tet, Rif, AFus 180
. . . . . - . TC (EfmBM4105RF) B Rif, AFus 210
hospital wastewater (n=15, 13 samples from 4 hospitals). Species identification was ST393 SN208 2006 Plggery (ned-waste lagoon, animal fascas) "¢ 64 Tet, Ery, Strep, Nit 200
£ d as d ibed : | ggery n= goon, ani TC (EfmGE1) 32 Tet, RIf, AFus 200
performed as described (Novais et al 2005a). TC (EfmBMA10SRF) 3 RIF, AFUS 500
TC (Efm64/3) 64 Rif, AFus 210
ST125 126 2007 Hospital A-clinical (urine) wild 128 Ve, Te, Ery, Cip, Nit 210
Antibiotic susceptibility tests and ampicillin resistance transfer. Study of antibiotic ;E Egﬁmﬂgig'} 2‘4 Eg Te, Tet Ery, Rif, Afus mﬂgﬁ ;
susceptibility was performed by disc diffusion and/or agar dilution method (CLSI,
2010) The presence of 3-lactamases was evaluated by the nitrocefin test. Transfer aThe new ST is a Single locus variant (gyd allele) of ST18, ST132, ST64 and ST348 (CC17 cluster). b All de receptors are resistant to rifampicin and fusid acid. EfmGE1 is also resistant to tetracycline. Vc-
of amp|C|II|n resistance was screened by filter mating (3 times/isolate) using \F/{?fncrzcr;r:/];iir\(:;ir;lic;t:igsls?gizéize-t&lI;et;zfcy;g:eer,rjii\;-derythromycin; QD-quinupristin-dalfopristin; Cip- ciprofloxacin, Strep. High level resistance (HLR) to streptomycin, Gent-HLR to gentamicin, Nit-nitrofurantoin,
receptor strains lacking (EfmGE1;MIC,,,=<0,5mg/L) or containing (EfmBM; ' '
Efm64/3; in both MIC, =2mg/L) pbp5 and BHI supplemented with antibiotics Conclusions

(ampicillin-16mg/L, fusidic acid-25mg/L; rifampicin-30mg/L) (Werner et al., 2011). *AmpR is often transferable among Efm-CC17 from several origins and is associated with pbp5 mobilization by conjugative genetic elements different from those previously described (Rice et al., 2005; Hanrahan et al., 2000).

Clonal relatedness. Clonality was established by Pulsed-Field Gel Electrophoresis Co-transfer of pbp5 with different antibiotic resistance genes, including to vancomycin, could contribute for the maintenance of multi-drug CC17 in different niches.

(PFGE) in wild, receptors and transconjugants strains and by Multilocus Sequence . . . o o . . S .

Typing (MLST) in wild strains as described (Novais et al., 2008; *The existence of a previous pbp5 (Efm64/3 and EfFmBMA4105RF) is not a limitation for the acquisition of a new copy of the gene. The diversity of pbp5 expression in different genetic backgrounds (EfmGE1, EfmBM, Efm64/3) and the
http://www.mlst.net). lower MIC,,, in most of the transconjugants comparing with those of the wild strains (Table 1), corroborate previous assays related with the mobilization of pbp5 carrying elements (Rice et al., 2005 Hanrahan et al., 2000).

Genetic studies. The study of chromosomal/plasmidic location of pbp5 and the *Further studies are needed to elucidate the characteristics of the genetic(s) element(s) carrying pbp5 in order to better understand the success of pbp5 transfer and the rapid and increasing rates of AmpR-CC17 in different countries.

evaluation of size diversity of the DNA fragments harbouring this gene was
performed by hybridization of I-Ceul or Smal genomic DNA with 23S rRNA and/or

References
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High incidence of horizontal transfer of ampicillin resistance (pbp5) among CC17
Enterococcus faecium

C. Novais*, R. Escada, A.R. Freitas, E. Silveira, T.M. Coque, L. Peixe (Porto, PT; Madrid, ES)

Objectives: Most CC17 E. faecium (Efm) are resistant to ampicillin (AMPR). Transfer of AMPR has been linked to
pbp5 mobilization by conjugative transposons (CTn) Tn5382 or, more rarely, Tn916 and Tn5386. We analyzed the
occurrence of pbp5 transfer among Efm from several sources in Portugal.

Methods: AMPR Efm (n=80) from clinical samples (C, n=39), Healthy Humans (HH, n=2), Hospital Sewage (S, n=15),
Animals (A, n=22) were studied. Transfer of pbp5 was screened by filter mating using receptor strains lacking
(EfmGEZ1) or containing (EfmBM4105RF/Efm64-3) pbp5, and BHI with AMP, fusidic acid and rifampicin. Antibiotic
susceptibility was tested by disk diffusion/agar dilution methods (CLSI) and clonality by PFGE/MLST. The stability of
the acquired pbp5 [EfmGEL transconjugants (TC)] was evaluated by serial passages (30x) on BHI without AMP.
Location of pbp5 was studied by hybridization of genomic DNA (ICeu-I, Smal) with 23S rRNA and/or pbp5 probes.
The presence of CTns (Tn5382, Tn916, Tn5386, Tn5397, Tn4453/4451, Tn6000, Tn5801) was searched by PCR.
Results: pbp5 was transferred to EfMGEL in 19% of the cases (n=15; 1HH, 2A, 4S, 8C), all belonging to CC17 (8
PFGE types, 8 STs comprising ST18, ST125, ST132, ST280, ST393, ST431, STnew). All isolates presented a
chromosomal location for pbp5 but none of them carried any of the screened CTns. TCEfmGE1 were AMPR
(MIC=16-64mg/L) even after consecutive inoculations in AMP free BHI. Resistance to glycopeptides, erythromycin
and/or high level of resistance to streptomycin was also observed in 6, 6 and 1 of TCEfmGEL, respectively. Transfer
of pbp5 to Efm64/3 (2/15) or EFmMBM4105RF (6/15) was also observed. EFmBM4105RF and Efm64/3 TC strains
increased their MICAMP values from 2mg/L to 8-16mg/L and 64mg/L, respectively. pbp5 hybridized with Smal DNA
fragments of 290kb and 250kb in EfFmMBM4105RF and Efm64/3 recipient strains while no hybridization was seen in
EfmGEL. In the TC, pbp5 was located on bands of 180kb (1 TCEfmGE1), 200kb (2 TCEfmBM4105RF), 210kb (32; 13
wild Efm, 13 TCEfmGE1, 5 TCEfmBM4105RF, 1 TCEfm64/3), 180kb +250kb (1 TCEfm64/3) and 210kb+242kb (1
TCEfmBM4105RF).

Conclusions: AMPR is often transferable among CC17 Efm from several origins and associated with pbp5
mobilization by conjugative genetic elements different from those previously described. Further studies to
characterize the genetic context and to explain the variable levels of AMPR on distinct genetic backgrounds
(pbp5+/pbp5-) are in process.




Anexo 4. Submissdo no GenBank das plataformas genéticas contendo o gene pbp5
obtidos no nosso estudo (JN208889.1, JN208887.1, JN208885.1, JN208883.1,
JN208888.1, JN208886.1, JN208884.1 e IN208882.1).
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Display Settings: GenBank

Enterococcus faecium strain TCGE_E4.1 histidinol
phosphate phosphatase-like gene, partial sequence; and
penicillin-binding protein Pbp5 (pbp5) gene, complete
cds

GenBank: JN208889.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS JN208889 2708 bp DNA l'i near BCT 03-

OCT- 2011

DEFI NI TION  Enterococcus faecium strain TCGE_E4.1 histidinol phosphate
phosphat ase-1i ke gene, partial sequence; and penicillin-

bi ndi ng

protein Pbp5 (pbp5) gene, conplete cds.
ACCESSI ON JN208889

VERSI ON JN208889.1 (d:347952191
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faeci um

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2708)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E, Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 2708)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,

Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2708

/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/strai n="TCGE_E4. 1"
/ db_xref ="t axon: 1352"
/ country="Portugal "
/note="wild strain (E49) was collected in 2001 from
hospital residual water (Porto, Portugal) and
bel onged to

ST132/ CC17
transconj ugant”

msc feature  complement(<1..336)
/note="simlar to histidinol phosphate phosphatase;



of the HisJ protein famly"

gene 540.. 2576
| / gene="pbp5"
cbs 540. . 2576
/ gene="pbp5"
/note="involved in anpicillin resistance"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="penicillin-binding protein Pbp5"

/ protein_id="AEP33241. 1"

/db_xref="G1 :347952192"

/transl ati on=" MKRSDKHCKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET
QAVEA

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMI SKKAANKSAL SEKEI LDKYQNI YGAADVKGLQ S
NL KVDKKDDSTYSFSYKAKMNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQT TI NOQPNLVFPEMEG
NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQL GVWPSKLGDGGEKTANI KAl ASSFD
LTEDAI NQAI SQGSW/QPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDGRYYPLGEASAQLI G
YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDL RGT TGGKL SI TDADGVEKKVLI E
HEVONGKDI ELTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN
G SQEDYKAYEENPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK
WKDSSWESYKVTRVSDVSQVDLKTALT YSDNI YAAQETLKMGEKKFRTGLDKFI FGE
DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPl QQAAMYSVFANNGTLVYP
KLI ADKETKDKKNVI GETALQT! VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI K

EKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRASEL L QYL NONYQ!
ORIG N
1 aaagacatct gcttctataa caactagtgc ttctgaaagt tgtgcaaaat
act gaggaat
61 cacaatcgca ggatccatat ctttgagttc gtcatctaaa taatcaaatt
gaccattatg
121 atgcacactg agtaatttta aatcgtaatc tttatcggct aaatagtgga
tgatccgatc
181 cttttcagaa gcgatgtaac cgatttcgat gccttttaaa acacgattgc
caaaacgctt
241 atttaagcta tcgattgttt gactgtacat ttcataatcg gggatatcat
cgactttagt
301 aacaggattg gctaagtcaa aatgttcagt tgtcacgacg taaccatcgt
agtttgttaa
361 atagtcctca tttcttggga gttttgagac tactatatgc gtttttttgt
tgatttacca
421 acatgtttag acattttcct ctaggaaaaa attaactagc accacgggtt
ttattatgtt
481 agaat aaaca ggt at aaata gt gaaat aaa ggaat gacaa gcaagagaag
gaggaaaaaa
541 tgaaaagaag tgacaagcac ggcaaaaatc gaacaggcgc ttatattgcc
ggcgcagt ga
601 tcttaatagc agctgcgggt ggcggttatt tttactacca gcactatcaa
gagacccaag
661 cagtagaagc tggagaaaag acagttgagc aatttgtcca agctttgaac
aagggagat t



721 at aacaaagc
ttatctgaaa

781 aagagatctt
ggacttcaga

841 tatcgaatct
t at aaagcaa

901 agat gaat ac
ttagacagaa

961 atgatggtca
at ggaaggaa

1021 at gacaaagt
gat cgaaatg

1081 gtgaaccatt
agt aaacttg

1141 gagat ggagg
gact t aacag

1201 aagat gct at
tttgtcccat

1261 t gaaaat cat
caagaagt ag

1321 acggcagata
gt gggagat a

1381 tcacagcaga
at cggt cgct

1441 caggtttgga
aaat t aagca

1501 ttacagatgc
caaaat ggca

1561 aagat at cga
agt ct aggag

1621 gaaaagct gg
gcgettgceta

1681 gctctccaag
gatt acaaag

1741 cttatgaaga
tatgctcctg

1801 gatctacgtt
at cgat ccaa

1861 atgaagtgtt
ggatcttata

1921 aagt aacgcg
atctattccg

1981 ataatatata
cgt acaggct

2041 tagataaatt
ccagcacaaa

2101 tttctaatga
t at ggacagg

2161 gcgaacttct
gccaacaatg

2221 gcacacttgt
aagaat gt ca

2281 tcggcgaaac
caagat gt aa

2341 atggtacagc
act ggt acag

2401 cggaaat caa
tttgctttca

2461 atcctgataa
gat gat gatt

2521 cagcaaccaa

t gcagaaat g

agat aaat ac

aaaagt agat

ct catt aggt

aaccacgatc

aagcct gacc

agCaacaaca

Cgaaaaaaca

caat caggcg

t gat ggagca

ttatcctttg

agat at t gat

gatggctttt

agacggt gt a

attgacaatc

at caact gt t

ctatgatcca

aaat cct gaa

t aaaat gat t

gacgat caac

t gt cagt gat

t gcggcacaa

catttttggt

agatagcttt

aattaat cct

ctatcct aaa

agcattacaa

acattctctt

agaaaaacag

ccaaggtt at

acgagcat cg

acat caaaaa

cagaat at at

aaaaaagacg

gaat t gaaag

aact ggcaac

acacaagaag

ggcaaact aa

gccaat at ca

atttcacaaa

acgccagaac

ggt gaagcat

aagaat ccag

gat aaggat ¢

gagaaaaaag

gat gcgaagg

gcgacaacgc

aacaaaat ga

cagccattca

acagcagcaa

gggct t aaat

gt at cacaag

gaaacgttga

gaagaccttg

aact cagat a

at ccagcaag

ttgattgcag

acgat cgt gc

tctgctttag

gat gt aaagg

at gat ggt ca

gaact at t gc

aggcggcaaa

acggt gct gc

attctactta

atctttctta

ccaact t ggt

cagcaagagg

aacaat t agg

aagcgattgc

gct gggt aca

ttccagctgg

ct gct caget

aat t aagcag

tt cgt gggac

ttctgatcga

caCcaaaaaac

caaaaaccgg

caaacgggat

t cagccgat t

tcggtct cga

ggcaaaaaga

tagactt aaa

aaat gggt ga

atttgccaat

tcttgctagce

cagcaat gt a

at aaagagac

cagat ct gag

ggattccgtt

ggaaagagaa

gcat gt t gga

aat acct caa

t aaaagt gca

t gat gt caaa

cagtttttca

t aaaggaaca

ttttccagaa

gaatattata

agtcgttcca

ttcctcecttce

acccgattac

agct accat t

gattggttac

t aat ggaaaa

aacaggt ggg

acat gaagt t

agcttttgac

tgatcttctt

ct cacaagaa

t gcgacaggt

caacggcact

cagttcttgg

aactgctttg

gaaaaaattt

t agt at gaat

t gat act gga

ttetgttttt

aaaagat aag

agaagttgtg

ggcagcgaaa

cagtttcttg

aaat aaagaa

ccaaaatt at



caat aaaaaa

2581 ttgcttttta agtacagtaa aaggactgtg gcgttatcgt cacagtcctt
ttttcaaata

2641 aacggttttc acgatgtctc tttcacaact tctttttgat ttactcacac
ttcat aaact

2701 ttttttgt
I



Nucleotide ~| -

Display Settings: GenBank

Enterococcus faecium strain SN446 insertion sequence
ISEfall, complete sequence

GenBank: JN208887.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUs JN208887 4794 bp DNA l'i near BCT 03-

CCT- 2011

DEFI NI TION  Enterococcus faecium strain SN446 insertion sequence | SEfall,
conpl et e sequence.

ACCESSI ON  JN208887

VERSI ON JN208887.1 (:347952182
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faecium

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4794)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 4794)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,
Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..4794
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ st rai n="SN446"
/i sol ati on_source="pi ggery water"
/ db_xref="taxon: 1352"
/ count ry="Por t ugal "
/col | ection_date="2007"
/ not e="vancomycin and anpicillin resistant;
ST132/ CCa7
msc feature  <1..168
/note="simlar to acetyltransferase; menber of the
gnat
famly"
CDS conpl enent (151. . 888)
” / not e="nenber of the H sJ famly"
/codon_start=1
/transl _table=11



LKG E

/ product =" hi sti di nol phosphate phosphat ase”
/protein_id="AEP33234. 1"

/db_xref="04:347952183"

/transl ati on=" MITTEHFDLANPVTKVDDI PDYEMYSQT| DSLNKRFGNRV

| GYI ASEKDRI | DYLADKDYDL KL L SVHHNGOQFDYL DDEVKDVDPAI VI PQYFAQLSE

ALWI EADVFAHFDYGFRVFGLSVAEFKQYEAQFLPI LDQVI KNKLAFELNAKSAYLY

DNLALYEYVI DLYLSRGGTLVSVGSDGHYL EHFRFHFDDL FALLKAKGVTELAI YQOKG

QAVEA

KRI MVPLPVQKNVLSI KSEEL FLDFFF"

1092..3128

/ gene="phbp5"

1092..3128

/ gene="pbp5"

/note="involved in anpicillin resistance"
/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="penicillin-binding protein Pbp5"
/protein_id="AEP33235. 1"

/db_xref="Q1 :347952184"

/transl ati on=" MKRSDKHGKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMI SKKAANKSAL SEKEI LDKYOQNI YGAADVKGLQ S

NLKVDKKDDSTYSFSYKAKMNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQT T1 NWQPNL VFPEMVEG

NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQLGVWPSKLGDGGEKTANI KAl ASSFD

LTEDAI NQAI SQGSW/QPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDGRYYPLGEAAAQLI G

YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDL RGT TGGKL SI TDADGVEKKVLI E

HEVONGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN

G SQEDYKAYEEDPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK

WOKDSSWGESYKVTRVSDVSQVDLKTALI YSDNI YAAQETLKMGEKKFRTGLDKFI FGE

DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPI QQAAMYSVFANNGTLVYP

KLI ADKETKDKKNVI GETALQTI VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI K

EKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRASEL L QYL NONYQ!

repeat _region

PTPRA

3150. . 3159

/note="target site duplication"

/rpt_type=direct

conpl enent (3160. . 4672)

/ mobi | e_el enent _type="insertion sequence: | SEfall"
conpl enent (3241. . 4536)

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="transposase | SEfall"

/ protein_id="AEP33236. 1"

/db_xref="G:347952185"

/transl ati on="M\DSI KKMLRI TEKDLM TEVSYETLQKKKTLVVDAVLS

CRSCGSTVVDGNGKAI | VKNGKKETI VRFEQYNHVPLVIVRLKKQRYTCKNCRTHWIAQ



SYFVQPRHSI ANHVRYKI ASLLTEKVSLSFI AKSCQVSLTTVI RTLKEFKSYLPKQSK

Kl LPRVLMVDEFRSHASI EDKMSFI CADGETCGKLI DVLPTRKLPRLTSYFLGCTNPEE

VEFLVTDMNAAYFQLTKRVLPNAKVVI DRFHI VKHWNQAFNEL RI REMNEL RKAGOKS

QAEKL KKNWRFLLKNRANI NHYEYKTWKSFRAPKYPFL TEAMM DRLLEFSPPLKEAY

PFFHELVEAFRDKDPDL FFSLLAEL PETLDDSFREKLONLLTYEEG TNAM YPYSNG
KI EAKNTHI KTMKRVSYGFKSFENMVRI RI FLI NQLI NVR!

repeat _region

ORIG N

1 cgttatgcta

aaaaaat cat

61 gcaggtattc

acattttcct

121 ttaggaaaac

aaagctcctc

181 acttttgatg

getttccttt

241 ttgataaatc

gat cat cgaa

301 at ggaaacgg

aggt accacc

361 acgtgaaaga

acaagt aagc

421 gctcttagca

gaat cggt aa

481 aaact gcgct

gaaaaccat a

541 gt caaaat ga

gttgtgcaaa

601 at act gagga

aat aat caaa

661 ttgaccatta

ctaaatagtc

721 gat gatccga

aaacacgatt

781 gccaaaacgc

cggggat at ¢

841 atcgacttta

cgtaaccatc

901 gtagtttgtt

gegttttttt

961 gttgatttac

gcaccacggg

1021 ttttattatg

aagcaagaga

1081 aggaggaaaa

gcttatattg

1141 ccggcgcagt

cagcactatc

1201 aagaaaccca

caagctttga

1261 acaagggaga

4623. . 4672
/note="1R"

/rpt_type=inverted

4673. . 4682

/note="target site duplication"
/rpt_type=direct

aaacgaaaca aaaacgttat ttacgtttga

gtttttatga

aagat cgt at

ct gaggacgt

gctaattccg

aaatgttcaa

t at aaat cga

tttaattcga

tcatattgtt

gcaaagacat

at cacaat ag

t gat gcacac

tccttttcag

ttatttaagc

gt aacaggat

aaat agt cct

caacatgttt

tt agaat aaa

aat gaaaaga

gatcttaata

agcagt agaa

ttat aacaaa

acgt cat gga

ttgtcggatt

ttttttggac

tcacaccttt

ggt aat gccc

tgacatattc

atgccaattt

taaatt cagc

ctgcttctat

caggat ccat

tgagtaattt

aagcgat gt a

tat cgatt gt

t ggct aagt ¢

catttcttgg

agacattttc

caggt at aaa

agt gacaagc

gcagcet gcgg

gct ggagaaa

gct gcagaaa

ttt aaaaaaa

t t agaaaaag

t ggt aat gga

tgcttttaac

atctgatcca

at at aacgct

atttttaatt

aacggat aga

aacaact agt

atctttgact

t aaat cgt aa

accgatttcg

ttgact gtac

aaaatgttca

gagttttgag

ct ct aggaaa

t agt gaaat a

acggcaaaaa

gtggcggtta

agacagt t ga

t gacat caaa

ctgtttatga

t cgggat caa

aaat ct aaaa

accataattc

agagcaaaaa

acact aacca

aaat t gt cat

acttgatcta

ccaaat accc

gcttctgaaa

tcgtcatcta

tctttatcgg

atgcctttta

atttcat aat

gttgtcacga

act act at at

aaattaacta

aaggaat gac

t cgaacaggc

tttttactac

gcaatttgtc

aaaggcggca



aat aaaagtg

1321 cattatctga
gctgatgtca

1381 aaggacttca
tacagttttt

1441 cat at aaagc
t at aaaggaa

1501 cattagacag
gtttttccag

1561 aaat ggaagg
gggaatatta

1621 tagatcgaaa
ggagtcgttc

1681 caagt aaact
gcttcectcect

1741 tcgacttaac
caacccgatt

1801 actttgtccc
ggagct acca

1861 ttcaagaagt
ctgattggtt

1921 acgtgggaga
agt aat ggaa

1981 aaat cggtcg
acaacaggtg

2041 ggaaatt aag
gaacat gaag

2101 ttcaaaat gg
acagcttttg

2161 acagtct agg
ggtgatcttc

2221 ttgcgettge
at ct cacaag

2281 aagattacaa
tttgcgacag

2341 gttatgctcc
gacaacggca

2401 ctatcgatcc
gacagttctt

2461 ggggatctta
aaaactgctt

2521 tgatctattc
gagaaaaaat

2581 ttcgtacagg
attagtatga

2641 atccagcaca
gctgatactg

2701 gat at ggaca
tattctgttt

2761 ttgccaacaa
acaaaagat a

2821 agaagaat gt
agagaagttg

2881 tgcaagat gt
ttggcagcga

2941 aaact ggt ac
aacagtttct

3001 tgtttgettt
gaaaat aaag

3061 aagat gat ga
aaccaaaatt

aaaagagat c

gat at cgaat

caagat gaat

aaat gat ggt

aaat gacaaa

t ggt gaacca

t ggagat gga

agaagat gct

att gaaaat c

agacggcaga

t at cacagca

ctcaggtttg

cat t acagat

caaagat atc

aggaaaagct

tagctctcca

agctt at gaa

t ggat ct acg

aaat gaagt g

t aaagt aacg

cgat aat at a

cttagat aaa

aatttctaat

gggcgaact t

t ggcacactt

cat cggcgaa

aaat ggt aca

agcggaaat c

caat cct gat

ttcagcaacc

tt agat aaat

ct aaaagt ag

acctcattag

Caaaccacga

gt aagcct ga

ttagcaacaa

ggcgaaaaaa

at caat cagg

at t gat ggag

tattatcctt

gaagatattg

gagat ggctt

gcagacggt g

aaat t gacaa

ggat caact g

agctatgatc

gaagat cctg

tttaaaat ga

tt gacgat ca

cgtgtcagtg

t at gcggcac

ttcatttttg

gaagat agct

ctaattaatc

gtctatccta

acagcattac

gcacattctc

aaagaaaaac

aaccaaggtt

aaacgagcat

accagaat at

at aaaaaaga

gt gaat t gaa

t caact ggca

CCacacaaga

caggcaaact

cagccaat at

cgatttcaca

caacgccaga

t gggt gaagc

at aagaat cc

tt gat aagga

t agagaaaaa

t cgat gcgaa

ttgcgacaac

caaacaaaat

aacagccatt

tt acagcagc

acgggctt aa

at gt at caca

aagaaacgt t

gt gaagacct

ttaact caga

ct at ccagca

aattgattgc

aaacgat cgt

tttctgcttt

aggat gt aaa

at at gat ggt

cggaact att

at acggt gct

cgattctact

agatctttct

acccaacttg

agcagcaaga

aaaacaatta

caaagcgat t

aagct gggt a

acttccagct

agct gct cag

agaat t aagc

tcttcgtggg

agttctgatc

ggcacaaaaa

gCcCaaaaacc

gacaaacggg

cat cagccga

aat cggtctc

at ggcaaaaa

agt agactta

gaaaat gggt

tgatttgcca

tatcttgcta

agcagcaat g

agat aaagag

gccagatctg

agggat t ccg

ggggaaagag

cagcatgttg

gcaat acctc



3121 atcaat aaaa
at aaggact g

3181 atgagttgtg
agattttttg

3241 ttatcttaca
tct caaat ga

3301 tttaaatccg
cttctatttt

3361 tccattggaa
t cagaaggtt

3421 ttgaagcttt
at aaggagaa

3481 aaat aagtca
agggat acgc

3541 ctcctttagg
cagt aagaaa

3601 tgggtatttt
tgatgtttgce

3661 acgatttttt
ttttctgtcc

3721 ggctttacga
gattcatgtg

3781 tttgacaata
gtttggtgag

3841 ct ggaagt ag
gatt ggt aca

3901 acctaagaaa
ctattaattt

3961 tcctgtttcg
cat gcgaacg

4021 aaattcgtca
gt aaat agct

4081 tttaaactct
ttttcgcaat

4141 aaaagat aaa
catgatttgc

4201 gattgaat gt
gacagttttt

4261 acaggt at ag
attgttcaaa

4321 acggacaatc
ttccatctac

4381 cacagt agaa
cat cgacgac

4441 caacgtcttt
aatctttctc

4501 tgttattctc
tctcagttgt

4561 ttattttgtg
ct aaaat gaa

4621 aatggggctg
ccagt aaaag

4681 gact gt ggcg
atgtctcttt

4741 cacaacttct
I

aaattgcttt

caaaat caaa

ttgattaatt

t aggat act c

t aaggat aga

t cccgaaagc

gggt cttt gt

ggcggagaaa

ggt gct cgga

agcaaaaagc

agttcattca

t gaaaccgat

gcggegttca

tagcttgtta

ccat ccgegce

accat caat a

ttcaat gt ac

gatacttttt

ctgggttgga

cgttgetttt

gtttcectttt

ccacaacttc

ttcttctgaa

agcatttttt

gt gat t t aat

aagaat caat

ttatcgtcac

ttttgattta

ttaagtacca

t ct gagt cag

gatt gat caa

gtttcattgt

tcattgegtt

tgtcatctaa

ct cgaaaggc

act caagcaa

aacttttcca

gccagttctt

tttcacggat

caat cacgac

tgtctgtcac

at cgaggt aa

aaat aaagct

ctct ggggag

gaat aacggt

cagt cagt aa

caaaat aact

ttaggcgcat

ttccattttt

t acaagcacg

gggtctcgt a

t gat agaat ¢

cat act agag

tctgattcat

agtccttttt

ctcacacttc

gt aaaaggag

aat gaaccac

aaagattcta

ctttatgtgg

ggt gat gcct

cgtttcggga

tt caact aat

tcgat caatc

tgttttgtat

tttcagtttt

acgcaactca

tttcgcattt

caagaattct

tttacgcgta

catcttatct

gatcttctta

ggt caaagat

agaagcaat t

ttgagccgtc

aaccaaaggc

cactataatt

aggagt aggc

agagacct ct

attcat at ag

aacgat at gt

cagtcccata

t caaat aaac

ataaactttt

ctctttgtca

attctggctc

attct cat gt

gtattcttcg

tcttcatagg

agttctgcca

t cat gaaaaa

atcattgctt

t cat aat ggt

tctgcct gge

tt gaacgctt

ggcagaacac

acttcttctg

ggcaaaacat

t ct at ggaag

gattgctttg

acct gacagc

ttatatctaa

caat gggt gc

at at gat t gt

gctttccegt

gagagaacag

gt aat cat ca

cgtatcgtcc

tttttaatac

aatt at agag

ggttttcacg

tttgtaaaat attt
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Enterococcus faecium strain TCGESN71 1 cell cycle
protein FtsW (fstW), PBP 5 synthesis repressor (psr),
and penicillin-binding protein Pbp5 (pbp5) genes,
complete cds

GenBank: JN208885.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS JN208885 5021 bp DNA l'i near BCT 03-
OCT- 2011
DEFI NI TION  Enterococcus faecium strain TCGESN71_1 cell cycle protein FtsW
(fstW, PBP 5 synthesis repressor (psr), and penicillin-
bi ndi ng
protein Pbp5 (pbp5) genes, conplete cds.
ACCESSI ON  JN208885

VERSI| ON JN208885.1 (d:347952175
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faecium

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5021)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E, Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 5021)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,
Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..5021
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/strai n="TCGESN71_1"
/ db_xref ="t axon: 1352"
/ country="Portugal "
/note="wild strain (SN71) was isolated from pi ggery
wast e
| agoon and bel onged to ST393/ CCl7
transconj ugant”
gene 565..1728
/ gene="fstW
CDs 565..1728



NTKSL

/ gene="fstW

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product="cell cycle protein FtsW
/protein_id="AEP33229. 1"

/db_xref="d:347952176"

/transl ati on=" MKKRKKI DWN LGPYLTLSM GLLEVYSASSYRLLQADE

LLRQLI FI FLSWSVI FLARSVKLHYLLHPKI AGYGLALSI FFLVLVRI G FGVTVNGA

QRW SLFG QFQPSELANLFLI FYLSWFFRDGNSSPKDLKKPFLI TVGA TFLI LFQPK

| AGALM LSI AWI FWAAAVPFKKG YLI VTFSALLI GAAGGVL YL GNKGAL PQVFNH

AYERI ATLRDSFI DSHGAGYQMITHSFYALYNGG FGRGLGNSI TKKGYLPETETDFI F

S| | TEELGLI GALCVLFLLFSLCVRI FCLSSRCKNQQAGLFLLGFGTLLFVQTT M\VG

S| AGLMPMIGVPLPFVSYGGTSYLI LSLG G TLNI SSKI QAEEL PLYRPEKQ'

KKVEP

1820. . 2575

/ gene="psr"

1820. . 2575

/ gene="psr"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product="PBP 5 synthesis repressor"”

/ protein_id="AEP33230. 1"

/db_xref="Q :347952177"

/transl ation="MVSXI | LSI LLLLTLWGYFSI EFl HGFSSAKQSSTV

KSVPTTLNVAL| GSDARSKDENGRSDSL L VAQYNQKTQQAKLI SI MRDSYVDI PGYGM

NKI NAAYSYGGVDL LNQTLKENFKFEAPYYASI TFQDFI DCVNEL FPGGVKI DAEKSL

DLDGVY! NKGEQVVDGNTL L QYARFREDKEGDFGRI RRQQQVI KAl SQQLKDVTSI FK

QAVEA

LPKAVCKLLGSI QTNLPESVLLDCGVDFLKDI C'
2633..4672

/ gene="phbp5"

2633..4672

/ gene="pbp5"

/note="involved in anpicillin resistance"
/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="penicillin-binding protein Pbp5"
/ protein_id="AEP33231. 1"
/db_xref="G:347952178"

/transl at i on=" MKRSDKHCKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMI SKKAANKSAL SEKEI LDKYOQNI YGAADVKGLQ S

NLKVDKKDDSTYSFSYKAKMNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQT T1 NWQPNL VFPEMVEG

NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQLGVWPSKLGDGGEKTANI KAl ASSFD

LTEDAI NQAI SQGSW/QPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDGRYYPLGEAAAQLI G

YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDL RGT TGGKL SI TDAVGVEKKVLI E



HEVONGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN

G SQEDYKAYEENPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK

WOKDSSWESYKVTRVSSDVSQVDLKTALIT YSDNI YAAQETL KMGEKKFRTGLDKFI FG

EDLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPI QQAAMYSVFANNGTLVY

PKLI ADKETKDKKNVI GETAVQT| VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI

KEKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRASEL L QYL NQNYQ'

ORIG N
1 tagctagaag
gacaggat gg
61 atcgatccat
tgctgcgata
121 ggtccaaacc
catgttaaaa
181 atcagatata
aacagt gaat
241 gattttctgc
gaggctccta
301 tacaaacata
acagaaact g
361 tcggattaag
agt gct aaaa
421 ctcggacgat
tgaccttttc
481 tttatatttt
t gacaagt gg
541 attgctgtgt
gtggattttg
601 ggtccttatt
cagttcttat
661 cgtttattgc
aattttcata
721 tttttgagtt
tttacttcac
781 cct aaaat ag
agt aagaat a
841 gggatattcg
tggcattcaa
901 ttccagcctt
gttttttcot
961 gacggaaata
aggt at aact
1021 tttctgattt
gattgcgt gg
1081 gtcatatttt
cgttactttt
1141 tctgcattgc
aggttggcett
1201 ccacagat gt
ttttatcgat
1261 agtcatggtg
t ggt ggcat a
1321 tttgggcggg
gacagaaaca
1381 gactttattt
gtgtgtgett
1441 ttcttattgt

t acagaaaat

gaaaat t gaa

t gcat gat cg

aaccat cgac

aagggcacgt

ggct gttgec

gctttttcca

gagat gat gc

t gt gact gac

gaggaggaga

tgactttgtc

aagccgat ga

ggagcgt gat

caggat acgg

gt gt cact gt

ct gaact ggc

gt agcccaaa

tatttcagcc

gggcagcgge

t gat t ggagc

tt aat cat gc

cgggct at ca

gat t aggaaa

tttcgattat

tctcattatg

at cagctcca

tgccgt acge

cacgtccctg

agat t caaaa

aaat agaat a

cagaaacgt c

at agct aaga

t aggt cagaa

ttatttgatg

t gcggt gaaa

cat gat cggt

aaat acaaaa

cttcttagcet

tttagcctta

caacggcgca

aaatcttttt

agat ct aaaa

aaagat t gct

ggttccattt

agcaggcggg

tt at gaaagg

aat gacccat

tagt at caca

t acagaagag

cat gagaat ¢

tgttacagtg

agtgcggecg

aat aaat aag

gaaat gaaaa

t agt aat aac

gaaagt cgcc

atgttttctt

ttcttgttcg

agacaaact c

aaaagaaaaa

cttttagaag

agtctattat

cgttcagtca

tcgattttct

caacgtt gga

ttgatatttt

aaaccattcc

ggagcatt ga

aaaaaaggga

gtattatatt

at cgcgact t

tcgttttatg

aaaaaagggt

cttgggct aa

ttttgtttaa

gacgagcat a

gcaat gaat t

gagcacaagt

aagaat at ga

cttgttaggt

aat gggt aaa

tacgttgtat

aaaaggtttc

gctcctcacc

agatcgattg

t at acagt gc

t gcgt caact

aact acact a

ttttagtatt

tctctetgtt

atttaagctg

t gat t acagt

tgatcctttc

tctatctaat

t aggaaat aa

t aagagattc

cact at at aa

atcttccaga

tcggt gcatt

gcagtcgct g



t aaaaat cag

1501 caagct ggat
gat aat gaac

1561 gt gggaagta
tgttagctac

1621 ggaggaacaa
tatttcttca

1681 aagat acagg
agaaact gag

1741 aaactctcag
agaggttctt

1801 ttagaaagag
ttttgttact

1861 gcttacatta
cgt ct gcaaa

1921 acagagttca
t aaat gt ggc

1981 tttgattggt
cacttctggt

2041 tgcacaat ac
gagattcata

2101 tgtcgatatt
at gggggagt

2161 tgatttatta
attatgcaag

2221 tatcacattt
gagt caagat

2281 cgatgcagaa
agcaagt gat

2341 ggat ggt aat
gagacttcgg

2401 gaggat caga
aagacgt aac

2461 ttcaatattc
aaacgaacct

2521 tccagaaagt
gttagaat aa

2581 acaggt at aa
aaat gaaaag

2641 aagt gacaag
t gat ctt aat

2701 agcagctgcg
aagcagt aga

2761 agctggagaa
att at aacaa

2821 agctgcagaa
aaaaagagat

2881 cttagat aaa
agat at cgaa

2941 tctaaaagta
caaagat gaa

3001 tacctcatta
gaaat gat gg

3061 tcaaaccacg
gaaat gacaa

3121 agtaagcctg
at ggt gaacc

3181 attagcaaca
tt ggagat gg

3241 aggcgaaaaa
cagaagat gc

tgtttetttt

t cgcggggct

gttat ct gat

ccgaagagt t

tttgaattat

gaat t cgcaa

gt agt t ggct

act gt gaaaa

t cagat gctc

aaccagaaaa

ccaggttacg

aat caaacat

caagatttta

aaat ctct ag

actttactcc

aggcagcagc

aagct accca

gtgcttctgg

at agt gaaat

cacggcaaaa

ggt ggcggt t

aagacagttg

at gacat caa

t accagaat a

gat aaaaaag

ggt gaatt ga

at caact ggc

accacacaag

acaggcaaac

acagccaat a

aggatt cgga

gat gccaat g

cctttcttta

gccgcet ct at

cat aaagt ac

t gaaagt at ¢

atttttcgat

aggt agagcc

gtt cgaaaga

cacaacaagc

gaat gaat aa

t aaaggaaaa

tcgattgcgt

at tt agat gg

agt at gct cg

aagt gat caa

aagcggttgg

att gt ggt at

aaaggaat ga

at cgaacagg

atttttacta

agcaattt gt

aaaaggcggc

t at acggt gc

acgattctac

aagatctttc

aacccaactt

aagcagcaag

t aaaacaatt

t caaagcgat

actttgctat

act ggt gt gc

ggaat cggaa

cgacct gaaa

aatcttttat

t caaaaaatc

tgagtttatc

gaaaagt gt c

cgaaaacggt

aaaactgatc

gat aaat gca

tttcaaattt

t aat gaactg

cgtatatata

atttcgggaa

agct at ct ct

gaaattactt

ggatttcctc

caagcaagag

cgcttatatt

ccagcact at

ccaagctttg

aaat aaaagt

tgctgatgtc

ttacagtttt

tt at aaagga

gotttttcca

aggcaat att

aggagt cgt t

tgcttcctcc

tcgttcagac

cattgccatt

tcacgttgaa

aacaat aaag

ttttcaagcg

atattatcta

catggatttt

cctaccacac

cgct cggat t

tct at cat ga

gcttactctt

gaagct ccct

tttcctggtg

aacaaaggag

gacaaagaag

cagcagct ga

ggt agt at cc

aaagacat at

aaggaggaaa

gccggcgcag

Caagaaaccc

aacaagggag

gcattatctg

aaaggacttc

t cat at aaag

acat t agaca

gaaat ggaag

at agat cgaa

ccaagt aaac

ttcgacttaa



3301 tatcaatcag
cat t gaaaat

3361 cattgatgga
t agacggcag

3421 atattatcct
at at cacagc

3481 agaagat att
gctcaggttt

3541 ggagat ggct
gcattacaga

3601 tgcagtcggt
gcaaagat at

3661 caaattgaca
gaggaaaagc

3721 tggat caact
ctagctctcc

3781 aagct at gat
aagcttatga

3841 agaaaat cct
ctggatctac

3901 gtttaaaatg
caaat gaagt

3961 gttgacgatc
at aaagt aac

4021 gcgt gt cagt
attccgat aa

4081 tatatatgcg
caggcttaga

4141 taaattcatt
cacaaatttc

4201 t aat gaagat
gacagggcga

4261 acttctaatt
acaat ggcac

4321 acttgtctat
at gt cat cgg

4381 cgaaacagca
at gt aaat gg

4441 tacagcacat
gt acagcgga

4501 aat caaagaa
ctttcaatcc

4561 tgat aaccaa
atgattcagc

4621 aaccaaacga
aaaaaattgc

4681 tttttaagta
caaat aaacg

4741 gttttcacga
taaacttttt

4801 ttgtaaaatt
cagtcctttt

4861 ttcaaataaa
act cacactt

4921 cataaacttt
cttaat aaaa

4981 tcacgat aac
I

gcgatttcac

gcaacgccag

ttgggt gaag

gat aagaat c

tttgat aagg

gt agagaaaa

at cgat gcga

gttgcgacaa

CCaaacCaaaa

gaacagccat

attacagcag

aacgggctta

agt gat gt at

gcacaagaaa

tttggt gaag

agct ttaact

aatcctatcc

cctaaattga

gt acaaacga

tctctttctg

aaacaggat g

ggttatatga

gcat cggaac

cagt aaaagg

tgtctctttc

gctttttaag

cggttttcac

ttttgtaaaa

t aaaggt gaa

aaagct gggt

aacttccagc

cagct gct ca

cagaat t aag

atcttcgtgg

aagttct gat

aggcacaaaa

cgCccCaaaaac

t gacaaacgg

t cat cagccg

caat cggt ct

aat ggcaaaa

cacaagt aga

cgtt gaaaat

accttgattt

cagat at ct t

agcaagcagc

tt gcagat aa

tcgt gccaga

ctttagggat

t aaaggggaa

t ggt cagcat

tattgcaata

act gt ggcgt

acaacttctt

t acagt aaaa

gatgtctctt

tatttgagaa

tagtactgtg

acaacccgat

t ggagct acc

gct gat t ggt

cagt aat gga

gacaacaggt

cgaacat gaa

aacagctttt

cggtgatctt

gat ct cacaa

atttgcgaca

cgacaacggc

agacagt t ct

ctt aaaaact

gggt gagaaa

gccaat t agt

gct agct gat

aatgtattct

agagacaaaa

t ct gagagaa

tccgttggea

agagaacagt

gt t ggaaaat

cctcaaccaa

tatcgtcaca

tttgatttac

ggact gt ggc

t cacaacttc

caagt ggaga

gttcgat caa

tactttgtcc

at t caagaag

tacgt gggag

aaaat cggt c

gggaaatt aa

gttcaaaatg

gacagt ct ag

cttgcgettg

gaagat t aca

ggttatgctc

actatcgatc

tggggat ct t

gctttgat ct

aaatttcgta

at gaat ccag

actggatatg

gtttttgcca

gat aagaaga

gt t gt gcaag

gcgaaaact g

ttcttgtttg

aaagaagat g

aatt at caat

gtcetttttt

tcacacttca

gttatcgtca

tttttogattt

aat aagt gt a
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Enterococcus faecium strain 529940 histidinol
phosphate phosphatase-like gene, partial sequence; and
penicillin-binding protein Pbp5 (pbp5) gene, complete
cds

GenBank: JN208883.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS JN208883 2727 bp DNA l'i near BCT 03-

OCT- 2011

DEFI NI TI ON  Ent erococcus faecium strain 529940 hi stidi nol phosphate
phosphat ase-1i ke gene, partial sequence; and penicillin-

bi ndi ng

protein Pbp5 (pbp5) gene, conplete cds.
ACCESSI ON JN208883

VERSI ON JN208883.1 {:347952168
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faeci um

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2727)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E, Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 2727)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,
Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2727
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ strai n="529940"
/i sol ati on_source="cat heter"
/ host =" Hono sapi ens”
/ db_xref ="t axon: 1352"
/ country="Portugal "
/col | ecti on_dat e="2000"
/note="resistant to anpicillin and gl ycopepti des;
M.ST
ST16/ CC17"
misc feature  conpl enent (<1..355)



/note="simlar to histidinol phosphate phosphatase;

menber
of the HisJ protein famly"
gene 559.. 2595
/ gene="phbp5"
CDS 559.. 2595
/ gene="pbp5"
/note="involved in anpicillin resistance"
/codon_start=1
/transl _table=11
/ product ="peni cillin-binding protein Pbp5"
/protein_id="AEP33224. 1"
/db_xref="Q:347952169"
/transl ati on=" MKRSDKHGKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET
QAVEA

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMI SKKAANKSAL SEKEI LDKYOQNI YGAADVKGLQ S

NLKVDKKDDSTYSFSYKAKMNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQT T1 NWQPNL VFPEMVEG

NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQL GVWPSKLGDGGEKTANI KAl ASSFD

LTEDAI NHAI SQSW/QPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDRRYYPLGEASAQLI G

YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDLRGTTGCGKL S| TDADGVEKKVLI E

HEVONGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN

G SQEDYKAYEENPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK

WOKDSSWESYQVTRVSDVSQVDLKTALI YSDNI YAAQETLKMGEKKLRTGLDKFI FGE

DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPI QQAAMYSVFANNGTLVYP

KLI ADKETKDKKNVI GETALQTI VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI K

EKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRASEL L QYL NONYQ'
ORIG N
1 aaccat agtc aaaat gagca aagacatctg cttctataac aactagtgct

tct gaaagtt

61 gtgcaaaata ctgaggaatc acaatagcag gatccatatc tttgacttcg
t cat ct aaat

121 aatcaaattg accattatga tgcacactga gtaattttaa atcgtaatct
ttatcggcta

181 aatagtcgat gatccgatcc ttttcagaag cgatgtaacc gatttcgatg
ccttttaaaa

241 cacgattgcc aaaacgctta tttaagctat cgattgtttg actgtacatt
t cat aat cgg

301 ggatatcatc gactttagta acaggattgg ctaagtcaaa atgttcagtt
gt cacgacgt

361 aaccatcgta gtttgttaaa tagtcctcat ttcttgggag ttttgagact
act at at gcg

421 tttttttgtt gatttaccaa catgtttaga cattttcctc taggaaaaaa
ttaact agca

481 ccacgggttt tattatgtta gaataaacag gtataaatag tgaaataaag
gaat gacaag

541 caagagaagg aggaaaaaat gaaaagaagt gacaagcacg gcaaaaatcg
aacaggcgct

601 tatattgccg gcgcagtgat cttaatagca gctgcgggtg gecggttattt
ttactaccag

661 cactat caag aaacccaagc agtagaagct ggagaaaaga cagttgagca



atttgtccaa

721 gctttgaaca
ggcggcaaat

781 aaaagt gcat
cggt gct gect

841 gat gt caaag
ttctacttac

901 agtttttcat
tctttcttat

961 aaaggaacat
caacttggtt

1021 tttccagaaa
agcaagaggg

1081 aatattatag
acaatt agga

1141 gtcgttccaa
agcgatt gct

1201 tcctccttcg
ct gggt acaa

1261 cccgattact
tccagct gga

1321 gctaccattc
tgctcagctg

1381 attggttacg
att aagcagt

1441 aat ggaaaaa
tcgt gggaca

1501 acaggt ggga
tctgat cgaa

1561 cat gaagttc
acaaaaaaca

1621 gcttttgaca
aaaaaccggt

1681 gatcttcttg
aaacgggat c

1741 tcacaagaag
cagccgattt

1801 gcgacaggtt
cggt ct cgac

1861 aacggcacta
gcaaaaagac

1921 agttcttggg
agactt aaaa

1981 actgctttga
aat gggt gag

2041 aaaaaattgc
tttgccaatt

2101 agtatgaatc
cttgctagcet

2161 gat act ggat
agcaat gt at

2221 tctgtttttg
t aaagagaca

2281 aaagat aaga
agat ct gaga

2341 gaagttgtgc
gattccgttg

2401 gcagcgaaaa
gaaagagaac

2461 agtttcttgt
catgttggaa

agggagatta

t at ct gaaaa

gact t cagat

at aaagcaaa

t agacagaaa

t ggaaggaaa

at cgaaat gg

gt aaact t gg

acttaacaga

ttgtcccatt

aagaagt aga

t gggagat at

tcggtcgetc

aat t aagcat

aaaat ggcaa

gt ct aggagg

cgcttgctag

at t acaaagc

at gct cct gg

t cgat ccaaa

gatcttatca

tctattccga

gt acaggct t

cagcacaaat

at ggacaggg

ccaacaat gg

agaat gt cat

aagat gt aaa

ct ggt acagc

ttgctttcaa

t aacaaagct

agagatctta

atcgaatcta

gat gaat acc

t gat ggt caa

t gacaaagt a

tgaaccatta

agat ggaggc

agatgctatc

gaaaat catt

ccgcagat at

cacagcagaa

aggt ttggag

tacagat gca

agat at caaa

aaaagct gga

ctctccaagc

tt at gaagaa

atctacgttt

tgaagtgttg

agt aacgcgt

t aat at at at

agat aaattc

ttctaat gaa

cgaacttcta

cacacttgtc

cggcgaaaca

t ggt acagca

ggaaat caaa

tcct gat aac

gcagaaat ga

gat aaat acc

aaagt agat a

tcattaggtg

accacgat ca

agcct gacca

gcaacaacgg

gaaaaaacag

aat cacgcga

gat ggagcaa

tatcctttgg

gatattgata

atggcttttg

gacggt gt ag

ttgacaat cg

tcaactgttg

t at gat ccaa

aat cct gaac

aaaatgatta

acgat caacg

gt cagtgat g

gcggcacaag

atttttggtg

gatagcttta

attaatccta

t at cct aaat

gcattacaaa

cattctcttt

gaaaaacagg

caaggttata

cat caaaaaa

agaat at at a

aaaaagacga

aat t gaaaga

act ggcaacc

cacaagaagc

gcaaact aaa

ccaat at caa

tttcacaaag

cgccagaact

gt gaagcat c

agaat ccaga

at aaggat ct

agaaaaaagt

at gcgaaggc

cgacaacgcc

acaaaat gac

agccatt cat

cagcagcaat

ggct t aaat g

t at cacaagt

aaacgtt gaa

aagaccttga

act cagat at

t ccagcaage

t gatt gcaga

cgat cgt gcc

ctgctttagg

at gt aaaggg

t gat ggt cag



2521 aataaagaag atgatgattc agcaaccaaa cgagcatcgg aactattgca
at acct caac

2581 caaaattatc aataaaaaat tgctttttaa gtacagtaaa aggactgtgg
cgttatcgtc

2641 acagtccttt tttcaaataa acggttttca cgatgtctct ttcacaactt
ctttttoatt

2701 tactcacact tcataaactt tttttgt
11
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Enterococcus faecium strain TCGE70411_2 PBP5
synthesis repressor-like (psr) gene, partial sequence;
and ISEfm1 transposase, acetyltransferase, histidinol
phosphate phosphatase, and penicillin-binding protein
Pbp5 (pbp5) genes, complete cds

GenBank: JN208888.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS JN208888 5002 bp DNA i near BCT 03-
OCT- 2011
DEFI NI TION  Enterococcus faecium strain TCGE70411_2 PBP5 synthesis
repressor-like (psr) gene, partial sequence; and | SEf nl
transposase, acetyltransferase, histidinol phosphate
phosphat ase,
and penicillin-binding protein Pbp5 (pbp5) genes, conplete

cds.

ACCESSI ON JN208888

VERSI ON JN208888.1 :347952186
KEYWORDS

SOURCE Ent erococcus faeci um

ORGANI SM  Ent erococcus faeci um
Bacteria; Firmcutes; Lactobacillales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5002)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anong CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 5002)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submi tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Anibal Cunha, 164, Porto 4050-047,

Por t ugal
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..5002
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ strai n="TCCGE70411_2"
/ db_xref ="t axon: 1352"
/ count ry="Por tugal "
/note="wild strain (70411) was a clinical isolate
(urine)

collected in 1997 and bel onged to the CC17 cl uster
transconj ugant”



RNTDQ

<1..140

/ gene="psr"

<1..140

/ gene="psr"

/note="simlar to PBP5 synthesis repressor”
449. . 1357

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="1 SEf L transposase”
/protein_id="AEP33237. 1"
/db_xref="d:347952187"

/transl ati on="MRSSKYTEHYTDTFI TFKEI MRTVSNI YHNCVPDKI KNR

LKQRDTVI | ACVI W3 | NGYTSQRATYRAVCSVLFPNGDFPSRSRFTRLSSNLAYTI K

I I RYFFI KKLTKGELVG | DSFPSPLCKPVRNRQAKLLNQ AKVGYNSTKKSYFYGLK

| HM VTKTGFPI TYSI TNPGVHDVKVLETLSEEANLPNI LGDKGY! SHKI HEKLALKG

I TI SVPPRKNVDKSEKL DHSL L GKQRKTVETVFSSL EKL GCONFNSRSVKGLESRFES

QGYLQ

| LLAYSVLL SRAQRRFEGTLRYSLGY"

1413..1910

/ not e="nenber of the Grat famly"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="acetyl transf erase"

/ protein_id="AEP33238. 1"

/db_xref="G:347952188"

/transl ati on=" MNNQ TLAYLDYDDL DAL QVWWSVWWSFYESFI DGADPLDM

TQLTTEI LAVELAQSTSKFI G KDHQ LI GYMKVNDEKDAI El QRLYLLKDYONKGLG

QRLLDEANRYAKTKQKRYLRLTVYEKNHAG RFYERHGFKKI G KHFPLGKQDRI CPI

LKA E

LEKEI "

conpl enent (1893. . 2630)

/ not e="nenber of the HsJ famly"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product =" hi sti di nol phosphate phosphat ase”
/protein_id="AEP33239. 1"

/db_xref="d:347952189"

/transl ati on=" MI'TEHFDLANPVTKVDDI PDYEMYSQT| DSLNKRFGNRV

I GYI ASEKDRI | DYLADKDYDL KL L SVHHNGOQFDYLHDEVKDVDPAI VI PQYFAQLSE

ALWI EADVFAHFDYGFRVFGLSVAEFKQYEAQFLPI LDQVI KNKLAFELNAKSAYLY

DNLALYEYVI DLYLSRGGTLFSVGSDGHYL EHFRFHFDDL FALLKAKGVTELAI YQKG

KRl MVPLPVQKNVLSI KSEDVFLDFFF"

2834..4870

/ gene="pbp5"

2834. . 4870

/ gene="pbp5"

/note="involved in anpicillin resistance"
/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="peni cillin-binding protein Pbp5"
/ protein_id="AEP33240. 1"



/db_xref="G : 347952190"
/transl ati on="MKRSDKHGKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET
QAVEA

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMI SKKAANKSAL SEKEI LDKYQNI YGAADVKGLQ S
NLKVDKKDDSTYSFSYKAKMNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQT T1 NWQPNL VFPEMVEG
NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQLGVWPSKLGDGGEKTANI KAl ASSFD
LTEDAI NQAI SQGSW/QPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDGRYYPLGEAAAQLI G
YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDL RGT TGGKL SI TDADGVEKKVLI E
HEVONGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN
G SQEDYKAYEENPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK
WKDSSWESYQVTRVSDVSQVDLKTALT YSDNI YTAQETLKMGEKKFRTGLDKFI FGE
DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPI QQAAMYSVFANNGTLVYP
KLI ADKETKDKKNVI GETALQTI VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI K

EKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRASEL L QYL NONYQ'
ORIG N
1 caaagctatc tctcagcagc tgaaagacgt aacttcaata ttcaagctac
ccaaagcggt
61 tgggaaatta cttggtagta tccaaacgaa ccttccagaa agtgtgcttc
tggattgtgg
121 tatggatttc ctcaaagaca ataataaaaa gatcgataca ttatccgtac
cagt agacgg
181 cagttgggac ttcaacgaca atacgccttc cggaagtgtt ttggaattag
atttgaccaa
241 aaaccaagaa gcaatcaaaa aatttctgaa taattaagta aagaaaataa
aagaagttag
301 aaataacaat ctatgttatg ttctgacttc ttttattacc cgtggtgcta
gttaattttt
361 tcctagagga aaatgtctaa acatgttggt aaat caacaa aaaaacgcat
at agt agt ct
421 caaaactccc aagaaatgag gactacatat gcgttcatca aaatatactg
aacattatac
481 agatactttt ataacattca aggaaattat gagaactgtt tctaacatat
accacaattg
541 tgtaccagat aagattaaaa accgaagaaa tactgatcaa ctgaagcaac
gcgat acagt
601 gattattgct tgtgttatat ggggcataat taatggctat actagccaaa
gagccacgt a
661 tagagcggtt tgttccgtct tatttcctaa tggtgacttt cctagtagga
gtcgattcac
721 tcgcttaagt tcaaacttag cttacactat caagattatt cgatactttt
t cat caagaa
781 gctcaccaaa ggtgaactag tcggaattat agatagtttt cctagtccat
t at gt aaacc
841 agttagaaat agacaagcaa aactattgaa tcaaatagcc aaagttggct
at aact caac
901 aaaaaaatct tatttttatg gtcttaaaat tcatatgatc gttactaaga
ctggctttcc
961 gattacttac tcaatcacga atccaggtgt ccatgacgtg aaagtgttag
agactttatc
1021 ggaagaagcg aatcttccca atatcctagg ggacaaagga tatattagcc



at aaaat cca

1081 t gaaaagctt
acat ggat aa

1141 at cagaaaaa
agactgtttt

1201 ttcttcctta
aagggct aga

1261 gagtagattt
cacaacgacg

1321 ttttgaagga
cacgggt gat

1381 ttatagtata
ctagcgtatt

1441 tagattatga
t at gaat cgt

1501 ttatcgatgg
ttgacaactg

1561 aaat attggc
aaggat catc

1621 aaat actcat
att caacggc

1681 tctatctgct
gat gaagcga

1741 atcgttatgc
gaaaaaaat c

1801 at gcaggt at
aaacattttc

1861 ctttaggaaa
aaaaacgt cc

1921 tcacttttga
tcgectttcct

1981 ttttgataaa
aagat cat cg

2041 aaat ggaaac
caaggt acca

2101 ccacgtgaaa
at acaagt aa

2161 gcgctcttag
t agaat cggt

2221 aaaaactgcg
ccgaaaacca

2281 tagtcaaaat
aagttgtgca

2341 aaat act gag
t aaat aat ca

2401 aattgaccat
ggct aaat ag

2461 tcgatgatcc
t aaaacacga

2521 ttgccaaaac
at cggggat a

2581 tcatcgactt
gacgt aacca

2641 tcgtagtttg
atgcgttttt

2701 ttgttgattt
tagcaccacg

2761 ggttttatta
acaagcaaga

2821 gaaggaggaa
gcgcttat at

gccct t aagg

ctagaccaca

gaaaaat t ag

gaaagcat at

acttt gagat

ct at gt caaa

t gat ct agat

cgcagat cca

agt agaattg

tggttatatg

caaagatt at

t aaaacgaaa

tcgtttttat

acaagat cgt

t gct gaggac

tcgctaattc

ggaaatgttc

gat at aaat c

catttaattc

cttcatattg

gagcaaagac

gaat cacaat

t at gat gcac

gatccttttc

gcttatttaa

t agt aacagg

ttaaat agtc

accaacat gt

t gttagaat a

aaaat gaaaa

gcatt act at

gcttacttgg

gtt gt caaaa

tactggctta

attctttagg

aggaggagt t

gctttacaag

cttgatatgc

gcacagt caa

aaagt caat g

CaaaacCaaag

caaaaacgtt

gaacgtcatg

atttgtccga

gtttttttgg

cgtcacacct

aaggt aat gc

gat gacat at

gaat gccaat

tttaaattca

atctgcttct

agcaggat cc

act gagt aat

agaagcgat g

gct at cgat t

at t ggct aag

ctcatttctt

ttagacattt

aacaggt at a

gaagt gacaa

atccgttccg

aaaaCaaaga

tttcaactca

cagtgttcta

at at t aaaat

agat gaacaa

tt gt aagt gt

aaggatattt

ccagt aaat t

at gaaaaaga

ggt t agggca

atttacgttt

gatttaaaaa

ttttagaaaa

act ggt aat g

tttgctttta

ccatctgatc

t cat at aacg

ttatttttaa

gcaacggat a

at aacaact a

atatctttga

tttaaat cgt

taaccgattt

gtttgact gt

t caaaatgtt

gggagttttg

tcctct agga

aat agt gaaa

gcacggcaaa

ccacgt aaaa

aaaacagttg

cgttctgtta

tt aagt cgag

t aact agcac

t caaat caca

tgtcagtttt

acagacacaa

tattggtatt

t gct at agag

acggttactc

gactgtttat

aat cgggat c

agaaat ct aa

gaaccat aat

acagagcaaa

caacact aaa

ctaaattgtc

ttacttgatc

gaccaaat ac

gtgcttctga

cttcgtcatg

aatctttatc

cgat gccttt

acatttcata

cagttgtcac

agact act at

aaaaatt aac

t aaaggaat g

aat cgaacag



2881 tgccggcgca
accagcacta

2941 tcaagaaacc
tccaagcttt

3001 gaacaaggga
caaat aaaag

3061 tgcattatct
ctgct gat gt

3121 caaaggactt
cttacagttt

3181 ttcatat aaa
cttataaagg

3241 aacattagac
tggtttttcc

3301 agaaat ggaa
gagggaat at

3361 tatagatcga
t aggagt cgt

3421 tccaagtaaa
ttgcttcctc

3481 cttcgactta
tacaacccga

3541 ttactttgtc
ct ggagct ac

3601 cattcaagaa
agctgattgg

3661 ttacgtggga
gcagt aat gg

3721 aaaaat cggt
ggacaacagg

3781 tgggaaatta
t cgaacat ga

3841 agttcaaaat
aaacagcttt

3901 tgacagtcta
ccggt gat ct

3961 tcttgcgcett
ggat ct caca

4021 agaagattac
gatttgcgac

4081 aggttatgct
t cgacaacgg

4141 cact at cgat
aagacagttc

4201 ttggggatct
t aaaaact gc

4261 tttgatctat
gt gagaaaaa

4321 atttcgtaca
caat t agt at

4381 gaat ccagca
tagct gat ac

4441 tggat at gga
tgtattctgt

4501 ttttgccaac
agacaaaaga

4561 t aagaagaat
t gagagaagt

4621 tgtgcaagat
cgttggcagc

4681 gaaaact ggt

gtgatcttaa

caagcagt ag

gattataaca

gaaaaagaga

cagat at cga

gcaaagat ga

agaaat gat g

ggaaat gaca

aat ggt gaac

cttggagatg

acagaagat g

ccatt gaaaa

gt agacggca

gat at cacag

cgct caggt t

agcatt acag

ggcaaagat a

ggaggaaaag

gctagctctc

aaagcttatg

cctggatcta

ccaaat gaag

t at caagt aa

t ccgat aat a

ggctt agat a

caaatttcta

cagggcgaac

aat ggcacac

gt cat cggcg

gt aaat ggt a

acagcggaaa

t agcagct gc

aagct ggaga

aagct gcaga

tcttagataa

at ct aaaagt

atacctcatt

gt caaaccac

aagt aagcct

cattagcaac

gaggcgaaaa

ctatcaatca

t catt gat gg

gatattatcc

cagaagat at

t ggagat ggc

at gcagacgg

tcaaattgac

ct ggat caac

caagct at ga

aagaaaat cc

cgtttaaaat

t gt t gacgat

cgcgt gt cag

t at at acggc

aattcatttt

at gaagat ag

ttctaattaa

ttgtctatcc

aaacagcatt

cagcacattc

t caaagaaaa

gggt ggcggt

aaagacagt t

aat gacat ca

at accagaat

agat aaaaaa

aggtgaattg

gat caact gg

gaccacacaa

aacaggcaaa

aacagccaat

ggcgatttca

agcaacgcca

tttgggt gaa

t gat aagaat

ttttgat aag

t gt agagaaa

aat cgat gcg

tgttgcgaca

t ccaaacaaa

t gaacagcca

gattacagca

caacgggctt

t gat gt at ca

acaagaaacg

t ggt gaagac

ctttaactca

tcctatccag

t aaatt gatt

acaaacgat c

tctttctget

acaggat gt a

tatttttact

gagcaatttg

aaaaaggcgg

at at acggt g

gacgattcta

aaagatcttt

caacccaact

gaagcagcaa

ct aaaacaat

at caaagcga

caaagct ggg

gaact t ccag

gcagctgctc

ccagaattaa

gatcttcgtg

aaagttctga

aaggcacaaa

acgccaaaaa

at gacaaacg

ttcat cagcc

gcaat cggt c

aaat ggcaaa

caagt agact

tt gaaaat gg

cttgatttge

gatatcttgc

caagcagcaa

gcagat aaag

gt gccagat ¢

ttagggattc

aaggggaaag



agaacagttt

4741 cttgtttgct ttcaatcctg ataaccaagg ttatatgatg gtcagcat gt
t ggaaaat aa

4801 agaagat gat gattcagcaa ccaaacgagc atcggaacta ttgcaatacc
t caaccaaaa

4861 ttatcaataa aaaattgctt tttaagtaca gtaaaaggac tgtggcgtta
t cgt cacagt

4921 ccttttttca aataaacggt tttcacgatg tctctttcac aacttctttt
tgatttactc

4981 acacttcata aacttttttt gt
I
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FASTA  Graphics
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LOCUs JN208886 4212 bp DNA l'i near BCT 03-

CCT- 2011

DEFI NI TION  Enterococcus faecium strain SN194 insertion sequence | SEf1,
conpl et e sequence.

ACCESSI ON  JN208886

VERSI ON JN208886.1 Q0 :347952179
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faecium

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4212)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 4212)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,
Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..4212
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ strai n="SN194"
/i sol ation_source="residual water from a piggery
/ db_xref="taxon: 1352"
/ count ry="Por t ugal "
/col | ection_dat e="2006"
/note="anpicillin resistant"
gene <1..433
/ gene="psr"
msc feature  <1..433
/ gene="psr"
/note="simlar to PBP5 synthesis repressor”
nobi | e_el enent  632..1978
/ mobi | e_el enent _type="insertion sequence: | SEf 1"
repeat _region  632..651
........................ et R 1 eft”




/rpt_type=inverted

cDS 739..1917
/codon_start=1
/transl _table=11
/ product ="transposase | SEf 1"
/protein_id="AEP33232. 1"
/db_xref="d:347952180"

/transl ati on="MNDFTTElI VQTLVTKCDLNELFRSHLEKAI NTLLRTELT

AFLDY
EKYDRTGFNSGNSRNGSYFRSI KTEYGELTLEI PRDRNGEFKQQTLPAYKRTNDTLET
TI I HLFEKGVTMSEI ADLI EKMYGHHYTPQTMSNMTIKVL TEEVNAFKSRAL NDKYVA
FMDATY!I PLKRQTVSKEAI Yl Al G REDGTKEVLSYAI APTESTYVWNELLQDI NSRG
VQEVLLFI TDGLKGWKDTI HQ' YPKAKYCQHCCI HVSRNI AHKVRVKDRKEI CDDFKAV
YQANSKEEANTFLSGM EKVWKKNYPKVTQSLI ENQDLLTFYDFPPSI RRTI YSTNLI E
SFNKQ KRYSRRKEQFONEESLERFLVSI FDTYNQKFLNRSHKGFQQVTDTLVSMFTE

repeat_region  1908..1950
/note="IR right"
/rpt_type=inverted

gene 2041. . 4080
/ gene="pbp5"
DS 2041. . 4080
/ gene="pbp5"
/note="involved in anpicillin resistance"

/codon_start=1
/transl _table=11

/ product ="penicillin-binding protein Pbp5"

/ prot ei n_i d=" AEP33233. 1"
/db_xref="G :347952181"

/transl ati on=" MKRSDKHGKNRTGAYI AGAVI LI AAAGCGYFYYQHYQET

QAVEA
GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMT SKKAANKSAL SEKEI LDKYQNI YGAADVKGLQ S
NLKVDKKDDSTYSFSYKAKVNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQTTI N\VQPNLVFPENEG
NDKVSL TTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQL GVWPSKL GDGGEKTANI KAl ASSFD
LTEDAI NQAI SQSWQPDYFVPLKI | DGATPEL PAGATI QEVDRRYYPLGEAAAQLI G
YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGL EMAFDKDL RGTTGGKL S| TDADGVEKKVLI E
HEVQNGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN
G SQEDYKAYEEDPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK
WOKDSSWESYQVTRVSDDVSQUDLKTSLI YSDNI YMAQETL KMGEKKL RTGLDKFI FG
EDLDLPI SVNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPl QQAAMYSVFANNGTLVY
PKLI ADKETKDKKNVI GETAVQTI VPDLREVWQDVNGTAHSL SALG PLAAKTGTAEI

KEKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM.ENKEDDDSATKRASEL L QYL NONYQ'
CRIG N

1 aatgcagctt actcttatgg gggagttgat ttattaaatc aaacattaaa



ggaaaatttc

61 aaatttgaag
ttgcgttaat

121 gaactgtttc
agat ggcgta

181 tat at aaaca
tgctcgattt

241 cgggaagaca
gat caaagct

301 atctctcagc

ggt t gggaaa
361 ttacttggta

t ggt at ggat

421 ttcctcaaag
cggcagttgg

481 gacttcaacg
caaaaaccaa

541 gaagcaatca
t agaaat aac

601 aatctatgtt
t gt aaat gaa

661 aaaatccata
accaattcac

721 agaaaagagg
tct agt cact

781 aaaggcgatt
cacactccta

841 cggact gaat
ttttaattca

901 ggtaattcga
tgaattaaca

961 ttggaaatac
agcct acaaa

1021 agaacaaacg
tgttacgatg

1081 tctgaaattg
acaaaccatg

1141 tccaacatga
agcct t aaat

1201 gat aagtatg
t caaaccgta

1261 t ccaaagaag
agaagtactg

1321 agttatgcga
acaggat att

1381 aact ccagag
aggcat gaaa

1441 gatactatcc
ccatgtatct

1501 cgtaacatcg
tgactttaag

1561 gctgtttatc
cat gattgag

1621 aaat ggaaga
agacttatta

1681 actttttatg
tct aat cgag

1741 tctttcaata
aaat gaagaa

1801 tcact agaac
tct aaacaga

ctccctatta

ct ggt ggagt

aaggagagca

aagaaggaga

agct gaaaga

gt at ccaaac

acaat aat aa

acaat acgcc

aaaaatttct

at gttctgac

caaaaaagga

acttccctat

t aaat gaat t

taacggcttt

gaaacggttc

ct agagat cg

at acat t gga

ctgatttgat

ct aaagt t ct

tcgctatttt

cgatttat at

ttgctccaac

gagt t caaga

atcaaattta

ct cat aaagt

aagct aactc

aaaactatcc

attttccacc

agcaaatt aa

getttctagt

tgcaagt at ¢

caagat cgat

agt gat ggat

cttcgggagg

cgtaacttca

gaaccttcca

aaagat cgat

tt ccggaagt

gaataattaa

ttcttttatt

agt cgcttct

gaatgatttt

attccgttcg

tttagattac

ttactttcga

t aat ggt gag

aaccactatt

cgaaaaaat g

gact gaagaa

t at ggacgct

tgccatt ggt

t gaat caaca

agtcttgett

tcct aaagca

acgt gt caaa

aaaagaagaa

t aaagt gacg

tagcattcgt

aagat acagc

cagcattttt

acatttcaag

gcagaaaaat

ggt aat act t

at cagaaggc

at att caagc

gaaagt gt gc

acattatccg

gttct ggaat

gt aaagaaaa

agagagt gt a

gt agaat aaa

act acagaaa

cacttagaaa

gaaaaat at g

t caat caaaa

tttaaacaac

atccatttat

tacggtcatc

gt aaat gcct

acttacattc

at acgagaag

tacgtttgga

tttattacgg

aaat at cagc

gaccgaaaag

gcgaat acct

cagtcactca

agaaccattt

cgt agaaaag

gat acat aca

attttatcga

ctctagattt

tactccagta

agcagcaagt

tacccaaagc

ttctggattg

t accagt aga

tagatttgac

t aaaagaagt

aaatattttg

gt t aacgaca

tt gt gcaaac

aagcgat aaa

at cgcact gg

ccgaat at gg

aaactttacc

t cgaaaaagg

actatactcc

ttaaat ccag

cact aaaacg

acggcact aa

at gagct gct

acggcttaaa

attgttgtat

aaat ct gt ga

tcttatccgg

t agaaaacca

act caaccaa

agcagtttca

at caaaaatt



1861 agccat aaag
tgagt aact a

1921 attattttgc
tttattatgt

1981 t agaat aaac
ggaggaaaaa

2041 at gaaaagaa
cggcgeagt g

2101 atcttaatag
agaaacccaa

2161 gcagt agaag
caagggagat

2221 tataacaaag
attatctgaa

2281 aaagagat ct
aggacttcag

2341 atatcgaatc
at at aaagca

2401 aagat gaata
attagacaga

2461 aatgatggtc
aat ggaagga

2521 aat gacaaag
agat cgaaat

2581 ggt gaaccat
aagt aaactt

2641 ggagat ggag
cgacttaaca

2701 gaagatgcta
ctttgtccca

2761 ttgaaaatca
t caagaagt a

2821 gaccgcagat
cgt gggagat

2881 atcacagcag
aat cggt cgc

2941 tcaggtttgg
gaaat t aagc

3001 attacagatg
t caaaat ggc

3061 aaagat atca
cagt ct agga

3121 ggaaaagctg
tgcgettgcet

3181 agctctccaa
agat t acaaa

3241 gcttat gaag
ttatgctcct

3301 ggat ctacgt
tatcgatcca

3361 aat gaagt gt
gggatctt at

3421 caagt aacgc
tttgatctat

3481 tccgataata
attacgtaca

3541 ggcttagata
gaat ccagca

3601 caaatttcta
t ggat at gga

3661 cagggcgaac

gttttcaaca

aggaggacaa

aggt at aaat

gt gacaagca

cagct gcggg

ct ggagaaaa

ct gcagaaat

t agat aaat a

t aaaagt aga

cct catt agg

aaact acgat

t aagcct gac

t agcaacaac

gcgaaaaaac

t caat caggc

t t gat ggagc

attatccttt

aagat at t ga

agatggcttt

cagacggt gt

aat t gacaat

gat caact gt

gctat gatcc

aagat cct ga

t t aaaat gat

t gacgat caa

gt gt cagt ga

t at at at ggc

aattcatttt

at gaagat ag

ttctaattaa

ggt aaccgat

tttatttaca

agt gaaat aa

cggcaaaaat

t ggcggt t at

gacagt t gag

gacat caaaa

ccagaat at a

t aaaaaagac

t gaat t gaaa

caact ggcaa

cacacCaagaa

aggcaaact a

agccaatatc

gatttcacaa

aacgccagaa

gggt gaagca

t aagaat cca

t gat aaggat

agagaaaaaa

cgat gcgaag

t gcgacaacg

aaacaaaat g

acagccattc

tacagcagca

cgggctt aaa

t gat gt at ca

acaagaaacg

t ggt gaagac

ctttaactca

tcctatccag

acattagttt

caaaattatt

aggaat gaca

cgaacaggcg

ttttactacc

caatttgtcc

aaggcggcaa

tacggtgctg

gattctactt

gatctttctt

cccaact t gg

gcagcaagag

aaacaattag

aaagcgattg

agct gggt ac

cttccagcetg

gct gct cage

gaat t aagca

cttcgtggga

gttctgatcg

gCcaCaaaaaa

CCaaaaaccg

acaaacggga

at cagccgat

at cggtctcg

t ggcaaaaag

caagt agact

t t gaaaat gg

cttgatttge

gatatcttgc

caagcagcaa

caatgtttac

gacgct ccct

agcaagagaa

cttatattgc

agcact at ca

aagctttgaa

at aaaagt gc

ct gat gt caa

acagtttttc

at aaaggaac

tttttccaga

ggaat at t at

gagtcgttcc

cttcctccett

aacccgatta

gagct accat

tgattggtta

gt aat ggaaa

caacaggt gg

aacat gaagt

cagcttttga

gtgatcttct

tctcacaaga

ttgcgacagg

acaacggcac

acagttcttg

t aaaaacttc

gt gagaaaaa

caat t agt at

t agct gat ac

tgtattctgt



ttttgccaac

3721 aat ggcacac

t aagaagaat

3781 gtcatcggcg

t gt gcaagat

3841 gtaaatggta

gaaaact ggt

3901 acagcggaaa

cttgtttget

3961 ttcaatcctg

agaagat gat

4021 gattcagcaa

ttat caat aa

4081 aaaattgctt

ccttttttca

4141 aat aaacggt

acacttcata

11

4201 aacttttttt

ttgtctatcc

aaacagcagt

cagcacattc

t caaagaaaa

at aaccaagg

ccaaacgagc

tttaagtaca

tttcacgatg

gt

taaattgatt

acaaacgat c

tctttctget

acaggat gt a

ttatatgatg

at cggaact a

gt aaaaggac

tctectttcac

gcagat aaag agacaaaaga

gt gccagat c t gagagaagt

ttagggattc cgttggcage

aaggggaaag agaacagttt

gt cagcat gt t ggaaaat aa

ttgcaatacc tcaaccaaaa

t gt ggcgtta tcgtcacagt

aacttctttt tgatttactc
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Display Settings: GenBank

Enterococcus faecium strain TCGEE49 1 insertion
sequence ISEfall, complete sequence

GenBank: JN208884.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUS JN208884 5858 bp DNA I'i near BCT 03-
OCT- 2011
DEFI NI TION Enterococcus faecium strain TCGEE49_1 insertion sequence
| SEf all,
conpl et e sequence.
ACCESSI ON  JN208884

VERSI ON JN208884.1 {d:347952170
KEYWORDS .
SOURCE Ent erococcus faeci um

ORGANI SM  Ent erococcus faeci um
Bacteria; Firmcutes; Lactobacillales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 5858)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anong CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 5858)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E, Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submi tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Anibal Cunha, 164, Porto 4050-047,

Por t ugal
FEATURES Location/ Qualifiers
sour ce 1..5858

/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ strai n="TCGEE49_ 1"
/ db_xref="taxon: 1352"
/ count ry="Por t ugal "
/note="wild strain (E49) was isolated from hospital
residual water in 2001 (Porto, Portugal) and
bel onged to

ST132/ CC17

transconj ugant”
msc feature <1..605

/note="simlar to | SEf nL transposase"
CDS 661..1158

/ not e="nenber of the Grat famly"
/codon_start=1
/transl _table=11



/ product ="acetyl transf erase"
/protein_id="AEP33225. 1"
/db_xref="d:347952171"

/transl ati on="MNQ TLAYLDYDDLDALQVVSVVSFYESFI DGADPLDM

QGYLQ
TQLTTElI LAVELAQSTSKFI G KDHQ LI GYMKVNDEKDAI El QRLYLLKDYQNKGLG

QRLLDEANRYAKTKQKRYLRLTVYEKNHAG RFYERHGFKKI G KHFPLGKQDRI CP|
LEKEI "
CDS conpl enent (1141..1878)
/ not e="nenber of the HsJ famly"
/codon_start=1
/transl _table=11

/ product =" hi sti di nol phosphate phosphat ase”

/protein_id="AEP33226. 1"
/db_xref="4d:347952172"

/transl ati on="MITEHFDLANPG FVDNI TDEEMYSQT| DSLNKRFGNRD

LKA E
| GYI ASEKDRI | DYLADKDYDLKL L SVHHNGQFDYL DDEVKDVDPAI VI PQYFAQLSE
ALWVI EADVFAHFDYGFRVFGLSVAEFKQYEAQFLPI LDQVI KNKLAFELNAKSAYLY

DNLALYEYVI DLYLSRGGTLFSVGSDGHYL EHFRFHFDDL FALLKAKGVTELAI YQKG
KRl MVPLPVCKNVLSI KSEDVFLDFFF"

gene 2082. . 4118
' / gene="pbp5"
oS 2082. . 4118
| / gene="pbp5"
/note="involved in anpicillin resistance"

/codon_start=1
/transl _table=11

/ product ="peni cillin-binding protein Pbp5"

/protein_id="AEP33227. 1"
/db_xref="04:347952173"

/transl ati on=" MKRSDKHCKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET

QAVEA

GEKTVEQFVQAL NKGDYNKAAEMT SKKAANKSAL SEKEI LDKYQNI YGAADVKGLQ S
NLKVDKKDDSTYSFSYKAKVNT SL GEL KDL SYKGTL DRNDGQTTI NWQPNLVFPENEG
NDKVSL TTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQL GVWPSKL GDGGEKTANI KAl ASSFD
L TEDAI NQAI SQSWQPDYFVPLKI | DGATPEL PAGATI QEVDGRYYPLGEAAAQLI G
YVGDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDL RGTTGGKL S| TDADGVEKKVLI E
HEVQNGKDI KLTI DAKAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMIN
G SQEDYKAYEEDPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK
WOKDSSWESYKVTRVSDVSQVDLKTALI YSDNI YAAQETLKMGEKKFRTGLDKFI FGE
DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPl QQAAMYSVFANNGTLVYP
KLI ADKETKDKKNVI GETALQTI VPDLREVWQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAE! K

EKQDVKGKENSFL FAFNPDNQGYMWSM_ENKEDDDSATKRASEL L QYL NQNYQ'
repeat _region 4138..4145



/note="target site duplication”
robile_el ement  4146. . 5659
/ mobi | e_el enent _type="insertion sequence: | SEfall"
repeat_region  4146..4195
/rpt_type=inverted
CDS conpl enent (4228. . 5523)
/codon_start=1
/transl _table=11
/ product ="transposase | SEfall"
/protein_id="AEP33228. 1"
/db_xref="Q1 :347952174"
/transl ati on="MDSI KKMLRI TEKDLM TEVSYETLQKKKTLVVDAVLS
PTPRA

CRSCGSTVWDGNGKAI | VKNGKKET! VRFEQYNHVPL VVRLKKOQRYTCKNCRTHWAQ
SYFVQPRHSI ANHVRYKI ASLLTEKVSLSFI AKSCQVSLTTVI RTLKEFKSYLPKQSK
Kl LPRVLMVDEFRSHASI EDKMSFI CADGETCGKLI DVLPTRKLPRLTSYFLGCTNPEE
VEFLVTDMNAAYFQLTKRVLPNAKVVI DRFHI VKHWNQAFNEL RI REMNEL RKAGOKS
QAEKLKKNWRFLLKNRANI NHYEYKTWKSFRAPKYPFL TEAMM DRLLEFSPPLKEAY

PFFHEL VEAFRDKDPDL FFSLLAELPETLDDSFREKLONLLTYEEG TNAM YPYSNG
KI EAKNTHI KTMKRVSYGFKSFENMRI RI FLI NQLI NVR"
repeat_region  5610..5659
/rpt_type=inverted
repeat_region  5660..5667
/note="target site duplication"

1 aagagtatag atcctatttc atcaagaagc tcaccaaagg tgaactagtc

ggaatt at ag
61 atagttttcc tagtccatta tgtaaaccag ttagaaatag acaagcaaaa

ctattgaatc
121 aaat agccaa agttggctat aactcaacaa aaaaatctta tttttatggt

cttaaaattc
181 atatgatcgt tactaagact ggctttccga ttacttactc aatcacgaat

ccaggtgtcc
241 atgacgtgaa agtgttagag actttatcgg aagaagcgaa tcttcccaat

at cct agggg
301 acaaaggata tattagccat aaaatccatg aaaagcttgc ccttaagggc

attact at at
361 ccgttccgcc acgtaaaaac atggataaat cagaaaaact agaccacagc

ttacttggaa
421 aacaaagaaa aacagttgag actgtttttt cttccttaga aaaattaggt

t gt caaaatt
481 tcaactcacg ttctgttaaa gggctagaga gtagatttga aagcatatta

ctggcttaca
541 gtgttctatt aagtcgagca caacgacgtt ttgaaggaac tttgagat at

tctttaggat
601 attaaaatta actagcacca cgggtgattt atagtatact atgtcaaaag

gaggagttag
661 at gaacaatc aaatcacact agcgtattta gattatgatg atctagatgc

tttacaagtt
721 gtaagtgttg tcagttttta tgaatcgttt atcgatggcg cagatccact

t gat at gcaa
781 ggatatttac agacacaatt gacaactgaa atattggcag tagaattggc

acagt caacc
841 agtaaattta ttggtattaa ggatcatcaa atactcattg gttatatgaa

agt caat gat



901 gaaaaagatg
aaacaaaggg

961 ttagggcaac
aaaacgtt at

1021 ttacgtttga
acgt cat gga

1081 ttt aaaaaaa
ttgtccgatt

1141 ttagaaaaag
ttttttggac

1201 tggtaatgga
tcacaccttt

1261 tgcttttaac
ggt aat gccc

1321 atctgatcca
tgacatattc

1381 at at aacgct
atgccaattt

1441 atttttaatt
taaattcagc

1501 aacggat aga
ctgcttctat

1561 aacaact agt
caggat ccat

1621 atctttgact
tgagtaattt

1681 t aaatcgtaa
aagcgatgta

1741 accgatttcg
tat cgatt gt

1801 ttgactgtac
tggct aagt c

1861 aaaatgttca
catttcttgg

1921 gagttttgag
agacattttc

1981 ctctaggaaa
caggt at aaa

2041 tagtgaatta
agt gacaagc

2101 acggcaaaaa
gcagct gcgg

2161 gtggcggtta
gct ggagaaa

2221 agacagttga
gct gcagaaa

2281 tgacat caaa
tt agat aaat

2341 accagaat at
ct aaaagt ag

2401 at aaaaaaga
acctcattag

2461 gtgaattgaa
caaaccacga

2521 tcaactggca
gt aagcct ga

2581 ccacacaaga
ttagcaacaa

2641 cgggcaaact
ggcgaaaaaa

2701 cagccaat at

ct at agagat

ggttact cga

ctgtttatga

t cgggat caa

aaat ct aaaa

accataattc

agagcaaaaa

acact aaaca

aaatt gt cat

acttgatcta

ccaaat accc

gcttct gaaa

tcgtcatcta

tctttatcgg

atgcctttta

atttcttcgt

gttgtcacga

act act at at

aaattaacta

aaggaat ggc

t cgaacaggc

tttttactac

gcaatttgtc

aaaggcggca

at acggt gct

cgat t ct act

agatctttct

acccaacttg

agcagcaaga

aaaacaatta

caaagcgat t

t caacggct ¢

t gaagcgaat

aaaaaat cat

acattttcct

aaacgtcctc

getttecttt

gat cat cgaa

aggt accacc

acaagt aagc

gaat cggt aa

gaaaaccat a

gttgtgcaaa

aat aat caaa

ctaaatagtc

aat cacgatt

cggt gat at t

cgtaaccatc

gegttttttt

gcaccacggg

aagcaagcga

gcttatatcg

cagcactatc

caagctttga

aat aaaagt g

gct gat gt ca

tacagttttt

t at aaaggaa

gtttttccag

gggaat atta

ggagtcgttc

gcttcctcct

tatctgctca

cgttatgcta

gcaggtattc

tt aggaaaac

acttttgatg

ttgataaatc

at ggaaacgg

acgt gaaaga

gctcttagca

aaact gcgct

gt caaaat ga

at act gagga

ttgaccatta

gat gat ccga

gccaaaacgc

gt cgacgaaa

gtagtttgtt

gttgatttac

ttttttcatt

aggaggaaaa

ccggcgcagt

aagaaaccca

acaagggaga

cattatctga

aaggacttca

cat at aaagc

catt agacag

aaat ggaagg

t agat cgaaa

caagt aaact

tcgacttaac

aagattatca

aaacgaaaca

gtttttatga

aagat cgt at

ct gaggacgt

gctaattccg

aaat gttcaa

t at aaat cga

tttaattcga

tcatattgtt

gcaaagacat

at cacaat ag

t gat gcacac

tccttttcag

ttatttaagc

at acct ggat

aaat agt cct

caacatgttt

tt agaat aaa

aat gaaaaga

gatcttaata

agcagt agaa

tt at aacaaa

aaaagagat c

gat at cgaat

aaagat gaat

aaat gat ggt

aaat gacaaa

t ggt gaacca

t ggagat gga

agaagat gct



at caat cagg

2761 cgatttcaca
att gat ggag

2821 caacgccaga
tattatcctt

2881 tgggtgaagc
gaagatattg

2941 ataagaatcc
gagat ggctt

3001 ttgataagga
gcagacggtg

3061 tagagaaaaa
aaattgacta

3121 tcgatgcgaa
ggat caactg

3181 ttgcgacaac
agctatgatc

3241 caaacaaaat
gaagatcctg

3301 aacagccatt
tttaaaatga

3361 ttacagcagc
ttgacgatca

3421 acgggcttaa
cgtgtcagtg

3481 atgtatcaca
tat gcggcac

3541 aagaaacgtt
ttcatttttg

3601 gt gaagacct
gaagat agct

3661 ttaactcaga
ctaattaatc

3721 ctatccagca
gtctatccta

3781 aattgattgc
acagcattac

3841 aaacgat cgt
gcacattctc

3901 tttctgcettt
aaagaaaaac

3961 aggat gt aaa
aaccaaggtt

4021 at at gat ggt
aaacgagcat

4081 cggaactatt
t aagt acagt

4141 aaaagggctc
gagt cagaat

4201 gaaccacatt
t gat caaaaa

4261 gattctaatt
tcattgtctt

4321 tatgtgggta
ttgcgttggt

4381 gatgccttct
cat ct aacgt

4441 ttcgggaagt
gaaaggcttc

4501 aactaattca
caagcaat cg

aagct gggt a

acttccagct

agct gct cag

agaat t aagc

tcttcgt ggg

agttctgatc

ggcacaaaaa

gCCaaaaacc

gacaaacggg

cat cagccga

aatcggtctc

at ggcaaaaa

agt agactta

gaaaat gggt

tgatttgcca

tatcttgcta

agcagcaat g

agat aaagag

gccagatctg

agggat tccg

ggggaaagag

cagcatgttg

gcaat acctc

tttgtcaata

ct ggct caga

ctcatgttct

ttcttcgett

t cat aggt ca

tctgccaat a

t gaaaaaagg

caacccgatt

ggagct acca

ctgattggtt

agt aat ggaa

acaacaggt g

gaacat gaag

acagcttttg

ggtgatcttc

at ct cacaag

tttgcgacag

gacaacggca

gacagttctt

aaaactgctt

gagaaaaaat

att agt at ga

gctgatactg

tattctgttt

acaaaagat a

agagaagttg

tt ggcagcga

aacagtttct

gaaaat aaag

aaccaaaatt

aggact gat g

ttttttgtta

caaatgattt

ctatttttcc

gaaggttttg

aggagaaaaa

gat acgcctc

actttgtccc

tt caagaagt

acgtgggaga

aaat cggt cg

ggaaat t aag

tt caaaat gg

acagt ct agg

ttgcgettge

aagattacaa

gttatgctcc

ctatcgatcc

ggggatctta

tgatctattc

ttcgtacagg

at ccagcaca

gat at ggaca

ttgccaacaa

agaagaat gt

t gcaagat gt

aaact ggt ac

tgtttgcttt

aagat gat ga

at caat aaaa

agttgtgcaa

tcttacattg

aaat ccgt ag

att ggaat aa

aagcttttcc

t aagt caggg

ctttaggggc

att gaaaat c

agacggcaga

tat cacagca

ctcaggtttg

cattacagat

caaagatatc

aggaaaagct

tagctctcca

agctt at gaa

t ggat ct acg

aaat gaagt g

t aaagt aacg

cgat aat at a

cttagat aaa

aatttctaat

gggcgaact t

tggcacactt

cat cggcgaa

aaat ggt aca

agcggaaat ¢

caat cct gat

ttcagcaacc

aattgetttt

aat caaat ct

att aat t gat

gatactcgtt

ggat agat ca

cgaaagct gt

tctttgtctc

ggagaaaact



4561 atcaatcatc
ttttccatgt

4621 tttgtattca
agttecttttt

4681 cagtttttct
cacggat acg

4741 caactcattg
tcacgacttt

4801 cgcatttggc
ctgtcaccaa

4861 gaattctact
gaggtaattt

4921 acgcgt aggc
t aaagct cat

4981 cttatcttct
t ggggaggat

5041 cttcttagat
t aacggt ggt

5101 caaagat acc
t cagt aaaga

5161 agcaatttta
aat aactttg

5221 agccgtccaa
ggcgcat aac

5281 caaaggcat a
catttttcac

5341 tataattgct
aagcacgagg

5401 agt aggcgag
tct cgt aaga

5461 gacctctgta
tagaat catt

5521 cat at agcgt
act agagaac

5581 gatatgtttt
gattcatcag

5641 tcccat aaat
ccttttttca

5701 aat aaacggt
acacttcata

5761 aacttttttt
at aaaat cac

5821 gat aact aaa
I

attgcttcag

taat ggttga

gcctggettt

aacgct t gat

agaacacgtt

tcttctggat

aaaacatcta

at ggaagcat

tgctttggta

tgacagcttt

t at ct aacat

t gggt gcgac

tgattgtatt

ttccegtttce

agaacagcat

at cat caaat

at cgt cct ct

ttaataccta

t at agagcca

tttcacgatg

gt aaaat at t

ggt gaat agt

t aagaaat gg

tgtttgcacg

tct gt ccgge

tcatgtgttt

t ggt gagct g

t ggt acaacc

ttaattttcc

gcgaacgaaa

aatagctttt

t cgcaat aaa

gatttgcgat

agtttttaca

gt t caaaacg

cat ctaccac

cgacgaccaa

ctttctctgt

cagttgttta

aaat gaaaat

gt aaaaggac

tctctttcac

t gagaacaag

actgtggttc

gtattttggt

attttttage

tttacgaagt

gacaat at ga

gaagt aggcg

t aagaaat ag

tgtttcgeca

ttcgt caacc

aaactctttc

agat aaagat

tgaatgtctg

ggt at agcgt

gacaat cgt t

agt agaacca

cgtctttttce

tattctcagc

ttttgtggtg

ggggct gaag

tgtggcgtta

aacttctttt

t ggagaaat a

gat caat t

gct cggaaac

aaaaagcgcc

tcattcattt

aaccgat caa

gcgtt cat gt

cttgttaatc

tccgcgcaaa

at caat actc

aat gt acgaa

actttttcag

ggt t ggacaa

tgctttttta

tcettttttc

caacttctac

ttct gaaggg

atttttttga

atttaat cat

aat caattct

tctacacagt

tgatttactc

agtgtactta
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Enterococcus faecium strain 164306 insertion sequence
ISEf1, complete sequence

GenBank: JN208882.1
FASTA  Graphics

Go to:

LOCUs JN208882 4132 bp DNA l'i near BCT 03-

CCT- 2011

DEFI NI TI ON  Ent erococcus faecium strain 164306 insertion sequence | SEf1,
conpl et e sequence.

ACCESSI ON  JN208882

VERSI ON JN208882.1 (d:347952165
KEYWORDS
SOURCE Ent er ococcus faecium

ORGANI SM  Ent er ococcus_faeci um
Bacteria; Firm cutes; Lactobacill ales; Enterococcaceae;
Ent er ococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4132)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and

Pei xe, L.
TI TLE H gh incidence of horizontal transfer of anpicillin resistance
(pbp5) anobng CC17 Enterococcus faecium
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 4132)
AUTHORS Novais,C., Silveira,E., Freitas, AR, Escada, R, Coque, T.M
and
Pei xe, L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Subm tted (05-JUL-2011) M crobiol ogy, REQU MIE Phar nacy
Facul ty,
Porto University, Rua Ani bal Cunha, 164, Porto 4050-047,
Por t ugal
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..4132
/ or gani sm=" Ent er ococcus faeci unf
/ mol _type="genoni ¢ DNA"
/ strai n="164306"
/i sol ati on_source="urine"
/ host =" Hono sapi ens”
/ db_xref ="t axon: 1352"
/ country="Portugal "
/col | ection_dat e="1998"
/note="resistant to vanconycin and anpicillin; MST
ST190"
gene <1..355
/ gene="psr"
msc feature  <1..355
/ gene="psr"
/note="simlar to PBP5 synthesis repressor”
nobi | e_el enent 545..1881
/ mobi | e_el enent _type="insertion sequence: | SEf 1"




545. . 564
/note="IR left"
/rpt_type=inverted
CDs 652..1830
/codon_start=1
/transl _table=11
/ product ="t ransposase”
/protein_id="AEP33222. 1"
/db_xref="Q1:347952166"
/transl ation="M\DFTTElI VQTLVTKGDLNELFRSHLEKAI NTLLRTELT

AFLDY

EKYDRTGFNSGNSRNGSYFRSI KTEYGELTLEI PRDRNGEFKQQTLPAYKRTNDTLET
T I HLFEKGVTMSEI ADLI EKMYGHHYTPQTMSNMIKVL TEEVNAFKSRAL NDKYVAI
FMVDATY!I PLKRQTVSKEAI Yl Al G REDGTKEVLSYAI APTESTYVWNELLQDI NSRG
VQEVLLFI TDGLKGWKDTI HQ' YPKAKYCQHCCI HVSRNI AHKVRVKDRKEI CDDFKAV
YQANSKEEANTFLSGM EKVWKKNYPKVTQSLI ENQDLLTFYDFPPSI RRTI YSTNLI E
SFNKQ KRYSRRKEQFONEESLERFLVSI FDTYNQKFLNRSHKGFQQVTDTLVSMFTE

repeat_region  1863..1881
/note="IR right"
/rpt_type=inverted

gene 1964. . 4000
/ gene="pbp5"
oS 1964. . 4000
/ gene="pbp5"
/note="involved in anpicillin resistance"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="penicillin-binding protein Pbp5"

/protein_id="AEP33223. 1"

/db_xref="4d:347952167"

/transl ati on=" MKRSDKHCGKNRTGAYI AGAVI LI AAAGGGYFYYQHYQET
QAVEA
GEKTVEQFVQALNKGDYNKAAEMASKKAANKSAL SEKEI LEKYQONI YGAADVKA.Q' S
NLKVDKKDDSTYSFSYKAKMNTSLGEL KDL SYKGTLDRNDGQT TI NWQPNL VFPEMEG
NDKVSLTTQEAARGNI | DRNGEPLATTGKLKQL GVVPSKL GDGDEKTANI KAI ASSFD
LTEDAI NQAI SQSWQPDYFVPLKI | DGATPELPAGATI QEVDGRYYPLGEAAAQLI G
YVGEDI TAEDI DKNPEL SSNGKI GRSGLEMAFDKDLRGTTGEKLSI TDADGVEKKVLI E
HEVQNGKDI KLTI DARAQKTAFDSL GGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMTN
G SQEDYKSYEENPEQPFI SRFATGYAPGSTFKM TAAI GLDNGTI DPNEVLTI NGLK
WKDSSWESYQVTRVSDVSQVDLKTALI YSDNI YMAQETLKMGEKKFRI GLDKFI FGE
DLDLPI SMNPAQ SNEDSFNSDI LLADTGYGQGELLI NPI QQAAMYSVFANNGTLVYP

KLI ADKETKDKKNVI GETAVQTI VPDLREVVQDVNGTAHSLSALG PLAAKTGTAEI K

EKQDEKGKENSFL FAFNHDNQGYMWSM. ENKEDDDSATKRAPEL L QYL NONYQ!



CRIG N

1 tatgcaagta

tcctggt gga
61 gt caagatcg

caaaggagag
121 caagtgatgg

caaagaagga
181 gacttcggga

gcagct gaaa
241 gacgtaactt

tagt at ccaa
301 acgaaccttc

aaacaat aat
361 aaaaagat cg

cgacaat acg
421 ccttccggaa

caaaaaattt
481 ctgaataatt

ttatgttctg
541 acttgagagt

ggaagt ccct
601 tctgtagaat

t at gaat gat
661 tttactacag

attattccgt
721 tcgcacttag

ttttttagat
781 tacgaaaaat

ttcttacttt
841 cgatcaatca

t cgt aat ggt
901 gagtttaaac

ggaaaccact
961 attatccatt

gat cgaaaaa
1021 atgtacggtc

tct gact gaa
1081 gaagt aaatg

ttttatggac
1141 gctacttaca

tattgccatt
1201 ggt at acgag

aact gaat ca
1261 acatacgttt

agaagtcttg
1321 ctttttatta

ttatcctaaa
1381 gcaaaatatc

agtacgtgtc
1441 aaagaccgaa

ct caaaagaa
1501 gaagcgaata

tcctaaagtg
1561 acgcagt cac

acctagcatt
1621 cgt agaacca

t aaaagat ac
1681 agccgt agaa

agt cagcatt
1741 tttgatacat

acaggt aacc

tcacatttca

at gcagaaaa

at ggt aat ac

ggat cagaag

caat attcaa

cagaaagt gt

atacattatc

gtgttctgga

aagt aaagaa

at aaaat att

aaagt t aacg

aaattgtgca

aaaaagcgat

at gat cgcac

aaaccgaat a

aacaaacttt

tatt cgaaaa

at cact at ac

cctttaaatc

ttccact aaa

aagacggcac

ggaat gagct

cggacggct t

agcattgttg

aagaaat ct g

ccttcttatc

t cat agaaaa

tttactcaac

aagagcagt t

acaat caaaa

agatttatcg

at ct ct agat

tttactccag

gcagcagcaa

gctacccaaa

gcttct ggat

cgt accagta

attagatttg

aat aaaagaa

tt gt gt aaat

acaaccaatt

aactctagtc

aaacacactc

tggttttaat

tggtgaatta

accagcct ac

aggagt t acg

t ccacaaacc

cagagcctta

acgt caaact

t aaagaagt a

gct acaggat

aaaaggcat g

tatccatgta

tgatgacttt

cggcat gatt

ccaagactta

caatctaatc

t caaaat gaa

atttctaaac

attgcgttta

tt agat ggcg

t at gct cgat

gt gat caaag

gcggttggga

tgtggt at gg

gacggcagt t

acCaaaaacc

gttagaaat a

gaaaaaat cc

cacagaaaag

act aaaggcg

ct acggact g

t caggt aat t

acatt ggaaa

aaaagaacaa

at gt ct gaaa

at gt ccaaca

aat gat aagt

gt at ccaaag

ctgagttatg

attaactcca

aaagat act a

tctcgt aata

aaggctgttt

gagaaat gga

ttaacttttt

gagtctttca

gaat cact ag

agaagccat a

at gaactgtt

t at at at aaa

tt cgggaaga

ctatctctca

aattacttgg

atttcctcaa

gggacttcaa

aagaagcaat

acaatctatg

at acaaaaaa

aggact tccc

atttaaat ga

aat t aacggc

cgagaaacgg

tacct agaga

acgat acat t

ttgctgattt

t gact aaagt

at gt cgct at

aagcgattta

cgattgctcc

gaggagt t ca

t ccat caaat

tcgctcat aa

at caagct aa

agaaaaact a

atgattttcc

at aagcaaat

aacgctttct

aaggttttca



1801 gat acattag
caatttattt

1861 acacaaaatt
acagttataa

1921 atagtgaatt
gaagt gacaa

1981 gcacggcaaa
tagcagct gc

2041 gggt ggcgat
aagct ggaga

2101 aaagacagtt
aagct gcaga

2161 aatggcatca
tatt agagaa

2221 at accagaat
at ct aaaagt

2281 agat aaaaaa
atacctcatt

2341 aggtgaattg
gt caaaccac

2401 gat caact gg
aagt aagcct

2461 gaccacacaa
cattagcaac

2521 aacaggcaaa
gagacgaaaa

2581 aacagccaat
ctatcaatca

2641 ggcgatttca
tcattgatgg

2701 agcaacgcca
gatattatcc

2761 tttgggtgaa
cagaagat at

2821 tgat aagaat
t ggagat ggc

2881 ttttgataag
at gcagacgg

2941 tgtagagaaa
tcaaatt gac

3001 aat cgat gcg
ct ggat caac

3061 tgttgcgaca
caagct at ga

3121 tccaaacaaa
aagaaaat cc

3181 tgaacagcca
cgtttaaaat

3241 gattacagca
t gt t gacgat

3301 caacgggctt
cgcgt gt cag

3361 tgatgtatca
t at at at ggc

3421 acaagaaacg
aattcatttt

3481 tggtgaagac
at gaagat ag

3541 ctttaactca
ttctaattaa

3601 tcctatccag

tttcaatgtt

attgacgctc

t aaaggaat g

aat cgaacag

tatttttact

gagcaatttg

aaaaaggcgg

atatacggtg

gacgattcta

aaagatcttt

caacccaact

gaagcagcaa

ct aaaacaat

at caaagcga

caaagct ggg

gaacttccag

gcagctgctc

ccagaattaa

gatcttcgtg

aaagttctga

agggcacaaa

acgcCcCaaaaa

at gacaaacg

ttcat cagcc

gcaat cggtc

aaat ggcaaa

caagt agact

t t gaaaat gg

cttgatttge

gatatcttgc

caagcagcaa

tactgagtaa ttaattattt tgcaggagga

cgtatgtttt

acaagcaaga

gcgcttat at

accagcact a

tccaagcttt

caaat aaaag

ct gct gat gt

cttacagttt

ctt at aaagg

tggtttttce

gagggaat at

t aggagt cgt

ttgcttccte

tacaacccga

ct ggagct ac

agct gat t gg

gcagt aat gg

ggacaacagg

t cgaacat ga

aaacagcttt

ccggt gat ct

ggat ct caca

gatttgcgac

ttgacaacgg

aagacagttc

t aaaaact gc

gt gagaaaaa

caat t agt at

t agct gat ac

tgtattctgt

tttttattct

gaaggaggaa

t gccggcgcea

t caagaaacc

gaacaaggga

tgcattat ct

caaaggact t

ttcat at aaa

aacatt agac

agaaat ggaa

t at agat cga

t ccaagt aaa

cttcgactta

ttactttgtc

catt caagaa

ttacgt ggga

aaaaat cggt

t gggaaatta

agt t caaaat

t gacagtcta

tcttgegett

agaagattac

aggtt at gct

cact at cgat

tt ggggat ct

tttgatctat

atttcgtata

gaat ccagca

t ggat at gga

ttttgccaac

gtt agaat aa

aaaat gaaaa

gtgatcttaa

caagcagt ag

gatt at aaca

gaaaaagaga

cagat at cga

gcaaagat ga

agaaat gat g

ggaaat gaca

aat ggt gaac

cttggagat g

acagaagat g

ccatt gaaaa

gt agacggca

gat at cacag

cgct caggt t

agcattacag

ggcaaagat a

ggaggaaaag

gctagctctc

aaatcttatg

cctggatcta

ccaaat gaag

t at caagt aa

tccgat aata

ggct t agat a

caaatttcta

cagggcgaac

aat ggcacac



ttgtctatcc

3661 taaattgatt gcagataaag agacaaaaga taagaagaat gtcatcggcg
aaacagcagt

3721 acaaacgatc gtgccagatc tgagagaagt tgtgcaagat gtaaatggta
cagcacattc

3781 tctttctgct ttagggattc cgttggcagc gaaaactggt acagcggaaa
t caaagaaaa

3841 acaggat gaa aaagggaaag agaacagttt cttgtttgct ttcaatcatg
at aaccaagg

3901 ttatatgatg gtcagcatgt tggaaaataa agaagatgat gattcagcaa
ccaaacgagc

3961 accggaacta ttgcaatacc tcaaccaaaa ttatcaataa aaaattgctt
tttaagtaca

4021 gtaaaaggac tgtggcgtta tcgtcacagt ccttttttca aataaacggt
tttcacgatg

4081 tctctttcac aacttctttt tgatttactc acacttcata aacttttttt gt
I



