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“ - Por favor, vocé poderia me dizer que caminho devo tomar para ir embora? — disse Alice
- Isso depende em grande parte do lugar onde vocé quer ir — respondeu o gato.

- N3o me importa muito onde...- disse Alice.

- Neste caso, pouco importa o0 caminho que vocé tomar — declarou o gato.

- ... contanto que chegue em algum lugar — respodeu Alice.

- Oh - disse o gato — vocé pode estar certa de chegar 14, s6 que vai andar muito tempo.”

- Lewis Carroll, “Alice no pais das Maravilhas”



Aos meus pais,
pelo carinho, confianga e entusiasmo (algumas broncas também),
dedico
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RESUMO

A espécie Escherichia coli é o principal microrganismo utilizado como indicador da
qualidade sanitaria da agua destinada ao consumo humano. Alguns problemas na utilizagdo de E.
coli como indicador de qualidade sanitaria se referem a possibilidade desta bactéria sofrer injaria
ou entrar no estado “viavel, mas ndo cultivavel” quando liberada no ambiente. Nestas situagdes, a
concentragio destas bactérias em uma amostra analisada pode ser subestimada devido a sua
incapacidade de crescer em meios seletivos normalmente utilizados para detecgdo e identificagdo
de microrganismos.

A permanéncia de bactérias entéricas, como E. coli, no ambiente € considerada uma
condi¢do de estresse devido a baixa disponibilidade de nutrientes e variagdes de temperatura, pH,
luminosidade e salinidade. Alguns estudos relacionam o aumento da resisténcia de
microrganismos ao processo de desinfecg¢do, quando previamente cultivados sob limita¢do de
nutrientes. Este fator € especialmente preocupante em estagdes de tratamento, uma vez que os
microrganismos presentes na agua estio estressados e podem apresentar resisténcia aumentada ao
processo de desinfecgdo ou ndo serem detectados pelas metodologias tradicionais.

Considerando estes fatores, a proposta deste projeto foi verificar a expressdo génica
diferencial na linhagem ATCC 25922 e na linhagem 4219 de E. coli quando tratadas com cloro
apods cultivo em laboratorio e ap6s cultivo em agua de rio. Para a realizag@o destes experimentos
o ponto de coleta de agua escolhido foi o local de captagdo de agua da estagdo de tratamento do
Baixo Cotia, pertencente a SABESP. Este local foi escolhido por apresentar alto grau de
contaminagio por efluentes domésticos e industriais e por integrar o sistema de abastecimento de
agua da Regido Metropolitana de Sdo Paulo.

Inicialmente, foram realizadas curvas de crescimento da linhagem ATCC 25922 e da
linhagem 4219 em condi¢des ideais (meio LB, 37°C, 250 rpm) e curvas de sobrevivéncia das
duas linhagens submetidas ao tratamento com 10 mg/L de cloro, submetidas ao cultivo em agua
do rio Cotia por 3 dias e tratamento com 10 mg/L de cloro apés cultivo em agua. A partir da
analise das curvas de sobrevivéncia foram definidas as condigdes dos tratamentos estressantes
para extracdo de RNA.

A expressdo génica diferencial foi analisada por RAP-PCR (RNA arbitrarily primed

polymerase chain reaction) utilizando-se RNA extraido de amostras das duas linhagens nas



condicdes citadas acima. A partir dos géis de RAP-PCR foram obtidos 351 fragmentos
diferenciais. Destes, 224 tiveram expressdo diferencial confirmada por experimentos de slot blot.

Os sinais de hibridizagdio de cada fragmento analisado nos experimentos de slot blot
foram quantificados e normalizados e, com esses valores foram calculados os coeficientes de
expressdo para cada fragmento. Os fragmentos que apresentaram coeficiente de expressdo maior
do que 1 representavam os cDNAs que tiveram a expressdo induzida em resposta ao tratamento
com cloro tanto em amostras cultivadas previamente em LB, como em amostras cultivadas
previamente em agua. Coeficientes de expressdo com valores menores que 1 representavam os
fragmentos reprimidos pelo tratamento com cloro.

Dezoito fragmentos (8 da linhagem 4219 e 10 da linhagem ATCC 25922) com os maiores
coeficientes de expressdo foram selecionados para clonagem e seqiienciamento.

Entre as 8 seqiiéncias obtidas para a linhagem 4219, foi encontrada similaridade com: 1)
uma provavel sintase de E. coli K12; 2) com uma provavel permease de E. coli K12 e, 3) com a
enzima orotato fosforibosiltransferase de E. coli K12. Cinco fragmentos ni3o apresentaram
similaridade com seqiiéncias disponiveis em banco de dados.

Foram analisadas 10 seqiiéncias obtidas da linhagem ATCC 25922. Foi observada
similaridade com: 1) orf de E. coli K12 ainda n3o caracterizada; 2) provavel regiio TPR de
Salmonella enterica Typhimurium LT2; 3) fosfo-B-glucosidase criptica de Escherichia coli
O157H7, 4) gene rcsA de Escherichia coli O157:H7; 5) proteina hipotética de Escherichia coli
O157:H7. Cinco fragmentos sequenciados ndo apresentaram similaridade com seqiéncias
disponiveis em bancos de dados.

A anélise dos resultados obtidos neste projeto indicou que a resposta de E. coli ao estresse
causado por cloro € modificada de acordo com o tipo de cultivo anterior ao tratamento. A
identificagio de genes com expressdo alterada pode auxiliar na elucidag¢do da resposta de E. coli

ao processo de desinfecgdo e a influéncia do estresse ambiental nesta resposta.



SUMMARY

E. coli is the main indicator of water potability however, these bacteria can enter in the
“yiable but nonculturable” state in the environment. In such cases, it is hard to estimate the
concentration of the bacteria in an accurate manner, due to their incapacity of growing in
selective media that is routinely used for the detection and identification of microorganisms.

The permanence of enteric bacteria, such as E. coli, in the environment is considered a
stressful condition, because of the low availability of nutrients and the oscillation of temperature,
pH, luminosity and salinity. Some works relate an increase in the microorganisms resistance to
the disinfection process, after previously growth under starvation. This is a concerning reason in
water treatment plants, once the enteric bacteria in water are stressed they may not be eliminated
or detected by traditional methods.

Considering these problems, the aim of this project was to verify the differential gene
expression in the E. coli strains ATCC 25922 and 4219, when treated with chlorine after
cultivation in LB broth and after cultivation in water. For these experiments, water from the Cotia
river was collected at the water treatment plant of Baixo Cotia, in Carapicuiba, State of Sao
Paulo. This water treatment plant is administrated by SABESP. This site was chosen because of
the high level of contamination by domestic and industrial effluents and because it integrates the
water supply system of the city of Sdo Paulo.

In order to determine the parameters for RNA extraction of stressed samples, growth
curves of strain ATCC 25922 and 4219 in standard conditions (LB broth, 37°C, 250 rpm) and
survival curves, of both strains submitted to treatment with 10 mg/L of chlorine, cultivation in
water from Cotia River for 3 days and cultivation in water and treatment with 10 mg/L of
chlorine, were constructed.

Differential gene expression was analyzed by RAP-PCR (RNA arbitrarily primed
polymerase chain reaction) experiments, using RNA extracted from samples of the ATCC 25922
and 4219 strains stressed in the conditions mentioned above. A total of 351 differential fragments
were isolated from the RAP-PCR gels and 224 fragments had the differential expression
confirmed by slot blot.

The hibridization signals of each fragment, in the slot blot experiments, were quantified

and normalized and these values allowed the estimation of the expression coefficients for each



fragment. Expression coefficients higher than 1 indicated fragments whose expression was
induced by treatment with chlorine in samples previously cultivated in LB or water. Expression
coefficients lower than 1 indicated fragments that were repressed by the chlorine treatment.

Eighteen fragments (8 from the 4219 strain and 10 from the ATCC 25922 strain) with
expression coefficients higher or approximately equal to 2 were selected for cloning and
sequencing.

Among the 8 sequences that were obtained from the 4219 strain, 3 presented similarity
with: 1) a putative synthase of E. coli K12, 2) a putative permease of E. coli K12 and 3) with the
enzime orotate phosphoribosyltransferase of E. coli K12. Five sequences did not show similarity
with sequences from GenBank.

Among the 10 sequences from the ATCC 25922 strain, 5 presented similarity with: 1) an
orf from E. coli K12, 2) a putative TPR repeat from Salmonella enterica Typhimurium LT2, 3) a
criptic phospho-B-glucosidase from E. coli 0157:H7, 4) a rcsA gene from E. coli 0157:H7 and 5)
a putative protein from E. coli O157:H7. Five sequences did not show similarity with sequences
from GenBank.

The analysis of the results obtained in this project suggested that the response of E. coli to
chlorine stress changes according to the previous cultivation conditions. The identification of
differentially expressed genes may help in the elucidation of the response of E. coli for the
disinfection process. Information about the influence of environmental stress in the chlorine

response is also obtained.
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1. Escherichia coli

A familia FEnterobacteriaceae, da qual o género Escherichia faz parte, é um grupo
filogenético relativamente homogéneo, composto por bactérias que ndo esporulam, Gram-
negativas, anaerobicas facultativas, oxidase-negativas e capazes de fermentar agtcares (Bopp et
al., 1999). Um grande nimero de isolados da familia Enferobacteriaceae vem sendo bastante
estudado devido ao seu potencial patogénico para animais e a sua relevancia para a industria
(Madigan et al., 1997).

O género Escherichia é composto por cinco espécies: Escherichia coli, Escherichia
blattae, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii e Escherichia vulneris. A E. coli foi
identificada por Theodor Escherich em 1885 e, desde entdo, vem sendo utilizada como modelo
em estudos sobre fisiologia, bioquimica, recombinagdo e regulagdo génica em microrganismos
(Madigan et al., 1997).

A espécie Escherichia coli é habitante normal dos intestinos de vérios animais. Porém,
sdo conhecidas linhagens patogénicas que causam diarréia, infecgGes no trato urinario e
bacteremia tanto em individuos saudaveis como em imunossuprimidos (Madigan ez al., 1997,
Bopp et al., 1999). As linhagens patogénicas sdo divididas em seis grupos conhecidos: as
enteroinvasivas (EIEC), enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC) e
enterohemorragicas (EHEC), também chamadas de E. coli produtora de toxina Shiga (STEC —
Shiga toxin-producing E. coli), enteroagregativas (EAEC) (US FDA, 1998; Kuhnert ez al., 2000)
e extraintestinais (Johnson & Russo, 2002).

As linhagens enteroinvasivas (EIEC) provocam infec¢des com sintomas freqientemente
confundidos com os de infec¢Ges causadas por Shigella. Em ambos casos, as células bacterianas
invadem as células do epitélio intestinal, onde se proliferam e se movem para células adjacentes
causando inflamacdo e lesGes no tecido, provocando desinteria, com possivel perda de sangue,
muco e pode ser acompanhada de febres (Nataro & Kaper, 1998). Cerca de 10 células podem ser
suficientes para o inicio da infec¢do, que normalmente € auto-limitante e ndo causa maiores
complicagdes em adultos (US FDA, 1998; Bopp ef al., 1999).

Os principais sintomas de infec¢io por linhagens enteropatogénicas (EPEC) sio diarréia,
vomito e febre, podendo deixar seqiielas como desnutrigdo, perda de peso e crescimento

retardado. Estas linhagens ndo sdo invasivas, porém, possuem mecanismos que permitem que se



liguem fortemente as células do epitélio intestinal (histopatologia atfaching and effacing),
provocando destruigio das microvilosidades (Kuhnert ef al., 2000) e reorganizagdo do
citoesqueleto (Nataro & Kaper, 1998).

As linhagens enterotoxigénicas de E. coli (ETEC) ¢ um dos microrganismos causadores
da diarréia do viajante e também esta relacionada a gastroenterite, principalmente em criangas.
Em individuos imunocompetentes, a infecgdo é auto-limitante, mas inspira maiores cuidados em
imunossuprimidos (USA FDA, 1998, Bopp et al, 1999). Linhagens ETEC produzem
enterotoxinas termo-labeis (L Ts) e/ou termo-estaveis (STs) (Bopp ez al., 1999). As enterotoxinas
termo-labeis sdo codificadas por genes plasmidiais, que reconhecem os mesmos receptores €
apresentam a mesma estrutura, seqiiéncia de aminoacidos e atividade enzimatica da enterotoxina
codificada pelo Vibrio cholerae (Madigan et al., 1997, Nataro & Kaper, 1998). As toxinas termo-
estaveis sdo codificadas por genes plasmidiais e por genes encontrados em transposons. S3o
conhecidas duas toxinas termo-estaveis designadas como STa e STb. A STa provoca alteragdo no
funcionamento dos canais de transporte de ions presentes nas células epiteliais do hospedeiro,
causando aumento da secregdo de fluidos por estas células (Sears & Kaper, 1996). Ja a Stb
provoca perda ou atrofia das vilosidades das células epiteliais, porém € raramente encontrada em
isolados de humanos, sendo mais comum em isolados de porcos (Nataro & Kaper, 1998).

A linhagem de E. coli O157:H7 foi a primeira linhagem a ser designada como
enterohemorragica (EHEC) ou produtora de toxina Shiga (STEC) (Mead & Griffin, 1998). Surtos
causados pela 0157:H7 foram bem documentados nos Estados Unidos, Japao e Europa ocidental.
As infecgdes foram relacionadas com as mais variadas fontes, como o consumo de carne bovina e
leite (Pierard, 1992; Griffin, 1995; Wall et al., 1996), salame (Keene et al, 1997), alface
(Mermin et al., 1996), rabanete (National Institute of Health and Infectious Disease, 1997), alfafa
(CDC, 1997), suco de magd (Dingman, 2000), salsicha (Cheville et al, 1996), maionese
(Weagant et al., 1994) e iogurte (Morgan et al., 1993). A ingestdo de igua contaminada € a
pratica de esportes em agua ndo tratada também foram relacionadas a epidemias de O157:H7
(Akashi et al., 1994; Keene ef al., 1994).

A linhagem O157:H7 persiste por periodos prolongados no ambiente, facilitando a sua
disseminagdo. Amostras inoculadas em agua potavel podem resistir por até 11 dias a 5°C, sem
que haja redugdio da viabilidade das células (Lisle ef al., 1998). O gado € considerado um

reservatorio natural desta linhagem, porém, amostras ja foram isoladas de ovelhas, cavalos, cies,



passaros ¢ moscas (Chapman et al, 1997, Hancock et al, 1998). Uma hipotese para a
contaminag@o de vegetais por E. coli O157:H7 seria a utilizag3o de 4gua contaminada para irrigar
as plantacbes ou a utilizag@o de fezes como fertilizantes (Beuchat, 1999).

Os principais sintomas da infecgio por O157:H7 sdo diarréia com ou sem eliminagio de
sangue e sindrome urémica hemolitica (Bopp et al., 1999). O termo sindrome urémica hemolitica
se refere a um grupo de doengas caracterizado por anemia hemolitica, trombocitopenia e faléncia
renal (Ray & Liu, 2001). As criangas apresentam maior risco de sofrerem sindrome urémica
hemolitica por apresentarem niveis elevados de receptores para toxina Shiga-like nos rins. Em
adultos, o desenvolvimento da doenga requer efeito combinado da toxina Shiga-like com
endotoxinas para que ocorra sensibilizagdo do tecido renal (Madigan et al., 1997; Ray & Liu,
2001).

O diagnostico de infecgdo por O157:H7 € dificultado devido a algumas particularidades
da doenga como por exemplo, a auséncia de febre (comum em pacientes que sofrem infecgio) e
as alteragdes no aspecto do abdomen similares as de um paciente com apendicite (Mead &
Griffin, 1998). A linhagem O157:H7 ndo fermenta sorbitol em um periodo de 24 horas e ndo
produz B-glucoronidase, caracteristicas utilizadas para identificacdo de E. coli em meios de
cultura seletivos, dificultando a detecgdo desta bactéria por metodologias tradicionais (Law,
2000). A linhagem O157:H7 produz dois tipos de toxinas Shiga-like, além de possuir o plasmidio
EAF relacionado a viruléncia que codifica a hemolisina, uma enzima que permite a utilizagdo do
sangue do hospedeiro para obtengdo de ferro, e genes de adesdo celular necessarios para a
coloniza¢do do epitélio intestinal e que provocam a alteragio da borda em escova (Mead &
Griffin, 1998; Law, 2000).

As toxinas Shiga-like sdo codificadas por genes de bacteridfagos, de modo que podem ser
adquiridos por diferentes linhagens de £. coli. Porém, acredita-se que a habilidade da bactéria em
produzir estas toxinas esteja relacionada a presenca de outros genes de patogenicidade e por isso,
apenas alguns sorotipos expressam estas toxinas (Law, 2000). A E. coli 0157:H7 pode produzir a
toxina Shiga-like 1 (Stx1), idéntica a toxina produzida por Shigella dysenteriae e a toxina Shiga-
like 2 (Stx2), que apresenta 56% de homologia com a toxina Shiga-like 1 (Mead & Griffin, 1998).
Além dos sintomas conhecidos de infecgdo intestinal, as toxinas Shiga-like podem provocar a
sindrome urémica hemolitica, ao atingirem as células endoteliais dos rins e, em casos mais sérios,

afetam as células glomerulares e dos tabulos renais (Ray & Liu, 2001).



Linhagens EAEC estdo associadas a diarréia em criangas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (Kuhnert ez al., 2000). Ao infectarem a mucosa intestinal, as linhagens EAEC
provocam aumento da secregdo de muco pelo tecido, formando um biofilme em torno das células
bacterianas, permitindo colonizagdo persistente e dificultando a absor¢do de nutrientes pelo
hospedeiro (Nataro & Kaper, 1998). Apos a colonizagdo, estas bactérias secretam toxinas
provocando o encurtamento das vilosidades das células epiteliais do hospedeiro, necrose,
hemorragia e edemas. Pacientes infectados com linhagens EAEC freqiientemente apresentam
diarréia com possivel perda de sangue, febre e vomito (Kuhnert ez al., 2000).

As linhagens de E. coli extraintestinais (EXPEC) séo uma das principais causadoras de
meningite neonatal, alguns tipos de pneumonia, bacteremia e infecgdes no trato urinario (Johnson
& Russo, 2002; Kuhnert et al., 2000). Os fatores de viruléncia de linhagens ExXPEC incluem
adesinas, capsulas polissacarideas, toxinas, proteases, invasinas e proteinas de resisténcia a
mecanismos de defesa do hospedeiro. Estas caracteristicas permitem a coloniza¢do de mucosas,
provocam lesdes.e estimulam respostas inflamatorias no hospedeiro (Johnson & Russo, 2002). A
analise de genes de viruléncia de linhagens ExPEC indicou um conteddo de G+C ndo
carateristico de E. coli, sugerindo que estes genes tiveram origem em outras espécies (Dobrindt ef

al., 2001).

2. A desinfec¢do da dgua

Patogenos como bactérias, virus, protozoarios € helmintos sdo freqiientemente
transmitidos a humanos ou animais através de alimentos e de dgua contaminados por fezes (Toze,
1999). Atualmente, cerca de 2,4 bilhdes de pessoas vivem em locais sem saneamento basico e
aproximadamente, 250 milhdes de pessoas por ano s3o infectadas com algum patégeno através da
agua, resultando em 4 milhdes de mortes, principalmente, nos paises em desenvolvimento (World
Health Organization a, 2002).

Em 1854, apds uma epidemia de colera em Londres, ¢ que a transmissdo de doengas
entéricas foi relacionada a contaminagdo de agua potavel por esgotos (Bates, 2000) e, partir de
entdo, houve a reavalia¢do do sistema de distribui¢do e tratamento de agua e esgoto (Edberg ef

al., 2000) e em 1890, iniciou-se a aplicagdo de cloro, um método efetivo, barato e relativamente
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simples, para eliminar microrganismos da agua (Edberg, 2000). Desde entdo, este € o método
mais utilizado com esta finalidade (Bitton, 1994; Dukan et al., 1997).

Em estagdes de tratamento de dgua, o cloro (Cly) € utilizado na forma gasosa ou liquida.
Ao ser acrescentado a agua, produz acido hipocloroso e o ion hipoclorito. Neste estagio, a agua
deve ser mantida com pH entre 6 e 7 para favorecer o aumento da concentracdo de acido
hipocloroso em solugdo, ja que este composto € 80 vezes mais eficiente na eliminacdo de £. coli
que outros derivados de cloro (Bitton, 1994). O cloro normalmente ndo € volatilizado
rapidamente e, por isso, nas tubula¢cdes que transportam a agua potavel, é possivel detectar
atividade residual do desinfetante (Bitton, 1994). Embora esta caracteristica seja interessante,
pela possibilidade de eliminar microrganismos que entrem em contato com a agua durante o
transporte e reduzir a formagdo de biofilmes, foi observado que linhagens de E. coli O157:H7
desenvolvem resisténcia a este desinfetante quando expostas a baixas concentragdes, como as
encontradas nas tubulac¢des (Lisle et al., 1998)

O cloro provoca alteragdo na estrutura da membrana celular de bactérias, afetando a
permeabilidade, além de danificar acidos nucléicos e enzimas, reduzindo a atividade metabdlica
do organismo (Venkobachar et al., 1977; Camper & McFeters, 1979; Haas & Engelbrecht, 1980,
Berg et al., 1986; Bitton, 1994). Em particulas virais, causa deterioragdo do material genético
(Bitton, 1994).

A reagdo entre o cloro e a agua produz trihalometanos, como cloroférmio, diclorometano,
bromodiclorometano, dibromoclorometano, 1,2-dicloroetano e tetracloreto de carbono. Suspeita-
se que todos estes produtos tenham potencial carcinogénico ¢ podem estar associados a doengas
cardiovasculares (Bitton, 1994; Samarakandi et al., 1997). As alternativas para este problema
sdo: a utilizagdo de desinfetantes que ndo geram trihalometanos (monocloroaminas, 0zénio ou
radiagdo U.V.); remogio de compostos orginicos que podem ser precursores dos trihalometanos;
remocdo dos proprios trihalometanos, e ainda, utilizagdo de cloro no tratamento de agua seguida
da transformagdo dos seus residuos em monocloroaminas, através da adi¢do de amoénia a agua.
Este ultimo procedimento € interessante porque também elimina o odor da agua (Bitton, 1994).

A formagdo de biofilmes nas tubulagSes da rede de distribui¢do e reservatorios € um
grande empecilho na manuten¢do da qualidade da agua nos sistemas de distribuigdo. Os biofilmes
s30 compostos por varios tipos de microambientes, que permitem o crescimento de microcolonias

de bactérias aerdbicas e anaerobicas (Characklis & Marshall, 1990). A estrutura do biofilme ¢
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complexa, com as varias microcolOnias cercadas por matriz extracelular composta por polimeros
orginicos que aderem a superficie das tubulagdes (Center for Biofilm Engeneering, 1994).
Devido a proximidade entre as diferentes colonias de um biofilme, acredita-se que ocorra
aumento na troca de material genético, permitindo inclusive, a transferéncia de genes de
resisténcia a biocidas (Lambert ez al., 2001). Embora o cloro seja considerado o desinfetante mais
eficiente na destruigio de microrganismos, quando ha formagdo de biofilmes, a desinfecgdo ¢
mais eficiente se forem utilizadas cloraminas (LeChevallier et al., 1990; Rogers et al., 1994).
Uma explicagdo possivel € que os polissacarideos da matriz do biofilme reagem com o cloro,
protegendo as bactérias. Ja a monocloroamina atua especificamente sobre 0 DNA e aminoacidos,
nio interagindo com a matriz (Stewart ef al., 1996; Xu et al., 1996).

Eaton et al. (1973) observaram que cloraminas causam anemia hemolitica em pacientes
que passam por hemodiéalise, mas ndo foram observados efeitos deletérios em humanos que
ingeriam cloraminas. Estes desinfetantes tém efeitos mutagénicos em bactérias e ratos (Bitton,
1994) e sdo toxicos para peixes e invertebrados (Wolfe et al, 1984). O seu potencial
carcinogénico em humanos nio foi avaliado.

O didxido de cloro é um desinfetante bastante usado, por ser tdo eficiente quanto o cloro
na eliminacio de bactérias e virus (Aieta & Berg, 1986) e, aparentemente, ndo formar
trihalometanos (Bitton, 1994). Porém, a utilizagéo de didéxido de cloro interfere nas fungGes da
glandula tiredide (Condie, 1986) e o cloreto produzido pela reagdo com a 4gua pode combinar
com a hemoglobina, causando anemia (Bitton, 1994).

O oz6nio utilizado para desinfecgdo da agua é produzido a partir de uma corrente de ar
que passa entre eletrodos e recebe uma alta voltagem (entre 8000 V a 20000 V) (Bitton, 1994).
Este método é tdo eficiente quanto o cloro na inativagio de bactérias e virus e ainda reduz em
grande escala a viabilidade de cistos de protozoarios (Edberg et al., 2000). O ozbnio também
oxida compostos organicos, eliminando o sabor, o odor e precursores de trihalometanos presentes
na agua (Bitton, 1994). A manuten¢do do equipamento para produzir ozonio nas estagdes de
tratamento, torna esta alternativa muito cara. Atualmente, o ozdnio € utilizado apenas como
oxidante e nio como desinfetante. Pouco se conhece sobre produtos secundarios formados pela
utilizagio do ozonio e seus riscos para a saide humana (Bitton, 1994).

A radiagdio ultra-violeta também pode ser usada como desinfetante em estagOes de

tratamento de 4agua. Para isto, 1dmpadas de mercirio sdo revestidas por tubos de quartzo e
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colocadas na 4gua. Os tubos permitem a passagem da luz U.V., em um comprimento de onda
com potencial biocida, mas seu efeito decai com o tempo (Bitton, 1994). A principal vantagem
deste método € a auséncia de produtos secundarios com efeitos deletérios, sem que haja perda do
potencial de eliminar microrganismos. A utilizagio de U.V. também nio deixa a agua com sabor
ou odor e nem produz compostos carcinogénicos (Oliver & Carey, 1976). Porém, a radiagdo U.V.
ndo deixa residuos que podem eliminar microrganismos presentes nas tubulages do sistema de
distribuigdo, facilitando a formagdo de biofilmes. A manutengdo e o custo deste tipo de
tratamento também tornam este método menos popular (Bitton, 1994).

Outra opg@o que pode ser utilizada em conjunto com métodos para desinfecgdo de agua e
esgoto € o chamado tratamento biologico, que consiste no desenvolvimento de ecossistemas em
unidades de tratamento capazes de adsorver ou degradar a matéria organica presente, diminuindo
a disponibilidade de nutrientes que poderiam ser utilizados por microrganismos (Volk &
LeChevallier, 1999; Bates, 2000). Uma das vantagens deste tratamento € que nio introduz
produtos secundarios indesejados e a principal desvantagem € que este tratamento € ineficaz na
eliminagdo de geosmina, acidos himicos e pesticidas, sendo necessario uma etapa complementar
de desinfeccio (Bates, 2000).

Bactérias mantidas em laboratério sdo freqiientemente utilizadas para avaliar a
performance de desinfetantes. Uma vez que a utilizag3do excessiva de cloro pode gerar produtos
secundarios indesejados, os testes realizados em laboratorio tém como fungdo apontar a dose
minima necessaria para desinfetar a agua. Para isso, assume-se que a sensibilidade de bactérias de
laboratoério € semelhante a de microrganismos de ambientes naturais, embora essa premissa possa
conduzir a erros de avaliagdo (Matin & Harakeh, 1990).

Populagbes naturais sio normalmente encontradas em agregados, ligadas a alguma
superficie. Este comportamento provavelmente afeta a sensibilidade destas populagdes aos
desinfetantes (Matin & Harakeh, 1990). Berg e? al. (1979) observaram que populagdes de E. coli
isoladas do meio ambiente sdo visivelmente mais resistentes ao cloro e ao didxido de cloro do
que populagdes de laboratorio, mas quando as populagdes naturais sdo cultivadas por um certo
periodo em laboratério, tornam-se mais sensiveis aos desinfetantes. A mesma conclusdo foi
obtida por Grieble ef al (1970) e Rhoades & Short (1970) estudando a inativagdo de

Pseudomonas aeruginosa por éacido acético.
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3. Avaliacdo da agua

Um dos métodos mais comuns para verificar a qualidade da agua ¢ a contagem do numero
de coldnias de coliformes fecais visiveis em meio seletivo (Worid Health Organization b, 2002).
Nestes testes, assume-se que a inativagdo dos microrganismos indicadores representa a inativa¢do
dos microrganismos patogénicos e que a auséncia de crescimento significa a morte da bactéria
(Matin & Harakeh, 1990; Tryland et al., 1998).

O grupo dos coliformes é composto por organismos Gram-negativos, anaerobicos
facultativos, capazes de fermentar lactose, produzir gas e acidos e sintetizar a enzima $3-D-
galactosidase (Madigan et al., 1997; Edberg et al., 2000). Por esta classificagdo sdo considerados
coliformes linhagens dos géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter.
Dentre os representantes destes géneros, apenas Escherichia coli esta necessariamente associada
a contaminagdo fecal (Edberg et al., 2000), por isso, dentre os coliformes, ¢ a espécie mais
utilizada como indicador da qualidade sanitaria da agua destinada ao consumo humano (Edberg
et al., 2000).

A determinagdo do nimero de unidades formadoras de colonia em meio de cultura
seletivo é 0 método de escolha para analise da potabilidade da agua, porém, outros métodos para
detecgiio de contaminagdo por bactérias sdo conhecidos (World Health Organization b, 2002).

Embora a utilizagio de coliformes como indicadores torne a avaliagdo da agua mais
rapida, € preciso observar que os diferentes microrganismos presentes em um ambiente aquatico
podem apresentar graus diferentes de sensibilidade ao tratamento (Toze, 1999). O método de
avaliagdo também deve permitir o conhecimento do nimero de patégenos presentes na amostra,
uma vez que para o inicio de infecgBes bacterianas, sio necessarias cerca de 10° células e para
infeccbes causadas por virus entéricos ou E. coli 0157:H7 apenas 10 particulas infecciosas sdo
suficientes, por essa razio, mesmo em baixas concentragdes, a presenca destes microrganismos €
preocupante (U.S. EPA, 1992; Kolling & Matthews, 2001).

No ambiente, além da integridade e do estado fisiologico da célula, outros fatores como a
temperatura, luminosidade, salinidade, chuvas, predagdo, concentragdo de nutrientes e poluigio
ambiental afetam a eficiéncia dos métodos de detecgdo e quantificagdo dos microrganismos

(Solo-Grabriele et al., 2000).
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A concentrago de células pode ser determinada por métodos que se baseiam na coloragéo
do DNA, com compostos como o DAPI (4,6-di-amidino-2-fenilindol) e o laranja acridina,
também ¢ possivel relacionar o grau de contaminag¢do com a concentragdo de proteinas, lipideos,
ATP e a detecgio da atividade da cadeia de transporte de elétrons, sinalizando a respiragdo
celular e a microautoradiografia que determina a atividade da célula através do fornecimento de
substratos marcados radioativamente a amostra (Vollertsen ef al., 2001). Os métodos baseados
em técnicas moleculares sdo bastante sensiveis, mas seus custos ainda sdo proibitivos,
principalmente, em paises em desenvolvimento (Szakal et al, 2001). Testes baseados em
imunoensaios sio menos sensiveis que técnicas moleculares e para aumentar a sua eficiéncia €
necessario o enriquecimento da amostra, como nos métodos tradicionais (Szakal ef al., 2001). A
determinacdo da presenga de microrganismos baseada em testes que verifiquem a atividade de
enzimas especificas tem como principais desvantagens a incapacidade de detectar células
estressadas € a ndo diferenciaciio de espécies patogénicas de ndo-patogénicas (Fiksdal et al.,
1994)

O kit LIVE/DEAD BacLight tem se mostrado eficiente tanto para determina¢do da
concentragio de células bacterianas em uma amostra, como para diferenciagdo de células
danificadas e integras (Gardiner et al., 2000, Auty et al., 2001; Chayanan et al., 2001, Ramatho
et al., 2001). Este método se baseia na aplicagdo de 2 corantes para acidos nucléicos. O SYTO 9
penetra em todos as células, enquanto o iodeto de propideo penetra apenas em células com
membranas danificadas (Boulos ef al., 1999).

Os microrganismos utilizados como indicadores (Escherichia coli, Clostridium
perfringens, estreptococos fecais, Giardia spp e Cryptosporidium spp) reproduzem-se nos
intestinos de humanos e animais de sangue quente, ¢ normalmente, ndo sio bem adaptadas ao
ambiente aquatico, onde a disponibilidade de nutrientes ¢ bem menor (Hobbie, 1966; Gray, 1976,
Morita, 1982).

A manutengiio de bactérias sob limitagdo de nutrientes induz a sintese de proteinas
especificas para esta condi¢do e também permite que a bactéria sobreviva a outros tipos de
estresse, como por exemplo, o estresse de temperatura, peroxidase (Jenkins ez al., 1988) e a
aplicagio de desinfetantes (Berg et al., 1982; Harakeh et al., 1985; Matin & Harakeh, 1990). Para

E. coli 0157:H7, por exemplo, o cultivo sob limitagdo de nutrientes exige que o tempo de contato
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com cloro seja aumentado em até 6 vezes, em relagdo a amostras ndo-estressadas (Lisle et al.,
1998).

Além de aumentar a resisténcia das bactérias a uma série de fatores estressantes, as
condigdes fisicas e quimicas da agua podem provocar injuria, condi¢éo onde as caracteristicas
fisiologicas sdo alteradas, induzindo erros na avaliagdo da qualidade da agua. Bactérias que
sofreram injuria podem ndo ser detectadas por metodologias tradicionais (McFeters, 1990) ou a
sua concentra¢do na amostra pode ser subestimada devido a sua incapacidade de crescer em meio
seletivo, onde células integras conseguem desenvolver-se (Bissonnette, 1974; McFeters, 1990).
Os proprios desinfetantes utilizados no tratamento de agua podem causar injuria na célula,
quando a dose aplicada é sub-letal ou o tempo de exposi¢ao € reduzido para evitar a formagao de
trihalometanos (Camper & McFeters, 1979; McFeters & Camper, 1983).

Em condi¢des adversas, como concentragdo reduzida de nutrientes, altas ou baixas
temperaturas, variagdes na salinidade e pH, algumas espécies de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas podem continuar viaveis, mas ndo cultivaveis em meio seletivo (Dukan ef al.,
1997; Lleo et al., 2001), dificultando a detecgdo de células neste estado por técnicas tradicionais
(Lleo ef al., 2001). Existem controvérsias sobre a possibilidade destas bactérias recuperarem a
patogenicidade e a capacidade de multiplicagdo (ressuscitarem). Foi observado que amostras ndo-
cultivaveis de Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
recuperavam a patogenicidade apés serem cultivadas em condi¢gSes adequadas, enquanto
amostras ndo-cultivaveis de Salmonella enterica conseguiam recuperar a viabilidade, mas ndo a
patogenicidade (Kolling & Matthews, 2001). Amostras de E. coli 0157:H7, que tornaram-se nio
cultivaveis quando submetidas a estresse por limitagdo de nutrientes ou por aplicagdo de cloro,
nfo recuperaram a viabilidade e nem a patogenicidade quando cultivadas em meio suplementado
com piruvato de sodio e catalase ou foram inoculadas em ratos (Kolling & Matthews, 2001).

Células no estado viavel, mas ndo cultivavel apresentam metabolismo ativo, respiragdo,
membrana celular integra e transcri¢do de genes especificos (Lleo ef al., 2001), sugerindo que
este estado ndo é apenas uma condigdo citologica, mas uma estratégia adaptativa regulada por
genes, utilizada pela bactéria para sobreviver em situagdes inadequadas (Nystrom, 2001).

Rockabrand et al. (1999) observaram que o tratamento da dgua com cloro reduzia em
quase 100 vezes o namero de colonias de E. coli formadas em meio seletivo m-Endo, em rela¢do

a amostras ndo tratadas. Porém, quando a amostra tratada foi colocada em meio especifico para
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recuperacdo das células, ndo foram detectadas diferencas no nimero de coldnias formadas, em
relagdo a amostra ndo tratada, indicando que a clorago néo eliminou as bactérias, mas provocou
alguma alteragido que impedia seu crescimento em meio seletivo.

De modo geral, as injarias sofridas por bactérias em ambientes aquaticos sdo causadas por
desinfetantes ou outros agentes utilizados para eliminar microrganismos (Hoadley & Cheng,
1974; Camper & McFeters, 1979; McFeters & Camper, 1983). O cloro € o desinfetante mais
utilizado e, desde 1935 ha relatos sobre inativagdo de bactérias por este agente (Mudge & Smith,
1935). Camper & McFeters (1979) observaram que a concentragdo de cloro de 0,5 mg/L ja é
suficiente para induzir injuria e que o processo € dependente do tempo e da concentragio de cloro
usados. Outros fatores podem estar relacionados a injuria, como por exemplo, a presenga de
metais (Domek ef al., 1984), radiagdo ultra-violeta (Fujioka & Narikawa, 1982), reducdo de pH
(Hackney & Bissonnette, 1980).

4. Resposta a estresse em Escherichia coli

Por serem adaptadas as condigdes existentes no tubo digestivo de animais, para bactérias
entéricas como a Escherichia coli, a permanéncia no ambiente é considerada uma situagdo
estressante, devido as variagdes de pH, luminosidade e temperatura, a possivel presenga de
poluentes, desinfetantes e antibidticos e a baixa disponibilidade de nutrientes (Espinosa-Urgel &
Kolter, 1998; Solo-Grabriele et al., 2000). Mesmo no organismo de seus hospedeiros, as
enterobactérias sdo submetidas & condigfes estressantes, como variagdes na dieta, ingestdo de
medicamentos e oscilagdes no humor do hospedeiro que também podem provocar alteragdes no
metabolismo da bactéria (Moro ef al., 2000).

Um grande numero de genes relacionados a resposta ao estresse foi identificado em E.
coli: rpoH, dnakK, dnaJ, grpE, groEL e groLS, tém expressio relacionada ao choque térmico
(heat shock) (Arséne et al., 2000); a expressdo de hfpG € induzida por etanol, cadmio, cloretos
estresse de temperatura (Mason ef al., 1999); oxyR, soxR, katG e katE estdo relacionados a
estresse oxidativo (Pichereau et al., 2000; Pomposiello et al., 2001); micF é detectado em
resposta a presenga de compostos toxicos, redugdo de nutrientes e estresse oxidativo (Delihas &
Forst, 2001); rpoE é induzido em resposta a choque térmico, estresse oxidativo, choque osmético,

presenca de etanol e limitagdo de nutrientes (Hild ef al., 2000; Dartigalongue et al., 2001) e rpoS
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tém expressdo relacionada a estresse de temperatura, salino e nutricional (Notley-McRobb ef al.,
2002; Jordan et al., 1999). A analise destes genes indicou que muitos deles ndo sdo expressos
especificamente em resposta a uma condigio, como por exemplo, os genes heat shock, induzidos
em resposta ao choque térmico e & aplicag@o de substincias toxicas (Arséne ef al., 2000) e o gene
micF, induzido sob estresse oxidativo e cuja expressio ¢ regulada de acordo com a concentrag@o
de nutrientes (Delihas & Forst, 2001).

A resposta ao choque térmico em E. coli envolve cerca de 20 proteinas heat shock (HSPs)
que tém sintese aumentada imediatamente apos a exposi¢do ao estresse e sdo reprimidas tdo logo
a bactéria se adapte as novas condigdes (Arséne ef al., 2000). A resposta ao choque térmico €
regulada principalmente pelo gene rpoH, que codifica a subunidade o°? da RNA polimerase,
necessaria para que a enzima reconhega os promotores dos genes que codificam as proteinas heat
shock (Arséne et al., 2000). As principais HSPs conhecidas séo as chaperoninas DnaK, GroEL,
GroES, DnaJ e GrpE (Arséne ef al., 2000), responsaveis pela manutengdo ou restauragdo da
estrutura de proteinas existentes na célula e estabilizagio de sitios de ligagdo destas proteinas,
impedindo a formagdo de agregados (Bukau & Horwich, 1998). As HSPs receberam esta
denominagdo por terem sido identificadas sob condigdes de estresse, onde sua sintese €
aumentada em até 15 vezes, porém, as HSPs também s3o expressas em células mantidas em
condi¢des ideais de cultivo, onde sd3o responsaveis pela estruturagdo de proteinas recém-
sintetizadas e auxiliam a degradagio de proteinas instaveis (Bukau & Horwich, 1998; Arséne et
al., 2000; Grimshaw et al., 2001).

Em E. coli, o estresse oxidativo induz a transcri¢do de varios genes que estdo relacionados
a funcgbes anti-oxidantes (katG e katE) (Potter et al., 2000), genes que controlam a
permeabilidade da membrana celular (micF) (Delihas &Forst, 2001; Pomposiello ez al., 2001) e
genes relacionados ao reparo de enzimas (fumC) e de DNA (nfo e fpr) (Pomposiello ez al., 2001).
Os genes soxR e oxyR codificam as proteinas SoxR e OxyR, que sio os principais reguladores da
resposta de E. coli ao estresse oxidativo, embora também sejam expressos em condi¢Oes
fisiologicas (Potter ef al., 2000; Pomposiello ef al., 2001). Uma situagdo onde ocorre indugdo de
genes relacionados ao estresse oxidativo € a fagocitose de E. coli por macrofagos. Esta resposta €
induzida pela presenga de 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio de modo que, bactérias capazes
de responder a esse estresse conseguem sobreviver a este mecanismo de defesa do hospedeiro

(Delihas & Forst, 2001, Potter et al., 2000).



18

O gene micF codifica um RNA antisense, cuja principal fun¢do € controlar a
permeabilidade da membrana celular, inibindo a tradugdo do gene ompF, responsavel pela
formagio de poros para o transporte passivo de moléculas hidrofilicas (Delihas & Forst, 2001). A
transcrigdo do gene micF ¢ induzida por estresse oxidativo, aplicagdo de antibidticos, presenca de
acidos fracos e em ambientes com alta concentragdo de nutrientes (Delithas & Forst, 2001,
Pomposiello ez al., 2001). Os fenotipos associados a expressdo de micF, incluem o aumento da
resisténcia da bactéria a fagocitose por macrofagos, aumento da resisténcia multipla a antibioticos
e perda da motilidade, devido a inibi¢do de proteinas que constituem os flagelos (Inoue et al.,
1997).

Os genes rpoS e rpoE sdo responsaveis pela sintese de fatores sigma, ou seja, sdo
importantes para o direcionamento da RNA polimerase a promotores especificos (Arséne et al.,
2000). O gene rpoS codifica a proteina RpoS, que regula a sintese da catalase KatE em resposta
ao estresse oxidativo (Potter et al, 2000). A RpoS também ¢é bastante expressa em E. coli
0157:H7 e esta relacionada a alta resisténcia desta bactéria a ambientes acidos, altas
concentra¢des de sal e altas temperaturas (Jordan et al., 1999), permitindo a sua sobrevivéncia em
alimentos acidos como salsichas (Cheville et al., 1996), maionese (Weagant ef al., 1994), iogurte
(Morgan et al., 1993) e carnes mal cozidas (Wall ez al., 1996). O gene rpoFE codifica o fator o,
responsavel pela regulagdo de genes, cujos produtos estdo relacionados a estruturacdo de
proteinas, mesmo em condigdes fisiologicas (Dartigalongue ef al., 2001). O fator G~ também
regula a sintese de proteinas relacionadas a sintese de lipopolissacarideos que compdem a
membrana externa e a remogio e inser¢do de polipeptideos que compdes a bicamada lipidica da
membrana celular (Dartigalongue et al., 2001).

O gene htpG, que codifica a proteina heat shock HtpG, € induzido sob outras condigGes de
estresse além do choque térmico, como por exemplo, o tratamento com etanol, cadmio e cloretos
(Mason, et al., 1999). A proteina HtpG atua como uma chaperonina, ligando-se a proteinas
parcialmente desnaturadas e facilitando a sua reativagdo (Thomas & Baneyx, 1998). A sintese de
HtpG ¢ bastante influenciada pelas condigdes de cultivo anteriores a aplicagdo do estresse. A
sintese de HtpG foi observada em amostras que foram cultivadas em meio de cultura complexo
antes de sofrerem varia¢io de temperatura de 37°C para 45°C, mas 0 mesmo ndo ocorreu em
amostras que passaram pelo mesmo tratamento, mas foram previamente cultivadas em meio de

cultura minimo (Mason et al., 1999). S3o conhecidos algumas situagdes onde ocorre aumento da
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resisténcia de bactérias a algumas condigles estressantes quando as amostras sdo previamente
cultivadas sob reducgdo da concentragdo de nutrientes (Rowe & Kirk, 2000). Em Enterococcus
Jaecalis observou-se a diminuig&o da sensibilidade a varios fatores de estresse como calor, etanol,
acidos, agentes oxidantes, hipoclorito de sodio e a radiagdo ultra-violeta em amostras cultivadas
sob limitag@o de glicose (Pichereau ef al., 2000). Esta situa¢do, onde um organismo € submetido
a uma situagdo de estresse ndo-letal e a seguir € submetido a um outro tipo de estresse e apresenta
maior resisténcia a essa condi¢do que a populagdo ndo-estressada original, € chamada de protegio
cruzada (Rowe & Kirk, 2000) e também foi observada em outros organismos como E. coli
(Hengge-Aronis, 1996), Salmonella enterica Typhimurium (O'Neal et al., 1994), Bacillus subtilis
(Hecker & Volker, 1998), Staphylococcus aureus (Kullik et al., 1998) e Listeria monocytogenes
(Wiedmann et al., 1998).

5. A bacia do rio Cotia

Alguns experimentos deste projeto visaram a detec¢do de genes expressos
diferencialmente em amostras de E. coli cultivadas em agua de rio € em amostras tratadas com
cloro apds um periodo de cultivo em agua. Para a realizag@o destes experimentos, decidiu-se pela
coleta de agua no rio Cotia, no municipio de Carapicuiba, S.P.

O rio Cotia foi escolhido por atravessar uma regido altamente urbanizada, com
aproximadamente 400 industrias e receber efluentes domésticos e industriais, além de integrar o
sistema de abastecimento de agua da Regido Metropolitana de Sdo Paulo (CETESB, 2001). A
coleta de agua para cultivo das amostras de E. coli foi realizada no canal de captacdo de agua da
estacdo de tratamento de dgua do Baixo Cotia, pertencente a SABESP (figura 1). Neste mesmo
local, existe uma estacdo de monitoramento automatico da CETESB, responsavel pela geragdo
dos dados sobre a qualidade da agua (CETESB, 2001).

Analises realizadas pela CETESB indicaram a contaminagdo do rio Cotia por fendis e
metais pesados, indicando a ocorréncia de despejos industriais (CETESB, 2001). Fenois sdo
compostos tOxicos para 0s organismos aquaticos e provocam altera¢do do odor e sabor da agua.
Em humanos, a intoxicagdo por fenois causa nauseas, vomitos, dores na cavidade bucal, na
garganta e no estdmago. Também provoca queda na pressdo arterial, seguida do desenvolvimento

de coma, convulsdo e endemia dos pulmdes (CETESB, 1999).
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Figura 1: Mapa da Regifio Metropolitana de Sdo Paulo. A seta indica a localizagdo da estagdo de tratamento de agua
do Baixo Cotia, pertencente 4 SABESP. Esta figura foi obtida no site: www.cetesb.sp.gov.br.
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Metais como cadmio, bario, chumbo, cobre, niquel, cromo, mercirio e zinco sdo
encontrados normalmente em agua doce, porém, em altas concentragdes prejudicam os sistemas
nervoso, cardiovascular e gastrointestinal de humanos. O cadmio € liberado para o ambiente
através da queima de combustiveis, uso de equipamentos eletronicos e acessorios fotograficos. O
bario ¢ utilizado na fabricagdo de fogos de artificio, vidros e praguicidas. A liberagdo de chumbo
¢ decorrente das atividades metalirgicas e produgio de plasticos e tintas. As maiores fontes de
contaminagdo por cobre sdo a corrosdo de tubulagGes por aguas acidas, fungicidas, indistrias de
mineragdo, fundi¢io e refinagdo. O cromo ¢é liberado na produgé@o de aluminio, ago inoxidavel,
tintas, explosivos, papel e fotografia. A queima de combustiveis fosseis € a principal causa da
contaminagdo por niquel, mas a mineragdo também tem papel importante. A liberagido de
merctrio ¢ decorrente da fabricagdo de produtos odontoldgicos e farmacéuticos e processos de
mineragdo e fundi¢do. J& o zinco entra no meio ambiente através de esgotos domésticos,
produgcdo de ferro e ago e combustdo de madeira (CETESB, 1999).

No ano de 2000, analises realizadas pela CETESB indicaram que na regido que inclui o
ponto COTI03900 (onde foi realizada a coleta de agua para experimentos) houve piora na
qualidade da agua. Foi detectada alta concentragao de chumbo, niveis elevados de contaminagio
por Giardia sp, coliformes, estreptococos fecais e Clostridium perfringens (CETESB, 2001).
Também foi observado alto potencial de formag@o de trihalometanos nas captagdes das estagoes
de tratamento de agua do Baixo Cotia e do Alto Cotia.

Em 2 coletas (de um total de 6 realizadas em um ano), através do teste de Ames foi
detectada atividade mutagénica em amostras de agua do ponto COTIO3 900, tornando necessaria a
investigacdo da origem de polui¢do (CETESB, 2001).

Até o momento, ndo sdo conhecidos trabalhos que avaliem a expressdo diferencial de
genes em amostras de bactérias entéricas estressadas pela permanéncia em ambientes poluidos. A
identificagdo de genes relacionados a resposta ao tratamento com cloro em amostras cultivadas
em condices ideais e neste tipo de ambiente pode, a longo prazo, permitir a melhor compreensédo
das alteracdes sofridas por bactérias entéricas em reposta ao processo de tratamento de gua para
consumo humano, assim como o desenvolvimento de metodologias para deteccdo de

contaminacdo fecal em agua.
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Objetivo geral
Analisar a expressdo génica diferencial em células de Escherichia coli mantidas em
laboratorio e em agua do rio Cotia (Carapicuiba — S.P.), quando submetidas ao tratamento com

cloro.

Objetivos especificos
1. Analisar o efeito de diferentes concentragdes de cloro e de diferentes tempos de exposigdo
a este agente, sobre as linhagens ATCC 25922 e 4219 de E. coli, cultivadas em meio LB,

através da construg@o de curvas de sobrevivéncia,

2. Analisar, utilizando-se curvas de sobrevivéncia, o efeito de diferentes concentragdes de
cloro e de diferentes tempos de exposigdo a este agente, sobre as linhagens ATCC 25922
e 4219 mantidas em agua do rio Cotia;

3. Identificagdio e caracterizagdo de genes expressos diferencialmente na presenga de cloro
em células mantidas em condi¢des de laboratério e células mantidas em agua do rio Cotia,
através da técnica de RAP-PCR;

4. Confirmacdo da expressdo génica diferencial, através de slot blot,

5. Clonagem e seqiienciamento dos fragmentos diferenciais;

6. Comparagio das seqiiéncias em bancos de dados.
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1. Linhagens de Escherichia coli

Foram utilizadas nos experimentos, a linhagem de colegdo Escherichia coli ATCC 25922
e a linhagem 4219, obtida pela CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
do Estado de Sdo Paulo) em coleta realizada na represa Billings (Sdo Paulo — S. P.) em 20 de
outubro de 1999. A linhagem de E. coli 4219 foi isolada a partir de caldo EC positivo, plaqueado
em agar eosina azul de metileno (EAM) e as coldnias tipicas foram triadas em meio IAL
(Instituto Adolfo Lutz), agar citrato de Simmon’s, caldo lactosado, reagdo de oxidase e coloragdo

de Gram.

2. Preparo de cultura permanente das linhagens

As linhagens de E. coli foram enviadas pela CETESB em meio LB solido. Estas linhagens
foram inoculadas em meio LB liquido (Bacto triptona, 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10
g/L; pH 7,5) (Sambrook ef al., 1989) e incubadas a 37°C, durante a noite, sob agitagdo de 250
rpm. Apos o crescimento, aproximadamente 10 pl de cada uma das culturas foram distribuidos
separadamente em placa de Petri contendo meio LB sélido (LB liquido contendo 15 g/L de Bacto
agar) (Sambrook er al. 1989) e incubadas a 37°C durante a noite. Uma colonia isolada foi
escolhida de cada uma das placas e inoculada em 2 mL de meio LB liquido. A partir deste
material foram preparadas culturas permanentes para estas linhagens. Para isto, 750 pL de cada
cultura foram misturados com 250 plL de glicerol estéril. As culturas permanentes foram

congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C.

3. Crescimento e sobrevivéncia na presenca de cloro

As linhagens de E. coli ATCC 25922 e 4219 foram inoculadas em meio LB liquido e
incubadas a 37°C, 250 rpm (condig¢des ideais para o crescimento da cultura) para a realizagio de
uma curva de crescimento. Aliquotas dos indculos foram retiradas em intervalos de 1 hora. Estas
aliquotas foram diluidas serialmente, plaqueadas em meio LB so6lido e incubadas a 37°C durante

a noite. O niimero de coldnias formadas foi contado e a partir destes dados foram construidas as
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curvas de crescimento. Com base nestes dados, foi decidido que a incubagédo das linhagens por 4
horas seria ideal para a obtengdo de células destinadas aos experimentos seguintes.

Para os experimentos com cloro, 20 mL de cada uma das linhagens cultivadas a 37°C, 250
rpm por 4 horas foram sedimentados por centrifugagdo a 11000 rpm por um minuto em
microcentrifuga (Beckman), lavadas trés vezes e ressuspendidas em tampao fosfato 50 mM, pH
7,5 (Sambrook et al., 1989) utilizando-se 0 mesmo volume da cultura inicial.

Para verificar a sobrevivéncia das linhagens na presenca de cloro, foram acrescentados 10
mg/L do desinfetante, na forma de hipoclorito de sédio. As amostras foram incubadas a 37°C,
sob agitagdo de 160 rpm. Foram realizadas duas curvas de sobrevivéncia. A primeira foi feita
com aliquotas das linhagens coletadas apods 0, 10, 20 e 30 minutos de exposi¢io e a segunda, apos
0, 5, 10 e 15 minutos. Assim que as aliquotas eram retiradas, o cloro foi inativado com a adigio
de tiossulfato de sodio na concentragéo final de 0,02% (Saby et al., 1999).

As aliquotas retiradas durante os experimentos foram diluidas serialmente em tampdo
fosfato 50 mM, pH.7,5, plaqueadas em meio LB solido e incubadas a 37°C durante a noite. A
sobrevivéncia foi avaliada a partir da contagem de UFC (unidade formadora de coldnia) dos
controles (amostras cultivadas a 37°C, 250 rpm por 4 horas) e das amostras tratadas. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.
4. Efeito do cloro nas linhagens de E. coli ap6s permanéncia nas aguas do rio Cotia

As linhagens de E. coli ATCC 25922 e 4219 foram inoculadas em meio LB liquido e
incubadas a 37°C, 250 rpm por 4 horas. As culturas foram submetidas a centrifugacdo a 11000
rpm por 1 minuto e o meio de cultivo foi descartado. A seguir, as células foram lavadas e
ressuspendidas em tampdo fosfato 50 mM pH 7,5 estéril e colocadas em camaras de McFeters
(figura 2) (McFeters & Stuart, 1972). As camaras foram colocadas em um béquer de vidro com
capacidade de 5 litros, contendo agua do rio Cotia coletada pela CETESB. Amostras de 1 mL
foram retiradas das cdmaras a cada 24 h por 3 dias, e apos diluigdes seriais em tampdo fosfato
foram construidas curvas de sobrevivéncia. Durante a realizagdo do tratamento a agua foi
mantida a temperatura ambiente (25°C) e o pH verificado no inicio e no final do periodo de

cultivo foi aproximadamente 7,0.
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Figura 2. CAmara de McFeters. Esta cAmara ¢é feita em acrilico e na hora do uso deve ser revestida com membrana
semi-permedvel, o que permite o contato das amostras com a 4gua ¢ impede a contaminagdo com MiCrorganismos
presentes no ambiente.
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A partir destes resultados, foi definido que as amostras seriam mantidas em agua do rio
por 12 horas para os experimentos com cloro e extragdo de RNA. Apos este periodo, as células
foram retiradas das cAmaras, sedimentadas através de centrifugag¢do a 11000 rpm, 1 minuto em
uma microcentrifuga (Beckman), lavadas por duas vezes e ressuspendidas em tampdo fosfato 50

mM, pH 7,5. A seguir, foram realizados tratamentos com cloro e curvas de sobrevivéncia como

descrito no item 3

5. Isolamento de RNA

O RNA total foi isolado a partir de amostras de F. coli submetidas a cada um dos
tratamentos propostos, segundo o método descrito por Winderickx & Castro (1994).

As células de E. coli foram lavadas por 3 vezes com TE (Tris-HC! 10 mM; EDTA 1 mM,
pH 8,0) e ressuspendidas em 1 mL de tampdo de extragio (EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris-HCI
0,1 M; pH 7,5). A seguir, foi acrescentado 1 mL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25v:
24v: 1v), contendo 100 ul. de SDS 10%. As amostras foram agitadas por 2 minutos em vortex.
Apbs centrifugagio por 3 minutos, 9000 rpm, 6°C, a fase aquosa foi transferida para outro tubo
eppendorf e uma nova extragio foi realizada com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25v: 24v:
1v). Este procedimento foi repetido até que a interface ndo fosse mais visivel.

O RNA foi precipitado através da adigdo de 120 do volume de acetato de potassio 40% e 2
volumes de etanol absoluto. O RNA foi mantido a —70°C por pelo menos 2 horas. A seguir, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos, 9000 rpm, 6°C. O precipitado obtido foi lavado
com etanol 70% e depois de seco, foi ressuspendido em aproximadamente 20 uL de agua-DEPC
(dietil pirocarbonato) e estocado a —70°C.

As amostras foram quantificadas em gel de 1% de agarose, 6% de formaldeido em tampédo
MOPS 1x (Tampio MOPS 10x: 41,8 g de MOPS; 16,6 mL de acetato de sodio 3 M, 20 mL de
EDTA 0,5 M pH 8,0; agua q.s.p. 1000 mL; pH 7,0).

Estes RNAs foram utilizados nos experimentos de RAP-PCR ¢ na sintese de sondas para

as hibridiza¢gdes das membranas de slot blot.
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6. RAP-PCR

O RAP-PCR (RNA arbitrarily primed polymerase chain reaction) foi realizado segundo
metodologia descrita por Welsh et al. (1992) e Wong & McClelland (1994).

6.1. Tratamento do RNA com DNAse

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse para eliminar possiveis
contamina¢des com DNA. Para isto foi utilizado 1 ug de RNA, ao qual acrescentou-se 0,5 uL de
inibidor de RNAse (RNA guard, 37,8 U/uL - Pharmacia), 24 uL de tamp&o para DNAse (0,8 mL
de Tris-HC1 1 M, pH 8,3; 1,34 mL de KC1 3 M; 0,12 mL de MgCl; 1 M; H2O q.s.p. 24 mL) e 1,6
uL de DNAse (10 U/uL — Pharmacia) em um volume final de 106 pL. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 37°C por 1 hora. A seguir, foram acrescentados 100 uL de 4agua e
foi realizada uma extragiio com fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25v: 24v: 1v) para remover
a DNAse. O RNA foi precipitado através da adi¢io de 0,1 volume de acetato de sodio 3 M, pH
52 e 2 volumes de etanol absoluto e incubagio a —20°C por no minimo 2 horas. Apos

centrifugagio e lavagem com etanol 70%, as amostras foram ressuspendidas em

aproximadamente 20 pl de agua-DEPC.

6.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit R7-PCR Beads (Amersham
Pharmacia), seguindo as instrugdes do fabricante. Para cada reag¢do, foram utilizados 10 uM de
um dos primers arbitrarios J04 (5'-CCGAACACGG-3'), J12 (5'-GTCCCGTGGT-3'), J14 (5™
CACCCGGATC-3") e J15 (5-TGTAGCAGGG-3") (OPERON Technologies), 1 ng de RNA
tratado com DNAse e agua-DEPC para completar o volume final da reagdo (50 uL). As reagoes
foram incubadas a 42°C por 30 minutos e logo a seguir, a transcriptase reversa foi inativada a

95°C por 5 minutos.
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6.3. PCR a partir do cDNA e eletroforese das amostras amplificadas

A amplificagdo das amostras foi feita utilizando-se 4 pl. do cDNA; 10 pL de
tampdo contendo Tris-HCI 2 mM, pH 8,3; KCl 5 mM; MgCl, 4 mM, primer arbitrario 1 pM;
dNTP 2 pM; [a-3*P]dATP 1 puCi; Taq polimerase 1,25 U, em um volume final de 20 pL. As
condigdes de amplificagdo foram: desnaturagdo a 94°C (5 minutos), seguido de 40 ciclos de 94°C
(30 segundos), 40°C (2 minutos) e 72°C (30 segundos). A extensao final foi realizada a 72°C por
20 minutos.

Os produtos de amplificag@o foram separados em gel desnaturante de acrilamida
(6%). Para isto, 7 pL do produto de cada rea¢do de PCR foram misturados com 5 pL do tampao:
formamida deionizada 88% (v/v); EDTA 10 mM pH 8,0; xileno cianol 0,01% e azul de
bromofenol 0,01%. As amostras foram desnaturadas a 80°C por 4 minutos ¢ 10 pL foram
aplicados no gel. A eletroforese foi realizada a 1320 V, 35 mA, 27 W. O término da corrida se
deu 30 minutos apos a frente de xileno-cianol chegar ao final do gel. Apds o processo de
eletroforese, o gel foi seco & vacuo sobre uma folha de papel Whatman 3 MM e o padrio de

bandas foi visualizado através de exposicéo a filme de raio x.

7. Isolamento e reamplificacio dos fragmentos diferenciais

Os fragmentos diferenciais obtidos em cada tratamento representam a expressio
diferencial dos genes ativados ou reprimidos pelas células em resposta as condi¢des de cultivo.
Para o isolamento destes fragmentos, o gel foi alinhado com a autorradiografia e as bandas
correspondentes aos fragmentos de interesse foram cortadas do gel e colocadas em tubo
eppendorf. O DNA foi eluido através de incubag¢io por 15 minutos a 95°C em 200 ul. de dgua e
precipitado através da adigdo de 0,1 volume de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 2 volumes de
etanol absoluto. O DNA foi mantido a —20°C durante a noite, centrifugado e ressuspendido em
10 uL de agua. Quatro uL. do DNA eluido foi reamplificado em uma reagdo com volume final de
40 uL contendo: Tris-HCl 2 mM, pH 8,3; KCl 5 mM; MgCl, 4 mM; primer arbitrario 1 uM;
dNTP 20 mM; Tagq polimerase 2,5 U. A amplificagio foi realizada através de desnaturagdo a 94
°C, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 40°C por 2 minutos, 72°C por 30 segundos e

extensdo final & 72°C por 20 minutos. As amostras reamplificadas foram quantificadas através de
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eletroforese em gel de 2% de agarose em tampdo TAE 1x, utilizando-se o padrao de massa e peso
molecular ¢174-Hae I (GibcoBRL). As amostras que apresentaram contaminagdo foram
submetidas a nova eletroforese nas condi¢des citadas acima e as bandas que apresentaram
tamanho esperado foram cortadas do gel e purificadas utilizando-se o kit Concert Rapid Gel
Extraction System (GibcoBRL).

8. .Slot blot

A confirmagio da expressio diferencial dos fragmentos isolados foi realizada por slot blot
(Xu et al., 1997, Mou et al., 1994). Para isto, uma membrana Hybond (Amersham) foi umedecida
com SSC 10x (obtido a partir de uma solugdo SSC 20x: NaCl 3 M e citrato de sodio 0,3 M) e
colocada no slot blot, conectado a uma bomba de vacuo. Dez ng de DNA, obtido a partir da
reamplifica¢do dos fragmentos diferenciais isolados do gel de RAP-PCR, foram colocados em
tubo eppendorf e o volume das amostras foi completado para 200 uL. com TE. A desnaturagio
das amostras foi feita por 10 minutos & 95-100°C. A seguir, foi acrescentado volume igual de
SSC 20x. As amostras foram colocadas nos slots e transferidas para a membrana. Apos a
passagem de todas as amostras, os slots foram lavados com 500 uL de SSC 10x. A membrana foi
seca a temperatura ambiente e 0 DNA foi fixado a 80° C por 2 horas. Todo o experimento foi

realizado em duplicata.
9. Hibridizacio das membranas de slof blot

Para a hibridiza¢do das membranas obtidas nos experimentos de slot blot foram utilizados
como sondas, os cDNAs obtidos a partir do RNA extraido em cada tratamento. Estes
experimentos foram realizados em duplicata.

Os cDNAs foram reamplificados e, a seguir, quantificados em gel de agarose 2%,
utilizando o padrdo de massa e peso molecular ¢x174-Hae III (GibcoBRL). Aproximadamente
30 ng destes cDNAs foram marcados radioativamente com [¢-*?P]dCTP utilizando-se o kit

Megaprime (Amersham Pharmacia).
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As membranas foram pré-hibridizadas por 5 horas a 42°C em solugdo composta por
formamida deionizada 50% (v/v); SSC 5x; Denhardt’s 10x (PVP 0,2%; ficoll 0,2%; BSA 0,2%));
Tris-HCI 20 mM (pH 7,5); SDS 1%; DNA de esperma de salmdo 100 pg/mL.

A hibridizaggo foi feita utilizando-se tampdo contendo formamida deionizada 50% (v/v);
SSC 5x; Denhardt’s 2x; Tris-HC]1 20 mM (pH 7,5); SDS 1%; sulfato de dextran 5%; DNA de
esperma de salmio desnaturado 100 ug/mL; 10'-10® cpm/mL de sonda previamente desnaturada
a 100°C por 5 minutos. As membranas foram incubadas a 42°C, durante a noite.

Ap0s a hibridizag@o as membranas foram lavadas 2 vezes com solugdo contendo SSC 2x e
SDS 0,1%, por 15 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas em SSC 0,1x ¢ SDS
0,1% a 55°C, pelo tempo necessario para o decréscimo da radioatividade, monitorando-se com
contador Geiger. Apos as lavagens, as membranas foram expostas a filme de raio-x para

visualizagdo dos resultados.
10. Analise dos sinais de hibridizacio dos experimentos de slot blot

Os sinais de hibridizag8o obtidos foram digitalizados e quantificados utilizando-se o
programa Kodak digital science ID v. 2.0.3 e as médias obtidas para cada fragmento foram
normalizadas como o descrito por Gill ez al. (1999), com modifica¢Ses. Diferengas de intensidade
e diferengas na presenga/auséncia de bandas dos diferentes tratamentos caracterizaram os
fragmentos que tiveram expressao diferencial confirmada.

A partir dos dados normalizados de amostras cultivadas em LB e tratadas com cloro, foi
construido um grafico de dispersdo, onde os pontos localizados sobre uma reta de fungdo x=y
representam fragmentos que ndo tiveram expressio diferencial confirmada e, pontos mais
distantes da reta normal representam fragmentos que tiveram maior grau de indug¢@o ou repressdo
nas condi¢cdes estudadas. A mesma analise foi realizada utilizando-se dados normalizados de
amostras mantidas em agua do rio Cotia e tratadas com cloro apos este periodo de manutengio.

A razdo entre os valores normalizados obtidos na hibridizagdo com sondas de amostras
tratadas com cloro e amostras cultivadas em LB determinaram os coeficientes de expressdo para
cada fragmento isolado em um destes tratamentos. Da mesma forma, os coeficientes de expressdo
dos fragmentos isolados de amostras tratadas com cloro ap6s manutengdo em agua e amostras

mantidas em agua foram calculados.
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Os fragmentos analisados por slot blot foram hibridizados com sondas obtidas dos 4
tratamentos experimentais, deste modo, além de confirmar a expressdo diferencial dos
fragmentos isolados dos géis de RAP-PCR, foi possivel analisar seus padrdes de expressdo nas 4
condi¢des estudadas. Para isto, os valores das quantificagdes destas hibridizagdes foram
normalizados com descrito por Gill et al. (1999) e a expressdo em cada condig¢do foi comparada
com o auxilio do programa Gene Cluster v.1,1, Cluster v. 2.11 e TreeView v. 1,45

(http://rana.stanford.edu/software).

11. Clonagem e seqiienciamento dos fragmentos diferenciais

Para a etapa de clonagem e seqiienciamento foram selecionados 20 fragmentos (10
obtidos de experimentos com a linhagem ATCC 25922 e 10 obtidos da linhagem 4219) que
apresentaram coeficientes de expressdo maior ou aproximadamente igual a 2, ou seja, eram mais
expressos em amostras tratadas com cloro apos cultivo em meio LB ou em agua do rio Cotia.
Estes fragmentos foram clonados utilizando-se o kit pGEM-T Easy (Promega), seguindo-se as
instrugdes do fabricante e seqiienciados em um seqiienciador automatico (ABI PRISM 377,
Perkin Elmer). Cerca de 3 clones de cada fragmento foram sequenciados, sendo que dois clones
foram seqiienciados utilizando-se o primer direto e um clone com o primer reverso.

As seqiiéncias de nucleotideos obtidas dos clones de um mesmo ¢cDNA foram alinhadas
com auxilio do programa Clustal W (v. 1,75). A seguir, as seqiiéncias foram comparadas com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados, utilizando-se o programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/), fungdo BLASTX 2.2.1 (Altschul ez al., 1997).

12. Técnicas padrdes de biologia molecular

Técnicas padrdes de biologia molecular como eletroforese de DNA, RNA e outras foram

realizadas como descrito em Sambrook ef al. (1989).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. Sobrevivéncia das linhagens ATCC 25922 e 4219 na presenca de estresse

Foram realizadas curvas de crescimento das linhagens ATCC 25922 e 4219, em meio LB,
a 37°C e 250 rpm (condigdes ideais para a manutengdo da cultura). Os resultados indicaram que 4
horas ¢ o periodo ideal de incubagdo das amostras para a realizagdo dos experimentos com cloro
e em agua do rio Cotia (figura 3). Apos este periodo, as culturas apresentaram concentragao de
aproximadamente 10® células/mL, que pode ser considerada suficiente para a realizagdo dos
demais experimentos (Dukan et al., 1997; Saby et al., 1997).

Ap6s 4 horas de incubagdo em meio LB, amostras das linhagens ATCC 25922 e 4219
foram submetidas ao tratamento com cloro. Em concentra¢des baixas, como 1 mg/L e 2 mg/L ndo
foram observadas alteragdes no niimero de UFC (unidades formadoras de colonia) com o
decorrer do tempo. Camper & McFeters (1979) observaram indugdo de injiria quando celulas de
E. coli eram submetidas a baixas concentra¢des de cloro, como 0,5 mg/L. Considerando que a
principal caracteristica de bactérias que sofreram injuria € a sua incapacidade de crescer em meio
seletivo (McFeters, 1990), ¢ possivel que o tratamento das linhagens ATCC 25922 e 4219 com 1
mg/L e 2 mg/L de cloro tenha provocado injiria nas células, e que este processo ndo tenha sido
detectado devido a utilizagdo de LB solido (ndo seletivo) para plaquear as amostras.

Em estagdes de tratamento, a concentragdo de cloro utilizada varia de acordo com a
qualidade da agua captada. Dependendo do grau de contaminagdo com coliformes fecais, sdo
utilizadas concentra¢des de 8-10 mg/L de cloro, mas em algumas situagdes, pode ser necessario a
utilizacdo de até 100 mg/L (comunicagdo pessoal — Eng. Alberto Ferro, SABESP).

A utilizacdo de 10 mg/L de cloro causou redugdo no numero de colonias formadas nas
duas linhagens (figura 4). Ap6és 5 minutos de exposicdo ao desinfetante, 75% da populagdo da
linhagem ATCC 25922 havia sido eliminada e apos este periodo inicial, a porcentagem de células
viaveis continuou sendo reduzida. A populagio da linhagem 4219 também sofreu uma redugdo
drastica nos 5 primeiros minutos de exposi¢do ao cloro (cerca de 50%), mas apds este periodo,
porcentagem de células vidveis se estabilizou e aparentemente, a amostra ndo foi mais afetada.
Ap6s a andlise dos padrdes de sobrevivéncia, a concentragdo de 10 mg/L de cloro foi escolhida
para a realizagdo do tratamento das amostras ap6s cultivo em LB e manutengdo em agua do rio

Cotia.
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Figura 3: Curvas de crescimento das linhagens ATCC 25922 e 4219, mantidas a 37°C, 250 rpm, em meio LB. Estas
foram as condi¢des de obtengdo dos controles utilizados nos demais experimentos.



Viabilidade de ATCC 25922 - 10 mg/L de cloro

100% e e e e e 2 b e e e e e
80%
60% ~
40%
0% l ,
0 5 10 15

Tempo {(minutos)

Porcentagem de
células viaveis

Viabilidade de 4219 - 10 mg/L de cloro
1 OO% e e e e e
S 2 80%
Q
53 60% \\
£8 40% > —s
g3
59 20%
n- O% T T 1
0 5 10 15
Tempo (minutos)

Figura 4: Sobrevivéncia das linhagens ATCC 25922 e 4219 ao serem tratadas com 10 mg/L de cloro.
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O tratamento das linhagens com esta concentragdo de cloro por 5 minutos inviabilizou a
extragdo de RNA, provavelmente, devido a alta taxa de mortalidade das células, por isso, optou-
se pelo tratamento com o desinfetante por 2,5 minutos. Curvas de sobrevivéncia das amostras em
tampdo fosfato mostraram que a diminui¢do do nimero de UFC foi causada pela agdo do cloro e
ndo por algum componente do proprio tampao (figura 5).

As linhagens ATCC 25922 e 4219 mostraram perfis distintos de sobrevivéncia quando
mantidas em agua do rio Cotia (figura 6). Ap6s 1 dia, a populagdo da linhagem ATCC 25922 foi
reduzida em 43%, enquanto a da linhagem 4219 foi reduzida em 18%. Em 2 dias, a linhagem
ATCC 25922 apresentava redugdo de 58% e a linhagem 4219, de 64% em relag@o a populagdo
inicial. J4 no final do experimento (3 dias), a linhagem ATCC apresentava 11% da populagio
inicial e a 4219 apresentava 14%.

E possivel observar que a linhagem ATCC 25922 sofreu redugdo acentuada de sua
populagio logo nas primeiras horas de exposi¢io ao estresse. Ja a linhagem 4219, embora
também apresentado reducdo acentuada de sua populagio ao término do experimento,
aparentemente, nio sofreu tdo severamente quanto a linhagem ATCC 25922 os efeitos do
estresse até o segundo dia. Este comportamento sugére que a linhagem 4219 possui estratégias
distintas das apresentadas pela linhagem ATCC 25922 para responder a esta condigdo.

Considerando os resultados descritos acima, principalmente sobre a linhagem ATCC
25922, decidiu-se pela manutengdo das linhagens em agua por 12 horas para extragdo de RNA e
experimentos com cloro. Este periodo foi considerado adequado porque mostrou-se suficiente
para induzir resposta ao estresse e ndo comprometeu a integridade do RNA extraido. Foram
realizadas curvas de sobrevivéncia das linhagens no leito do rio Cotia, mas os perfis obtidos ndo
eram diferentes das curvas realizadas em laboratoério com amostras de agua recém coletada.
Como o periodo de manutengdo das amostras para os demais experimentos era curto, optou-se
pela realizagdo dos tratamentos em laboratorio.

Foram construidas curvas de sobrevivéncia para as duas linhagens apds manutengdo em
agua do rio e tratamento com 10 mg/L de cloro (figura 7). Ap6és 5 minutos, a porcentagem de
células viaveis nas duas linhagens foi reduzido. Foi observado que amostras tratadas com a

mesma concentragdo de cloro, mas que haviam sido mantidas em meio LB apresentavam menor

sensibilidade ao desinfetante (figura 4).
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Figura 5: Curva de sobrevivéncia das linhagens ATCC 25922 e 4219 em tampéo fosfato.
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Figura 7: Curvas de sobrevivéncia das linhagens ATCC 25922 ¢ 4219 apds 12 horas de cultivo em agua do rio Cotia
e tratamento com 10 mg/L de cloro.
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O tratamento das linhagens com cloro logo apos manutengdo em meio LB mostrou que a
linhagem 4219 resiste ao estresse por mais tempo que a ATCC 25922. Do mesmo modo, apos as
primeiras horas de manuten¢do em agua do rio Cotia, a populagdo de 4219 sofre menor redugdo
que a de ATCC 25922. Porém, ap6s 2 tratamentos estressantes, o perfil de sobrevivéncia das duas
linhagens é semelhante, indicando que a permanéncia em agua provoca aumento da sensibilidade
de 4219 ao cloro.

Matin & Harakeh (1990) observaram que as proteinas sintetizadas em resposta a limitagdo
de nutrientes provoca aumento da resisténcia de E. coli a variagdo de temperatura ¢ a presenga de
agentes oxidantes. A limitagdo de nutrientes ¢ uma condigdo normalmente encontrada no
ambiente aquatico (Hobbie, 1966, Gray, 1976; Morita, 1982) e poderia contribuir para o aumento
da resisténcia de microrganismos ao processo de desinfec¢do (Laplace et al, 1997). Em
experimentos com Enterococcus faecalis foi observado que na fase estacionaria (estado mais
comum dos microrganismos em agua) ocorre aumento da resisténcia ao tratamento com
hipoclorito de sodio, em relagdo as células que estdo na fase exponencial (Laplace et al., 1997).
Hartke ef al. (1998) observaram o aumento da resisténcia de E. faecalis a temperatura, variagdes
de pH e hipoclorito de sodio apos a permanéncia em agua.

Nos experimentos realizados, observou-se que amostras cultivadas em agua antes do
tratamento com cloro sofriam redu¢do mais acentuada no nimero de UFC que amostras
cultivadas em LB. Estes resultados podem ter sido influenciados pela alta concentragdo de
poluentes domésticos e industriais encontrados no rio Cotia. A figura 8 mostra o local de
captagdo de agua da Estagdo de Tratamento de Agua do Baixo Cotia, na época de realizagdo dos
experimentos (novembro/2000). A analise da qualidade da 4gua indicou que durante o ano de
2000 ocorreu aumento na quantidade de poluentes e foram encontrados niveis elevados de
contaminacdo por Giardia sp, coliformes fecais e estreptococos fecais. Nos meses de margo e
novembro verificou-se a presenga de atividade mutagénica, avaliada pelo teste de Ames e na
regido da captagdo, verificou-se que o potencial de formagdo de trihalometanos era elevado
(CETESB, 2001). E bem provavel que além do estresse por limitagdo de nutrientes, as amostras
incubadas nesta agua tiveram que se ajustar a presenc¢a de fendis, metais pesados entre outros

compostos ali encontrados.
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Figura 8: Local de captagio de dgua da Estacdo de Tratamento de Agua do Baixo Cotia. E possivel observar o baixo
nivel de 4gua na época da realizagio das curvas de sobrevivéncia e extragdo de RNA.
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2. Isolamento de fragmentos expressos diferencialmente

A partir da analise das curvas de sobrevivéncia foram determinadas as condigdes para
extragdo de RNA. Os controles foram constituidos por amostras mantidas em meio LB, a 37°C e
250 rpm por 4 horas. Para detectar genes induzidos ou reprimidos em resposta ao cloro, as
amostras foram tratadas com 10 mg/L do desinfetante por 2,5 minutos. Para detectar diferengas
na resposta ao cloro quando as amostras eram mantidas previamente em agua, as linhagens foram
incubadas por 12 horas em agua do rio Cotia e tratadas com 10 mg/L de cloro por 2,5 minutos.

As células obtidas nas condi¢des descritas acima foram utilizadas para a extragdo de
RNA. A partir deste material, foram sintetizados os cDNAs correspondentes, utilizando-se os
primers arbitrarios J04, J12, J14 e J15 (OPERON [Technologies). Estes ¢cDNAs foram
amplificados e separados por eletroforese em gel desnaturante.

Um grande nimero de fragmentos foi isolado dos géis de RAP-PCR (tabelas 1 e 2, figuras
9A a 24A). Foram consideradas diferenciais:

1) fragmentos que apresentaram intensidade variavel quando comparados os controles
(amostras mantidas a 37°C, 250 rpm, meio LB por 4 horas) com as amostras em estresse
(amostras crescidas nas condigdes acima e tratadas com 10 mg/L de cloro) e, fragmentos
presentes em uma destas condigOes, mas ausentes na outra,

2) fragmentos que apresentaram intensidade variavel ou estavam presentes em uma condi¢@o
e ausentes na outra, quando comparadas as amostras mantidas por 12 horas em agua do
rio Cotia e amostras que receberam tratamento com cloro ap0s a manutengio em agua do
rio.

Um total de 351 fragmentos foram isolados dos géis de RAP-PCR, sendo 177 da
linhagem ATCC 25922 ¢ 174 da linhagem 4219. Para a linhagem ATCC 25922, o maior numero
de fragmentos diferenciais foi isolado de amostras cultivadas em rio (55 fragmentos) e em LB (52
fragmentos), j4 em amostras tratadas com cloro apos cultivo em LB foram isolados 39
fragmentos diferenciais e de amostras tratadas com cloro ap6s cultivo em 4gua foram isolados 31
fragmentos. Para a linhagem 4219, o maior numero de fragmentos diferenciais foi isolado de
amostras cultivadas em LB (53 fragmentos) e de amostras tratadas com cloro apos cultivo em
agua (52 fragmentos), o tratamento com cloro apos cultivo em LB permitiu o isolamento de 35

fragmentos e de amostras cultivadas em agua foram isolados 34 fragmentos.
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Tabela 1: Niimero de fragmentos diferenciais isolados dos géis de RAP-PCR, por primer ¢ por tratamento,
para a linhagem ATCC 25922.

, Tratamentos
Primer LB LB+Cl Rio Rio + Ci Total
J4 1 6 35 7 19
J12 20 10 10 8 48
J14 10 18 23 3 54
J15 21 5 17 13 56
Total 52 39 55 31 177

Tabela 2: Nimero de fragmentos diferenciais isolados dos géis de RAP-PCR, por primer ¢ por tratamento,
para a linhagem 4219.

. Tratamentos
Primer LB LB+ Cl Rio Rio + Cl Total
J4 1 4 3 31 41
J12 27 2 7 3 39
J14 17 14 17 8 56
J1i5 8 15 5 10 38

Total 53 35 34 52 174
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Figura 9: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagio da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em LB e
tratadas com cloro, utilizando-se o primer J4. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura. Em
B e C, experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB. Em
C, os mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em D,
grifico de dispersdo indicando em qual condigdo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sd0 mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro ¢ valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
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Figura 10: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagfo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A. gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em dgua e
tratadas com cloro apés cultivo em dgua, utilizando-se o primer J4. Os fragmentos considerados diferenciais estdo
indicados na figura. Em B e C, experimentos de slof blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra
cultivada em 4gua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro
ap6s cultivo em dgua. Em D, grifico de dispersdo indicando qual condi¢do ocorre maior expressdo dos fragmentos
analisados por slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y s3o mais expressos em amostras tratadas com
cloro e fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em 4gua. Em E,
histograma representado o coeficiente de expressio de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com
expressdo induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressio
reprimida pelo desinfetante.
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Figura 11: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em LB e
tratadas com cloro, utilizando-se o primer J12. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura.
Em B e C, experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB.
Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em
D, grafico de dispersdo indicando em qual condi¢@o ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por siot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
O coeficiente de expressdo de ATJ12L.C29 ndo foi calculado por se tratar de um fragmento detectado apenas em
amostras tratadas com cloro.
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Figura 12: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmacfo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em dgua e
tratadas com cloro apés cultivo em agua, utilizando-se o primer J12. Os fragmentos considerados diferenciais estdo
indicados na figura. Em B e C, experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra
cultivada em dagua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro
apos cultivo em agua. Em D, grafico de dispersdo indicando qual condig¢dio ocorre maior expressdo dos fragmentos
analisados por sfot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com
cloro e fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em agua. Em E,
histograma representado o coeficiente de expressio de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com
expressdo induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo
reprimida pelo desinfetante. Os coeficientes de expressdo de ATJ12R8, ATJ12R9 e ATJ12R10 ndo foram calculados
por serem fragmentos detectados apenas em amostras cultivadas em 4gua.
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Figura 13: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmacgfo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em LB e
tratadas com cloro, utilizando-se o primer J14. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura.
Em B e C, experimentos de s/of blof. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB.
Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em
D, gréfico de dispersdo indicando em qual condigfo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressio reprimida por este tratamento.
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Figura 14: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em agua e
tratadas com cloro ap6s cultivo em agua, utilizando-se o primer J14. Os fragmentos considerados diferenciais estdo
indicados na figura. Em B e C, experimentos de slof blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra
cultivada em dgua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro
ap6s cultivo em 4gua. Em D, grafico de dispersdo indicando qual condi¢o ocorre maior expressdo dos fragmentos
analisados por slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdio mais expressos em amostras tratadas com
cloro e fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em dgua. Em E,
histograma representado o coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com
expressio induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressao
reprimida pelo desinfetante. Os coeficientes de expressio de ATJ14R13, ATJI14R14, ATJ 14R18, ATJ14R19,
ATJ14R20 e ATJ14R22 ndo foram calculados por serem fragmentos detectados apenas em amostras tratadas com
cloro.
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Figura 15: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagio da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em LB e
tratadas com cloro, utilizando-se o primer J15. Os fragmentos considerados diferenciais estio indicados na figura.
Em B e C, experimentos de slot blof. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB.
Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em
D, grafico de dispersdo indicando em qual condigdo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slof blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sfo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sfo mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
O coeficiente de expressdo de ATJ15LB17 nio foi calculado por se tratar de fragmento detectado apenas em
amostras tratadas com cloro.
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Figura 16: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922 comparando amostras cultivadas em agua e
tratadas com cloro ap6s cultivo em agua, utilizando-se o primer J15. Os fragmentos considerados diferenciais estdo
indicados na figura. Em B e C, experimentos de s/ot blof. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra
cultivada em 4gua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro
apos cultivo em agua. Em D, gréfico de dispersdo indicando qual condi¢do ocorre maior expressdo dos fragmentos
analisados por slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com
cloro e fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em dgua. Em E,
histograma representado o coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com
expressdo induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressao
reprimida pelo desinfetante. O coeficiente de expressdo de ATJ15R12 ndo foi calculado por se tratar de fragmento
detectado apenas em amostras cultivadas em dgua.
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Figura 17: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em LB e tratadas
com cloro, utilizando-se o primer J4. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura. Em B e C,
experimentos de s/of blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB. Em C, os
mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em D, grafico
de dispersdo indicando em qual condi¢io ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
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Figura 18: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em dgua e tratadas
com cloro apés cultivo em dgua, utilizando-se o primer J4. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados
na figura. Em B e C, experimentos de slof blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra cultivada
em agua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro apoés cultivo
em 4gua. Em D, grafico de dispersdo indicando qual condigdo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por
slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras fratadas com cloro e
fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em dgua. Em E, histograma
representado o coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressao
induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressao reprimida pelo
desinfetante. Os coeficientes de expressdo de 42J4RC26, 42J4RC31, 42J4RC32 e 42J4RC33 ndo foram calculados
por se tratar de fragmentos detectados apenas em amostras tratadas com cloro.



56

B

Q. S Tas el Ll

L1 3 _1 _Ls Lo Lo
(R RS I B

EEEEE IR RN

C
12 13 16 L0 Ll

Ll4 L15 L16 L17 LI§ 120 121 122 123 124 125 128

005 ———

0,04
4 0031
9 0,02 -

A ‘e LB17
> * s
0,01 + 8o LB14 LB18
0 : ; : ’
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

LB

8% 85
53%5“—“5%@335559% 99§§§§
CREETRCE R R R S 8 SR e
99999939399 999939d349%9

Figura 19: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em LB e tratadas
com cloro, utilizando-se o primer J12. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura. Em B e C,
experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB. Em C, os
mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em D, gréfico
de dispersdo indicando em qual condigdo ocorre maior expressio dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
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Figura 20: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em agua ¢ tratadas
com cloro ap6s cultivo em agua, utilizando-se o primer J12. Os fragmentos considerados diferenciais estio indicados
na figura. Em B e C, experimentos de slot blor. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra cultivada
em dgua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro ap6s cultivo
em agua. Em D, gréfico de dispersdo indicando qual condi¢iio ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por
slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e
fragmentos representados abaixo da reta sio mais expressos em amostras cultivadas em agua. Em E, histograma
representado o coeficiente de expressio de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo
induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida pelo
desinfetante. Os coeficientes de expressdo de 42J12R2, 42J12R3, 42J12R4, 42J12RS5, 42J12R6 e 42J12R7 nio foram
calculados por se tratar de fragmentos detectados apenas em amostras cultivadas em agua.
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Figura 21: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagio da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em LB e tratadas
com cloro, utilizando-se o primer J14. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura. Em B e C,
experimentos de s/ot blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB. Em C, os
mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em D, grifico
de dispersdo indicando em qual condicdo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sio mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta sio mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
Os coeficientes de expressdo de 42J14LC26 e 42J14LC27 ndo foram calculados por se tratar de fragmentos
detectados apenas em amostras tratadas com cloro.
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Figura 22: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em 4gua ¢ tratadas
com cloro apos cultivo em 4gua, utilizando-se o primer J14. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados
na figura. Em B ¢ C, experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra cultivada
em agua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro apos cultivo
em agua. Em D, grafico de dispersdo indicando qual condigdo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por
slot blot. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo maiS expressos em amostras tratadas com cloro e
fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em dgua. Em E, histograma
representado o coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressao
induzida pelo tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida pelo
desinfetante. Os coeficientes de expressdo de 42J14R14, 42J14R15 e 42J14R 16 ndo foram calculados por se tratar de
fragmentos detectados apenas em amostras cultivadas em dgua.
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Figura 23: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em LB e tratadas
com cloro, utilizando-se o primer J15. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados na figura. Em Be C,
experimentos de slot blot. Em B, membrana hibridizadas com sonda obtida de amostra cultivada em LB. Em C, os
mesmos fragmentos hibridizados com sonda obtida de amostra tratada com cloro apés cultivo em LB. Em D, gréfico
de dispersdo indicando em qual condi¢do ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por slot blot.
Fragmentos representados acima da reta x=y sd30 mais expressos em amostras tratadas com cloro e fragmentos
representados abaixo da reta s3o mais expressos em amostras cultivadas em LB. Em E, histograma representado o
coeficiente de expressdo de cada fragmento, Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo induzida pelo
tratamento com cloro e valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida por este tratamento.
O coeficiente de expressdo de 42J15LC19 foi calculado por se fratar de fragmento detectado apenas em amostras
tratadas com cloro.
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Figura 24: Experimento de RAP-PCR (A) e confirmagio da expressio diferencial dos fragmentos isolados do gel de
RAP-PCR (B a E). Em A, gel de RAP-PCR da linhagem 4219 comparando amostras cultivadas em dgua e tratadas
com cloro ap6s cultivo em 4gua, utilizando-se o primer J15. Os fragmentos considerados diferenciais estdo indicados
na figura. Em B e C, experimentos de sfof blot. Em B, membrana hibridizada com sonda obtida de amostra cultivada
em dgua. Em C, os mesmos fragmentos hibridizados com sondas obtidas de amostras tratadas com cloro apés cultivo
em dgua. Em D, grifico de dispersdo indicando qual condigfo ocorre maior expressdo dos fragmentos analisados por
slot blor. Fragmentos representados acima da reta x=y sdo mais expressos em amostras tratadas com cloro e
fragmentos representados abaixo da reta sdo mais expressos em amostras cultivadas em dgua. Em E, histograma
representado o coeficiente de expressdo de cada fragmento. Valores acima de 1 indicam fragmentos com expressdo
induzida pelo tratamento com cloro ¢ valores abaixo de 1 indicam fragmentos que tiveram expressdo reprimida pelo
desinfetante.
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Os perfis de bandas obtidos para as duas linhagens foram distintos entre si. Diferengas no
padrio de sobrevivéncia das duas linhagens (figuras 4 a 6) também foram observadas e podem
estar relacionadas a diferengas no padrio de indugdo/repressdo de genes observados nos géis de
RAP-PCR.

A técnica de RAP-PCR, descrita originalmente por Welsh er al. (1992) e o display
diferencial de mRNA (Liang & Pardee, 1992) sdo bastante utilizados para detecgdo e isolamento
de genes expressos diferencialmente em procariotos e eucariotos, respectivamente (Nagel e7 al.,
2001). As duas metodologias se baseiam na sintese e na amplificagdo de cDNAs obtidos a partir
de RNAs isolados de amostras submetidas as condigdes de estudo, utilizando-se primers
aleatorios, no caso do RAP-PCR, e primers ancoradores e aleatorios, em display diferencial.

Varios autores utilizaram a técnica de RAP-PCR para estudos sobre expressdo génica em
microrganismos. Assim sendo, Paulino et al. (2002) analisaram a resposta ao cobre em
Acithiobacillus ferrooxidans. Um total de 104 fragmentos diferenciais foram isolados por estes
autores sendo que 70% destes fragmentos tiveram a expressdo diferencial confirmada por slot
blot. Chia et al. (2001) encontraram 6 genes induzidos e 3 genes reprimidos, em resposta a
reducdo de pH do meio de cultivo em Streptococcus mutans. Um dos genes induzidos, era
expresso especificamente em meio acido. Chakrabortty e al. (2000) isolaram 5 genes em Vibrio
cholerae que apresentaram expressdo diferencial durante o estabelecimento de uma infec¢do em
coelhos. Benson et al. (2000) detectaram a expressdo diferencial de 20 genes em Salmonella
enterica, relacionados ao desencadeamento da “resposta SOS” devido a aplicagdo de mitomicina
C. Neste trabalho, a técnica de RAP-PCR se mostrou bastante sensivel para detecgdo da
expressdo diferencial nas condigdes estudadas, permitindo o isolamento de um grande numero de

fragmentos, com uma baixa proporgédo de falso-positivos.

3. Confirmacio e anilise da expressio diferencial des fragmentos isolados através de RAP-

PCR

A utilizagdo da técnica de RAP-PCR para detecc¢do e isolamento de fragmentos expressos
diferencialmente normalmente resulta na ocorréncia de um grande numero de falsos-positivos
(Nagel et al., 2001), o que torna necessaria a confirmagdo da expressdo diferencial dos

fragmentos isolados. Entre os métodos mais utilizados para confirmagao da expressdo diferencial
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estdo o Northern blot e o slot blot. Ogawa et al. (2000), utilizando as técnicas de display
diferencial e Northern blot, detectaram e confirmaram a expressio diferencial dos genes CRS4C e
SAAI, expressos diferencialmente em células do epitélio intestinal de ratos, quando infectadas
por bactérias entéricas. Wong & McClelland (1994) isolaram um fragmento por RAP-PCR em
Salmonella enterica Typhimurium ap0s tratamento com peroxido de hidrogénio. A confirmagido
da expressdo diferencial deste fragmento foi feita através de Northern blot. Paulino et al. (2002) e
Leung ef al. (2000) utilizaram a técnica de slot blot para confirmar a expressio diferencial de
fragmentos isolados através de RAP-PCR de Acithiobacillus ferroxidans e Lentinula edodes,
respectivamente.

O método de slot blot (Mou et al., 1994) consiste na transferéncia dos fragmentos
diferenciais para uma membrana de nylon, utilizando-se um aparelho de slot blot, e hibridizagdo
destes fragmentos com sondas de cDNAs obtidos dos tratamentos que estao sendo estudados.
Esta técnica vem sendo utilizada como uma alternativa mais rapida e simples que o Northern blot
para analise de uma grande quantidade de fragmentos, uma vez que nfo exige uma hibridizagio
para analise de cada fragmento de RAP-PCR (Corton & Gustafsson, 1997; Leung ef al., 2000,
Paulino et al., 2002).

Para confirmagdo da expressdo diferencial, os fragmentos isolados dos géis de RAP-PCR
foram amplificados, transferidos para membranas de nylon e hibridizados com sondas marcadas
radioativamente. Os sinais de hibridiza¢@o obtidos foram quantificados e normalizados, € a partir
destes valores foram construidos os graficos de dispersdo, que mostram em qual tratamento
houve maior expressdo de cada fragmento analisado, e também os histogramas, onde observa-se
os valores dos coeficientes de expressdo dos fragmentos, que mostram o grau de indugdo ou
repressdo pela aplicacdo de cloro (figuras 9 a 24).

Dos 177 fragmentos diferenciais isolados dos géis de RAP-PCR para a linhagem ATCC
25922, 154 foram analisados por slot blot. Destes, 116 (aproximadamente 75%) tiveram
expressio diferencial confirmada. Para a linhagem 4219, foram isolados 174 fragmentos
diferenciais dos géis de RAP-PCR. Foram analisados por slot blot 132 fragmentos, dos quais 108

(81%) tiveram expressdo diferencial confirmada (tabelas 3 € 4).
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Tabela 3: Confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados através de RAP-PCR, para a
linhagem ATCC 25922,

Numero de Numero de fragmentos confirmados e respectivos Total de

Primer fragmentos tratamentos fragmentos

analisados LB LB+(Cl Rio Rio+Cl confirmados
J4 21 0 8 4 7 19
J12 42 13 9 7 4 33
J14 48 9 6 14 0 29
J15 43 12 6 12 5 35
Total 154 34 29 37 16 116

Tabela 4: Confirmagdo da expressdo diferencial dos fragmentos isolados através de RAP-PCR, para a
linhagem 4219.

Numero de Numero de fragmentos confirmados e respectivos Total de
Primer fragmentos tratamentos fragmentos
analisados LB LB+Cl Rio Rio+Cl confirmados |
J4 30 1 4 3 17 25
J12 35 21 | 7 3 32
J14 45 8 11 12 3 34
J15 22 6 9 0 2 17

Total 132 36 25 22 25 108
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Os fragmentos que tiveram expressdo diferencial confirmada foram hibridizados com
sondas obtidas em cada um dos quatro tratamentos experimentais. Este procedimento permitiu
que se verificasse o grau de expressdo de cada um destes fragmentos em tratamentos diferentes
dos quais haviam sido previamente isolados. Os sinais de hibridizagdo dos fragmentos foram
normalizados e os valores obtidos foram analisados com o auxilio dos programas Cluster e
TreeView v. 1,45 (http://rana.stanford edu/software) (figura 25). Nesta analise, as colunas
indicam o padrio de expressdo de cada fragmento em um determinado tratamento e as linhas
indicam a varia¢do da expressio de cada fragmento nos 4 tratamentos. A expressdo mais
acentuada em um determinado tratamento é representada em vermelho e a auséncia de expressdo
é representada em amarelo. Valores intermediarios de expressdo sdo representados com
combinacgdes entre estas duas cores. Os padrdes de expressdo observados na figura 25, para as
duas linhagens, indicaram diferengas entre as amostras tratadas com cloro e amostras tratadas
com cloro apés cultivo em 4gua, mostrando a influéncia do estresse ambiental na resposta a
aplicagdio do desinfetante. A analise das curvas de sobrevivéncia confirma esta observagdo, uma
vez que a taxa de sobrevivéncia das amostras apos cultivo em dgua e tratamento com cloro foi
quase nula, enquanto nas amostras cultivadas em LB e tratadas com cloro, o efeito néo foi tdo
dréstico.

Os mesmos fragmentos diferenciais, das linhagens ATCC 25922 e 4219 foram analisados
com o auxilio do programa Gene Cluster v.1,1 (http://rana.stanford.edu/software) (figuras 26 e
27). Com esta analise, os fragmentos diferenciais obtidos da linhagem ATCC 25922 foram
separados em 30 grupos (identificados na figura 26 como c0 a ¢29) e os fragmentos da linhagem
4219 foram separados em 18 grupos (identificados na figura 27 como c0 a c17), de forma que em
cada grupo fossem encontrados apenas fragmentos com mesmo padrdo de expressdo ao longo dos
4 tratamentos experimentais. Esta abordagem se mostra interessante, uma vez que genes
pertencentes a um mesmo grupo, aparentemente, estdo envolvidos com uma mesma fungdo nos
processos celulares, permitindo a inferéncia de fungdes para genes ndo caracterizados

pertencentes a um mesmo grupo (Eisen et al., 1998; Gash et al., 2000).
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Figura 25: Andlise do padrdo de expressdo de todos os fragmentos que
tiveram a expressdo diferencial confirmada, nos 4 tratamentos estudados.
Em A, padréio de expressdo dos fragmentos isolados da linhagem ATCC
25922. Em B, padrfo de expressdo dos fragmentos isolados da linhagem
4219. Em vermelho, estd indicada a expressdo mais acentuada em um
determinado tratamento. Em amarelo, a auséncia de expressdo. Valores
intermedidrios de expressdo estdo indicados em tons intermedidrios entre
amarelo e vermelho.
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Figura 26: Resultados das analises da expressdo de todos os fragmentos que tiveram expressdo confirmada na
linhagem ATCC 25922. Em cada grupo, observa-se em azul o valor relativo de expressdo para cada tratamento, na
seguinte ordem: o primeiro ponto corresponde a amostras cultivadas em LB, o segundo ponto, amostras tratadas com
cloro, o terceiro, amostras cultivadas em agua e por fim, o quarto corresponde a amostras tratadas com cloro apos
cultivo em 4gua. As retas em vermelho indicam o desvio padrdo desta analise.
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Tabela 5: Descrigdo dos grupos a que cada fragmento diferencial da linhagem ATCC 25922
pertence, apoOs analise realizada pelo programa Gene Cluster. Assinalados com asterisco, os
fragmentos seqlienciados.

Fragmento Primer Grupo Fragmento Primer Grupo Fragmento Primer Grupo
ATJI2LC25  J12 0 ATJ15LB17 J15 11 ATI12LC23* J12 19
ATJ14LB6 J14 0 ATJII2LB10  J12 12 ATJI2LC26 J12 20
ATJI4LB3  J14 1 ATJ12LB11  J12 12 ATJ12LC30* J12 20
ATJI4LB4  J14 1 ATJISRC19 J15 12 ATJ12R7 - J12 20
ATJI4LB5 J14 1 ATJI5RC21  J15 12 ATJ12R5 J12 21
ATJ14LB7 J14 1 ATJI5RC27 J15 12 ATIJ15R6 J15 21
ATJ14LB8 J14 1 ATJ4RC11 J4 13 ATJI5R10  J15 21
ATJ14LB9 J14 1 ATJ12LBY  J12 13 ATJISR11  J15 21
ATJI4LC13  J14 1 ATJ12LBI3  Ji2 13 ATIJ12R6 J12 22
ATII41L.C14 J14 1 ATJ14LB2 J14 13 ATIJ15RS8 s 22
ATJ4R2 J4 2 ATIJI5RC20 J15 13 ATJI14RI8  J14 23
ATJ14LB1 J14 2 ATJI4LC2 J4 14 ATJI4R20 )14 23
ATJ14R2 J14 2 ATI4R4 J4 14 ATJ15LC24 Ji5 23
ATJ12LB3  J12 3 ATIJ4R5 J4 14 ATJ12LC29 J12 24
ATJ12LB8 _J12 3 ATJI4LCl6 J14 14 ATJI12RC17* J12 24
ATJ14R11  J14 3 ATJISLB10 J15 14 ATJ4LCSB 14 25
ATJISLB1  Ji5 3 ATIIS5LB11  J15 14 ATHLC6B  J4 25
ATJISLB2  J15 3 ATJ15R7 J15 14 ATJ4RC6 J4 25
ATJISLB6  Ji5 3 ATIJ15R9 J15 14 ATJ4RC7 J4 25
ATJI5LB7  J15 3 ATJ4LC3 J4 15 ATJ4RC8* J4 25
ATJISLB8  JI5 3 ATJ12LB14 J12 15 ATJ4RC12* 14 25
ATJ14R8 14 4 ATJI2LB17 J12 15 ATJ4LC4 14 26
ATJISLB4  J15 5 ATIJ14R1 J14 16 ATJ4ALCSA 14 26
ATJ15LB12 J1I5 5 ATJ14R4 14 16 ATI4LC6A J4 26
ATJISLB16 J15 5 ATJI2LBI15 Ji12 17 ATJ4RC9 J4 26
ATJI2R4 J12 6 ATII2LC27 J12 17 ATJ4RC10 J4 26
ATJI2LB7  J12 7 ATJI2LC28 Ji2 17 ATI4LCT J4 27
ATJ15R1 J15 7 ATJ12R8 J12 17 ATJISLB14 J15 27
ATIJ15R3 J15 7 ATJ12R9 J12 17 ATJI4R16  J14 28
ATJ15R4 J15 7 ATJI2R10  J12 17 ATJI4R17  J14 28
ATIJ15RS J15 7 ATJ14R22 J14 17 ATJ15LC26* J15 28
ATJI5RC24  J15 7 ATJI5R12  J15 17 ATJI4LC19* J14 29
ATJ4R3 J4 8 ATJI2LC22 J12 18 ATJI4LC20* J14 29
ATJI2LB19 J12 8 ATJI2LC24 J12 18 ATJI4RI3  J14 29
ATJI4LC22 J14 8 ATJI2RC14 J12 18 ATJI4R14  J14 29
ATJISLBY  JIS 8 ATJI2RC15 J12 18 ATJ14R19 J14 29
ATJ15R2 J15 8 ATJI2RC16  J12 18 ATJISLC22* J15 29
ATJI2LB4  J12 9 ATJISLC25  J15 29
ATJ15LC23 J15 9
ATJ12LB16 J12 10
ATJ14R3 J14 10
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Tabela 6: Descrigdo dos grupos a que cada fragmento diferencial da linhagem 4219 pertence,
apos analise realizada pelo programa Gene Cluster. Assinalados com asterisco, os fragmentos
seqiienciados.

Fragmento Primer Grupo Fragmento Primer Grupo Fragmento Primer Grupo
42J15LC19  J15 42J121L.B14  J12 42J12R4  J12 11
42J15RC8*  J15 42J12L.B17 J12 42J12R5  J12 11
42J15RC14*  J15 42J121.B18 J12 42J12R6  J12 11
42J14LC27 114 42J15L.B7  J15 42J12R7  J12 11
42J4RC14 J4 42J4RC26  J4 42J14L.C23  J14 11
42J4RC22 J4 42J4RC31 J4 42J15L.C20 J15 12
42J4RC23 J4 42J4RC32 )4 42J12R1  J12 13
42J4RC24 J4 42J4RC33 J4 42J12RC8  J12 13
42J4RC25 J4 42J15LC12  J15 42J12RC9  J12 13
42J4RC27 J4 42J15LC13* J15 42J12RC10  J12 13
42J4RC30 J4 42J15LC14* J15 42J4L.C4 J4 14
42J15LBS8 J15 42J15LC15 J15 42J14R2  J14 14
42J121LB1 J12 42315LC16* J15 42J14R3  J14 14
42J121L.B2 12 42J15LC17* Ji5 42J14R4  J14 14
42J121.B4 J12 42J4RCI18* J4 42J14R5 JI4 14
42J12LB9 J12 42J4RC19* 14 42J14R25 J14 14
42J121B22  J12 42J12LB6  J12 42J14RC24 J14 14
42J121LB24  J12 42J12LB7  J12 42J4LC5 J4 15
42J12LC31  J12 423121.B11  J12 42J14L.C19 J14 15

42J15LB3 s 42J4LB1 J4 42J14LC20 J14 15
42J15LB4 J15 42J41.C2 J4 42J14L.C21 J14 15
42J15LB5 J15 42J41L.C3 J4 42J14LC22 J14 15
42J15LB6 J15 42J4R1 J4 42J14LC28 J14 15
42J12LB8 712 42J4R2 J4 42J14R8 J14 15
42J12LB10 J12 42J4R4 4 42J14R10  J14 15

42J14RC17 J14 15
42J14RC22  J14 15
42J12R2 J12 16
42J12R3 J12 16
42J14LC26  J14 16
42J14R14  J14 17
42J14R15 J14 17
42J14R16  J14 17

42J4RC15 14
42J4RC17 J4
42J4RC20 J4
42J4RC21 J4
42J121L.B28  J12
42J14R9 J14
42J15LC9  J15
42J14LC24* J14
42J14LC25*% J14

42J12LB15 J12
42J121.B16 J12
42J12LB20  J12
42J121LB21 112
42J121.B23 J12
42J121LB25 J12

42J14R11 J14

SRR R R R ERERRELUWLWWWWWWWWWWNNDNNNDNDNNNND=OO O

CDOVVVOVOWVWOOVOLVLOVOLVLOOVOVORRNNW-AIIIIIANARNNU KL W
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4. Clonagem e seqiienciamento

Foram selecionados para clonagem e seqiienciamento 20 fragmentos (10 da linhagem
ATCC 25922 e 10 da linhagem 4219) que apresentaram coeficientes de expressdo com valores
maiores ou proximos de 2, ou seja, os fragmentos mais expressos em amostras tratadas com
cloro, apos cultivo em LB ou agua do rio Cotia. Destes 20 fragmentos, 2 ndo puderam ser
analisados devido a problemas na obtengio de clones para as reagdes de seqlienciamento. As 18
seqiiéncias obtidas foram comparadas com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados,
utilizando-se o programa BLAST, fungdo BLASTX versdo 2.2.1. Cinco fragmentos da linhagem
4219 e 5 da linhagem ATCC 25922 n3o apresentaram similaridade significativa com seqiiéncias
de bancos de dados. Um resumo dos resultados do seqiienciamento dos 18 fragmentos poder ser
observado na tabela 7.

O fragmento 42J4RC19 (isolado de uma amostra da linhagem 4219, tratada com cloro
apos cultivo em agua e amplificada com o primer J4) apresentou similaridade de 98% com uma
provavel sintase de Escherichia coli K12 (Blattner e? al., 1997) (figura 28). Porém, na auséncia
de informacdes sobre os possiveis substratos desta enzima, ndo ¢ possivel inferir seu papel na

resposta da linhagem 4219 ao estresse.

42J4RC18: 3 EHGFIPVMVDPTCSLLDELKPLCVVDAILAKQNLGTRADMAPVTIALGPGFTAGKDCHAV 182
E GFIPVMVDP CSLLDELKPLCVVDAILAKQNLGTRADMAPVTIALGPGFTAGKDCHAV
Sbjct: 341 ERGFIPVMVDPACSLLDELKPLCVVDAILAKQNLGTRADMAPVTIALGPGFTAGKDCHAV 400

42J4RC19: 183 IETNRGHWLGQVIYSGCAQENTGVPGNIMGHTTRRVIRAPAASIMRSNVKLGDLVKE 353
IETNRGHWLGQVIYSGCAQENTGVPGNIMGHTTRRVIRAPAA IMRSNVKLGDLVKE
Sbjct: 401 IETNRGHWLGQVIYSGCAQENTGVPGNIMGHTTRRVIRAPAAGIMRSNVKLGDLVKE 457

42J4RC19: 347 ERGDVIAWIGEHEIKAPLTGMVRGLLNDGLPVFG 448
+ GDVIAWIGEHEIKAPLTGMVRGLLNDGL V G
42J4RC19: 456 KEGDVIAWIGEHEIKAPLTGMVRGLLNDGLAVVG 489

Figura 28: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoicidos do fragmento 42J4RC19 ¢ a seqiiéncia de
aminoacidos de uma provavel sintase de E. coli, indicada como sbjct.



Tabela 7. Analise das seqiiéncias dos fragmentos de RAP-PCR.
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Porcentagem
Fragmento Tag;z)mo Similaridade de vafue Referéncia
similaridade
42J4RC18 453 Sem similaridade e — —————-
42J4RC19 448 Provével sintase de Escherichia 98% e Blattner et al., 1997
coli K12
42J14LC24 339 Provavel permease (proteina do 98% 2% Blattner et al., 1997
sistema de transporte) - de
Escherichia coli K12;
Provavel proteina de transporte o 45
da familia MFS de Saimonella 83% le McClelland et al., 2001
enterica Typhimurium LT2
42J15LC13 368 Sem similaridade @ @ = - = ceeeee
42J15LC16 349 Sem similaridade @ @@= --—-- ——————
42J15LC17 328 Sem similaridade — e
42J15RC8 731 Orotato fosforibosiltransferase de 98% 3¢ Blattner et al., 1997
Escherichia coli K12
42J15RC14 234 Sem similaridade @™ @ @ o 0 e
ATJ4RCS8 453 Sem similaridade ———— ———
ATIJ4RC12 325 Sem similaridlade @~ =0 0-—— = e -
ATJI12LC23 275 orf nio identificada de 97% e Blattner et al., 1997
Escherichia coli K12
ATJI12LC30 285 Provavel proteina TPR de 68% 4™ McClelland et al., 2001
Salmonella enterica
Typhimurium LT2
ATJ12RC17 174 Sem similaridade — e -
ATJ14LC19 434 Fosfo-B-glucosidase de 80% 3e® Pema et al., 2001
Escherichia coli O157:H7
ATIJI14LC20 333 Sem similaridade
ATJ15LC22 475 Proteina hipotética de 82% 3e® Makino et al., 1999
Escherichia coli O157H7
ATJ15LC26 263 Regulador positivo para sintese 100% e Perna et al., 2001
de capsula ctr de Escherichia
coli O157:H7
ATJI5RC19 377 Sem similaridade - ———
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O fragmento 42J141.C24 (isolado de uma amostra da linhagem 4219, tratada com cloro e
amplificada com o primer J14) apresentou similaridade de 98% com uma provavel permease de
Escherichia coli K12 (Blattner et al., 1997) (figura 29) e similaridade de 83% com uma provavel
proteina de transporte da familia MFS de Salmonella enterica Typhimurium LT2 (McClelland et
al., 2001) (figura 30). Permeases da familia MFS (major facilitator superfamily) catalisam o
transporte de solutos e ions através da membrana celular e apresentam especificidade para
compostos como: agucares, metabolitos do ciclo de Krebs e dnions orgénicos e inorgénicos, entre
outros, além de exportar substancias como antibidticos (Saier Jr. & Paulsen, 2001). Foi observado
que na linhagem 4219, a expressio de 42J14LC24 ¢ aproximadamente 2 vezes maior em
amostras tratadas com cloro do que em amostras cultivadas em LB. Este fragmento também ¢é
bastante expresso, porém em menor escala, em amostras cultivadas em agua do rno Cotia e

praticamente n3o se expressa em amostras tratadas com cloro apos o cultivo em agua.

42J14LC24: 8 MCCYMAFFFGILHTNNIIIAYVFGFLTGMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSPGTANILIKAF 187
MCCYMAFFFGIL TNNIIIAYVFGFL GMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSPGTANILIKAF
Sbijct 1: 79 MCCYMAFFFGILQTNNIIIAYVFGFLAGMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSPGTANILIKAF 138

42J14LC24: 188 VSSGQFLLPLIISLLVWAELWFGWSFMIAAGIMFINALFLYRCTFPPHPG 337
VSSGQFLLPLIISLLVWAELWFGWS FMIAAGIMFINALFLYRCTFPPHPG
Sbjct 1: 139 VSSGQFLLPLIISLLVWAELWFGWSFMIAAGIMFINALFLYRCTFPPHPG 188

Figura 29: Comparacdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento 42J14LC24 e a seqiiéncia de
aminodcidos de nma provavel permease de E. coli, indicada como sbjct 1.

42J14LC24: 14 CYMAFFFGILHTNNIIIAYVFGFLTGMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSPGTANILIKAFVS 193
CY¥+ FF GIL+ I +AY GFL GMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSP TANILIKAFVS
Sbjct 2: 81 CYLIFFIGILYAQTIFVAYACGFLAGMANSFLDAGTYPSLMEAFPRSPSTANILIKAFVS 140

42J141LC24: 194 SGQFLLPLIISLLVWAELWFGWSFMIAAGIMFINALFLYRCTFPPHPG 337
GQFLLP+IISLLVWA +WFGWSF++A IM INALFL RC FPP+PG
Sbhjct 2: 141 GGQFLLPIIISLLVWANMWFGWSFLLAGAIMLINALFLLRCPFPPYPG 188

Figura 30 Comparagido entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento 42J14LC24 e a seqiiéncia de
aminoacidos de uma provavel proteina de transporte da familia MFS de Salmonella enterica Typhimurium LT2,
indicada como shjct 2.
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Embora a maioria dos estudos enfoque o papel de permeases e proteinas de transporte na
protec@o da célula bacteriana contra antibidticos, Alexander ef al. (1991) verificaram que de um
modo geral, organismos mais resistentes a antibidticos também s3o mais resistentes a
desinfecg@o, sugerindo uma relagdo entre estes mecanismos. Assim sendo, pode-se especular que
a expressao mais acentuada do fragmento 42J14L.C24 em amostras tratadas com cloro apos
cultivo em LB estaria relacionada com a protegio da bactéria a aplicacdo do desinfetante.

O fragmento 42J15RC8 (isolado de uma amostra da linhagem 4219, tratada com cloro
apos cultivo em agua e amplificada com o primer J15) apresentou 98% de similaridade com a
enzima orotato fosforibosiltransferase de Escherichia coli K12 (Blattner et al., 1997) (figura 31).
Esta enzima catalisa um dos passos da biossintese de novo de pirimidinas e por isso, tem papel
importante na sintese de acidos nucléicos (Quinn ez al., 1991). O fragmento 42J15RC8 também
apresentou expressio acentuada em amostras tratadas com cloro, apés cultivo em LB. Na amostra
cultivada em agua, a expressdo deste gene foi baixa e na amostra cultivada em LB, ndo foi
detectada. E possivel que a maior expressido de 42J15RC8 em amostras tratadas com cloro possa
ser explicada pelo proprio modo de agdo do desinfetante. O cloro, além de alterar a estrutura da
membrana celular, danifica acidos nucléicos e proteinas, e conseqiientemente, provoca alteragao
em todo o metabolismo celular (Bitton, 1994; McDonnel & Russell, 1999), com isso, a expressio
de 42J14RC8 pode estar relacionada ao processo de restauragdo ou sintese de acidos nucléicos.
Nédo foram encontrados trabalhos que relacionem a atividade desta enzima a condi¢des de
estresse, dificultando a andlise do papel da orotato fosforibosiltransferase nos tratamentos

realizados neste trabalho.

42J15RC8: 216 MKPYQRQFIEFALSKQVLKFGEFTLKSGRKSPYFFNAGLFNTGRDLALLGRFYAEALVDS 37
MKPYQRQFIEFALSKQVLKFGEFTLKSGRKSPYFFNAGLFNTGRDLALLGRFYAEALVDS
Sbjct: 1 MKPYQRQFIEFALSKQVLKFGEFTLKSGRKSPYFFNAGLFNTGRDIALLGRFYAEALVDS 60

42J15RC8: 36 XIEFDLLFGPA 4
IEFDLLEFGPA
Sbjct: 61 GIEFDLLFGPA 71

Figura 31: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento 42J15RC8 e a seqgiiéncia de
aminodcidos da enzima orotato fosforibosiltransferase de Escherichia coli K12, indicada como sbjct.

O fragmento ATJ12LC23 (isolado de uma amostra da linhagem ATCC 25922, tratada

com cloro apos cultivo em LB e amplificada com o primer J12) apresentou 97% de similaridade
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com uma orf (open reading frame) de Escherichia coli K12, ndo caracterizada, cuja seqiiéncia foi

submetida diretamente pelo Projeto Genoma da E. coli K12 (Blattner ef al., 1997) (figura 32).

ATJ12LC23: 187 LRPYDVSWDENYINKTKTLSLQSTGGVIEKTLSTYLMKDGKLCD 318
++PYDVSWH+ENY++K+K L+LQSTGGV+EKTLSTYLMKDGKLCD
Sbjct: 163 VQPYDVSWNENYVSKSKLLTLQSTGGVVEKTLSTYLMKDGKLCD 206

ATJ12LC23: 140 YYGPNAPVSVCPTRVSYARMMFHGMKTISIKRKHCLCNRRAE* LKKRFQPI**KTANYVM 319
Y GP++ ++CP+ VS + K K ++K K
Sbjct: 148 YQGPDSHDTICPS-VSVQPYDVSWNENYVSKSKLLTLQSTGGVVEKTLSTYLMKDGKLCD 206

ATJ121C23: 320 ASQMNEEGAYCRWVAQM 370
++QMNE G YCRWVAQM
Sbjct: 207 STQMNETGGYCRWVAQM 223

Figura 32: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento ATJ12LC23 e a seqiiéncia de
aminoacidos de um open reading frame de Escherichia coli K12, indicada como sbjct.

O fragmento ATJ12LC30 (isolado de uma amostra da linhagem ATCC 25922, tratada
com cloro e amplificada com o primer J12) apresentou 68% de similaridade com uma provavel
regido TPR de Salmonella enterica Typhimurium LT2 (figura 33). Os dominios TPR
(tetratricopeptide repeat) sio constituidos por a-hélices anfipaticas e anti-paralelas em uma
conformagdo necessaria a ligagdo entre diferentes proteinas. Os dominios TPR foram observados
originalmente em levedura onde foram identificados como modulos para interag@o de proteinas
regulatérias do ciclo celular (Hirano et al., 1990). Desde entfo, foram identificados em proteinas
relacionadas a diferentes fungdes, principalmente em eucariotos (Dobson ef al, 2001). Os
dominios TPR tém importdncia no funcionamento de proteinas do tipo heat shock, proteinas
relacionadas a regulagio do ciclo celular (formagio do complexo promotor da anafase e dos fusos
mitdticos) e repressdo da transcrigéo (Blatch ef al., 1999; Dobson et al. 2001). Em procariotos, o
dominio TPR foi caracterizado na proteina MAM?22 de Magnetospirillum magnetotacticum
(Okuda et al., 1996) e na proteina Hep de Helicobacter pylori que possui um sitio para ligagdo de
penicilina (Lithy et al., 2002).
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ATJ12LC30: 2 SRGQYDGINERYSEEGXXLSKSVYKDGKQXSVQTWYENGQKEEEKHFDEXGQLNG---~W 169
++G+ DG E+YSEEG LSK+ YK+GKQ S Q+WYENG +EE FD G+ +G w
Sbhijct: 194 NQGENDGTFEQYSEEGKLLSKATYKNGKQLSAQSWYENGHPKEESSFDSEGRKHGAVKEW 253

ATJ12LC30: 170 LSNG 181
SNG
Sbict: 254 FSNG 257

ATJ12LC30: 169 VKQWYKNGNLAKSXNYKHDILDGDSEEWY 255
VK+W+ NG A S YKHD+LDGD E+WY
Sbhjct: 250 VKEWFSNGKPASSKMYKHDVLDGDFEKWY 278

ATJ12LC30: 172 KQWYKNGNLAKSXNYKHDILDGDSEEW 252
++WY+NG+ YK+ +L+GD++ W
Sbjct: 275 EKWYENGHRESVYPYKNGMLNGDAKHW 30

Figura 33: Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento ATJ12L.C30 e a seqgiiéncia de
aminodcidos de uma provavel regido TPR de Salmonella enterica Typhimurium LT2, indicada como sbjct.

A expressdo do fragmento ATJ12LC30 foi detectada nas 4 condi¢des estudadas, porém, o
grau de expressdo deste fragmento em amostras tratadas com cloro, cultivadas em agua e tratadas
com cloro apos o cultivo em agua foi bem maior que na amostra cultivada em LB. A expressdo
deste gene em amostras cultivadas em LB pode ser explicada pelo seu possivel papel na
regulac@o de atividades como a divis@o celular e regulagdo da transcri¢do, porém, em situagdes
estressantes, sua expressao seria aumentada devido a sua possivel importancia na estruturagio de
proteinas de estresse de E. coli (heat shock). Poucos estudos que relacionam os dominios TPR em
procariotos sdo conhecidos, dificultando a elaboragdo de qualquer hipotese sobre o papel do
fragmento ATJ12LC30 na resposta aos tratamentos estudados.

O fragmento ATJ14LC19 (isolado de uma amostra da linhagem ATCC 25922, tratada
com cloro e amplificada com o primer J14) apresentou 80% de similaridade com uma fosfo-3-
glucosidase criptica de Escherichia coli O157H7 (Pema ef al., 2001) (figura 34). Em E. coli a
fosfo-B-glucosidase pode ser transcrita por 2 operons, chamados de cel e bgl, que sdo
responsaveis pelo transporte, fosforilagdo e hidrélise de celobiose, arbutina e salicina (Parker &
Hall, 1990). Operons similares sdo encontrados em Bacillus subtilis (LeCoq et al., 1995) e

Shigella sonnei (Kharat & Mahadevan, 2000).
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ATJ14LC19: 96 FDIVKDVEELCPNAWVINFTNPAGMALKPLSSYR-IKRFIGVCNIPIGMKMLFR-CIMLK 269
FDIVKDVEELCPNAWVINFTNPAGM + + + KRFIGVCNIPIGMKM R IMLK
Sbjct: 130 FDIVKDVEELCPNAWVINFTNPAGMVTEAVYRHTGFKRFIGVCNIPIGMKMFIRDVIMLK 189

ATJ14LCl19: 270 DSDD 281
DSDD
Sbjct: 190 DSDD 193

ATJ14LC19: 46 TNGAGGLFKGLRTIPVI 96
TNGAGGLFKGLRTIPVI
Sbjct: 113 TNGAGGLFKGLRTIPVI 129

Figura 34: Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento ATJ14LC19 ¢ a seqiiéncia de
aminoacidos da fosfo-B-glucosidase criptica de Escherichia coli O157H7, indicada como sbjct.

A expressdo do fragmento ATJ14LC19 foi detectada em amostras cultivadas em LB e
agua e em maior escala na amostra tratada com cloro. Porém, néo foi observada expressdo deste
fragmento na amostra tratada com cloro apds cultivo em agua. Foi observado que a indugdo da
fosfo-B-glucosidase ocorre na presenca de B-glucosideos e a sua repressdo € regulada pela
concentragdo dos produtos da degradagdo destes agucares (Parker & Hall, 1990). Uma
caracteristica interessante dos operons cel e bgl é que se tratam de genes cripticos, ou seja, genes
silenciados em linhagens selvagens e que sdo ativados apenas sob ocorréncia de mutagdes ou
insercdo de elementos genéticos méveis (Hall er al., 1983), por esta razio, Kharat & Mahadevan
(1990) sugerem que estes operons devem estar em processo para ser tornarem pseudogenes
devido ao acimulo de mutagGes. Porém, existe a possibilidade de que o operon bg/ tenha outras
fungSes que ndo estio relacionadas a utilizagdo de B-glucosideos (Mahadevan, 1997). Droffner &
Yamamoto (1992) detectaram a expressio do operon ce/ em bactérias mesofilicas como
Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa quando
incubadas em temperaturas entre 48°C e 54°C, sugerindo um papel do estresse na ativag@o destes
genes, normalmente silenciados. A identificagdo de outras fungdes que poderiam estar
relacionadas a este operon pode auxiliar a compreensdo do papel da enzima fosfo-f-glucosidase
nas condi¢Ges estudadas neste trabalho.

O fragmento ATJ15LC26 (isolado da linhagem ATCC 25922, tratada com cloro apds
cultivo em LB e amplificada com o primer J15) apresentou 100% de similaridade com o gene

rcsA de Escherichia coli O157T:H7 (Pema et al., 2001) (figura 35), que estd relacionado a
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regulacdo da sintese da capsula polissacaridea extracelular (Keenleyside et al, 1992). Sdo
conhecidos 2 tipos de capsula polissacaridea: o acido coldnico, encontrado em E. coli K12 € em
0157: H7 e os antigenos K, detectados em E. coli K30, Erwinia spp, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus (Keenleyside et al., 1992; Xu et al., 2000).
A funcio atribuida & capsula polissacaridea ¢ a de proteger fisicamente a célula bacteriana contra
estresses ambientais e contra mecanismos de defesa do hospedeiro, como a fagocitose

(Keenleyside et al., 1992).

ATJ15LC26: 158 QVIYHVVRLTDNVTINGIFVNMR 93
QVIYHVVRLTDNVINGIFVNMR
Sbjct: 186 QVIYHVVRLTDNVTNGIFVNMR 207

ATJ15LC26: 229 QMNIKASR-SSHKGNIKRKIKAHNNRL 152
QMNIKA SSHKGNIKRKIK HN ++
Sbijct: 161 QMNIKAKTVSSHKGNIKRKIKTHNKQV 187

Figura 35: Comparacdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento ATJ14LC19 e a seqiiéncia de
aminoacidos de RcsA de Escherichia coli O157:H7, indicada como sbjct.

Em Vibrio cholerae foi detectado o fenétipo rugoso, caracterizado pela produgdo de um
exopolissacarideo chamado EPSE™. Estes polissacarideos conferem maior resisténcia ao
tratamento com cloro e promovem a formagdo de biofilmes, sem que haja perda da
patogenicidade e provavelmente, conferem maior resisténcia ao estresse ambiental (Yildiz &
Schoolnik, 1999).

A proteina RcsA pertence a familia de ativadores de transcri¢io denominada LuxR, que
esta relacionada ao controle de repostas & estimulos ambientais (alteragdo de temperatura,
concentragio de sais e de fontes de carbono) (Stout ez al., 1991; Mao ef al., 2001). O aumento da
expressio de rcsA em amostras tratadas com cloro pode ser explicado pela necessidade da célula
em sintetizar os constituintes da capsula polissacaridea com maior intensidade para proteger a
membrana celular da agdo do cloro.

O fragmento ATJ15LC22 (isolado da linhagem ATCC 25922 tratada com cloro apos
cultivo em LB e amplificada utilizando-se o primer J15) apresentou 82% de similaridade com

uma proteina hipotética de Escherichia coli 0157:H7 (Makino et al., 1999) (figura 36), porém,
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ndo foram encontradas maiores informagdes que pudessem indicar qual seria o seu papel na

resposta ao estresse.

ATJ15LC22: 49 GKRRPHXLIKQGAILVTEPXEILXNLQFGLHWLPDAPENHF 171
G PH LIKQGAILVTEP EIL NLQFGLHWLPDAPEN F
Sbjct: 258 GSEGPHWLIKQGAILVTEPEEILENLQFGLHWLPDAPENSF 298

ATJ15LC22: 156 P*KSFYSPDQEDVALPFLS-SANVGDEVT 239
P SFYSPDQEDVALPF ANVGDEVT
Sbjct: 294 PENSFYSPDQEDVALPFPELLANVGDEVT 322

ATJ151C22: 8 GREXFAXPGPIGNPGSEG 61
GRE FA PGPIGNPGSEG
Sbjct: 244 GREVFALPGPIGNPGSEG 261

Figura 36: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento ATJ14LC19 e a seqiiéncia de
aminoacidos de uma proteina hipotética de Escherichia coli O157:H7, indicada como sbjct.

Dos 18 fragmentos seqiienciados, 10 ndo apresentaram similaridade com seqiiéncias
disponiveis em banco de dados, indicando que apesar do seqiienciamento completo do genoma da
Escherichia coli K12 e O157:H7, muito ainda deve ser elucidado sobre a fung@o dos genes e seus
papéis nas vias metabolicas em diferentes linhagens de E. coli. Porém, o tamanho reduzido de
alguns fragmentos analisados (por volta de 200-300 pares de bases) pode ter dificultado a
identificagio destas seqiiéncias. Até o momento nio existem trabalhos que enfoquem os aspectos
moleculares da resposta de E. coli ao tratamento com cloro apds ser submetida a estresse em
ambiente poluido. E comum a existéncia de microrganismos estressados pela permanéncia no
ambiente, por isso, a caracterizagdo da resposta de E. coli ao cloro apos estresse ambiental pode

ampliar os conhecimentos sobre as alteragdes sofridas por esta bactéria durante o tratamento de

agua.
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1. A curva de sobrevivéncia da linhagem ATCC 25922 sob tratamento com 10 mg/L de cloro
mostrou uma drastica reducdo no nimero de UFC (unidades formadoras de col6nia) nos
primeiros 5 minutos de tratamento e, apOs este periodo, a redugdo da populagdo prosseguiu de
maneira mais gradual. Ja a linhagem 4219 apresentou uma redugdo de aproximadamente 50% de
sua populacdo nos 5 primeiros minutos de tratamento, mas apos este periodo, o numero de UFC
se estabilizou, indicando que esta linhagem apresenta estratégia distinta de ATCC 25922 para

responder a este estresse;

2. As curvas de sobrevivéncia da linhagem ATCC 25922 e da linhagem 4219 cultivadas em agua
do rio Cotia indicou que apds 3 dias nestas condi¢des ocorre redugio acentuada do numero de
UFC para as duas amostras, sendo que para a linhagem ATCC 25922 esta redugdo ocorre de
maneira praticamente constante e para a linhagem 4219 ocorre de maneira mais lenta nos 2

primeiros dias e bruscamente entre o segundo e terceiro dias;

3. As curvas de sobrevivéncia da linhagem ATCC 25922 e da linhagem 4219 tratadas com cloro
ap6s cultivo em agua indicou que ndo ha diferengas entre estas duas linhagens quanto ao padrdo
de sobrevivéncia neste tratamento. Esta analise também sugere que o estresse ambiental (cultivo

em agua) provoca o aumento da sensibilidade da linhagem 4219 ao desinfetante;

4. Os experimentos de RAP-PCR foram eficientes para detecgdo de genes expressos
diferencialmente nas 4 condigdes estudadas (cultivo em LB, tratamento com cloro, cultivo em

agua e tratamento com cloro apds cultivo em agua);

5. Um total de 351 fragmentos diferenciais foram isolados dos géis de RAP-PCR, destes, 286
foram analisados por slot blot e 224 (aproximadamente 78%) tiveram expressio diferencial

confirmada,

6. A analise de todos os fragmentos que tiveram expressio diferencial confirmada indicou que o
padrio de expressdo de amostras tratadas com cloro difere do padrdo de amostras tratadas com o

desinfetante apés cultivo em agua, sugerindo influéncia do estresse ambiental;
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7. Dos 8 fragmentos seqiienciados da linhagem 4219, 3 apresentaram similaridade com: 1) uma
provavel permease de Escherichia coli K12; 2) uma provavel sintase de Escherichia coli K12; 3)

a enzima orotato fosforibosiltransferase, também de E. coli K12;

8. Dos 10 fragmentos seqiienciados da linhagem ATCC 25922, 2 apresentaram similaridade com
sequéncias depositadas em banco de dados, mas que ainda ndo foram caracterizadas e 3
fragmentos isolados de amostras tratadas com cloro apresentaram similaridade com: (1) uma
provavel proteina TPR de Salmonella enterica Typhimurium LT2, (2) uma fosfo-f-glucosidase
criptica de E. coli K12, (3) RcsA, um regulador da sintese da capsula polissacaridea de E. coli
O157:H7;

9. Nenhum dos fragmentos seqiienciados da linhagem ATCC 25922 apresentou similaridade com
seqiiéncias isoladas da linhagem 4219. Do mesmo modo, nenhum dos fragmentos seqiienciados
da linhagem 4219 apresentou similaridade com sequéncias da linhagem ATCC 25922, indicando

que ha diferencgas na resposta das duas linhagens aos mesmos tratamentos.
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Segiiéncia de nucleotideos obtidas de produtos de RAP-PCR em resposta ao cloro

1. Seqiiéncias nucleotidicas correspondem aos produtos de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922
induzidos por cloro apds cultivo em LB. Estas seqiiéncias estdo apresentadas no formato FASTA.

> ATJ121L.C23

GTCCCGTGGTTAGTGAGTATCAGAGCCACCAGCCAGGTTGTGGGTCGGTTC TGTTGATAAAGATATC TATTATGGACCARATGCACC
CGTGTCCGTGTGCCCAACCCGTGTCAGT TACGCCCGTATGATGT TTCATGGGATGAARACTATATCAATAARRACGAARACACTGTCT
TTGCAATCGACGGGCGGAGTAATTGARAAARCGCTTTCAACCTATC TGATGAAAGACGGCAAACTATGTGATGGCCTCGCAAATGAA

TGAAGAGGGCGCTT

> ATJ12L.C30
GTCCCGTGGTCAGTATGATGGAATTAACGAACGT TATAGT GAGGAGGGTANGNTACTGT CTARATCCGTCTATAAAGACGGAAAACA
AATNTCTGTTCAAACCTGGTATGAAAATGGGCAGAAAGAAGAGGAGARACATTTTGATGAGCANGGCCAAT TARATGGTTGGTTAAG
CAATGGTATAAAAATGGAAATCTTGCAAAATCACANAACTATAAACATGACATACTCGATGGTGATAGTGAAGAGTGGTACCACGEG
ACA

> ATJ14L.C19
CACCCGGATGAACGTATTCATTAAGTCATGGTTATCTTGTCAGGAACTAACGGCGCGGGCGGTCTGTTTARAGGTCTGCGTACCATT
CCGGTGATTTTGACATCGTAAAAGATGTCGAAGAACTATGTCCGAATGCATGGGTGATTAACTTCACTAACCCGGCGGGAATGGCAC
TGAAGCCGTTATCGTCATACCGGATTAARACGCTTTATCGGCGTGTGTAATATTCCGATCGGCATGAAGATGTTATTCCGATGTCTGA
TGCTGAAAGACAGCGATGATTATTATCGAT CTGTCGNCCTCACCATATGGT GTCATTAAGGATGGCTGTAAATGGCARACACGCTTT
GCGAATGCTTNTGGGTG@AICCGGTGAATACTAGTGAATCGCGGCCGCTGAGGCGACNTAEGGAGANTCCACGCGTGATCTACTGA

> ATJ14L.C20
CACCCGGATGAGTATTCAGGAGAAAAGCGACACAAAACAGGAAARAAGT TTGCCGCACAGCARCGARAAT TTTTCATTCAGCAGGTGG
TGTGATGACGAATGTGAAGGGAGTCAAAGAGTGGCATACAGCAACAAAT TTTTTGATGC TGTATGGT TTTGAGAATAAAAARATCGT
TGARATGTGTGAGCTTAATCATCAGATTAGCGAC TATGGCGTTACTTTTAACACCATACTGTGTAAACCATTCCAACATTCGCTGCC
AGCCGCTTTCGCAGATCGGCATGATAGC TCGGGCGATAATCGGCGTTGAACCATGCCTGCATCCGGTGAATA

> ATJ1SLC22
TGTAGCAGGGCGTGAAGNTTTTGC TTNGCCAGGACCAATAGGGAAT CCGGGAAGCGAAGGCCTCACTGNTTAATARAACAAGGTGCG
ATTCTTGTGACGGAACCGNAAGAAAT TCTGGANAACTTGCAATT TGGATTGCACTGGTTGCCAGACGCCCCTGARRATCATTTTATT
CACCAGATCAGGAAGACGTGGCATTGCCATTTCTGAGCTC TGCTAACGTAGGAGATGAGGTAACACCTGTTGACGTCGTCGCTGAAC
GTCCGCCACCTGTGCCAGAGGTAGNTACTCACTACTCGAACTGGAGTAGCAGGATGGATCGCAGCTGACCCGGCGGTATGTCCGATG
AGGAGGCATGCATGTCNCGACTAATGTATTGGTNGAACCTATAT TCACACAGAGCTGAGTGCGTGTGATAAGACAAACTTGACAGGA
TCTNCGCGCAGATTGATGAAAAAATTACATNCTGTCAATA

>ATJ15LC26
TGTAGCAGGGCATCAGGACGGTATCTTTGT TGAGAAAGCAGAGTAATCTTATTCAGCCTGACTGGTGGGAAACCACCAGTCAGAATG

TGTTAGCGCATGTTGACAAAAATACCATTAGTCACATTATCCGTCAGTCGGACGACATGGTAGATAACCTGTTTATTATGCGTTTTG
ATCTTACGTTTAATATTACCTTTATGCGATGAAACGGTCTTGGCTTTGATATTCATT TGGTCGGAGATT TGAATGGTTCCCTGCTAC
AR
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2. Seqiiéncias nucleotidicas correspondem aos produtos de RAP-PCR da linhagem ATCC 25922
induzidos por cloro apds cultivo em agua. Estas seqiiéncias estdo apresentadas no formato
FASTA.

> ATJ4RCS

CCGAACACGGCGCAGCAAGGGGAACTCAAGCAGATGTTTGAACTGT TTATGCAGATGGCCCCAGCAGGCGCAGCCAGTGCAGCGCAT
CAGAGCGACGGACGGAAGGGAAGAAGCGCT GAGAGACCCAGGGAGAGGGACAGAGGGATGTTGTGTGTGGGGGTGGACGCTGACCTC
ATATCGTTCATCGCGTGGGGAATGCTTCTACACGCCTGGTGTTACCTGCACCAGATGTTATTCCCATCGTCATCAAAACACAAAACC
AAACGG

> ATJ4RC12

CCGAACACGGAACGGTATAGTCATCACCAACTTTCTTCTGTTAAACATTTCGT TCATCAATGACATGCGATATTTACGACAGGATAT
AATTGGAATTCCTGTCTTTCAAAGTAATCGATGGATTTATCCCCTTGAAGAAGTATGACTAACTAGTTTGTTAGCTTCTTTCTTGAC
ATTGATAATATTGGTTTACAGATAACTATTGCTTATGGAGTCAATCAGATTGAATCAAACAATGAGCATGATTTANAGAGATTGAAC
AAGCGTCGA

> ATJ12RC17
GTCCCGTGGTAAAAGCAGCARAACGCGTTTCTCTTGTTTCCCAGTCTTTTTGCTGCTGAAACATCGGGTAATCTGCCTCTTAACCALCG
TAARATCGTTTTTAAGCGTGCCTGACACAACGCTGCGACAGTAGCGTATTGTGGCACAARAATAGACACACCGGGAGTTCATCATGA
CCTTAGAATGGTGGTTGCCTACCTGCTGACATCGATCATTTAAGCCTGTCGCAGCTCTGGCGCAATCAACACCATGACCACCTCGCT
CARCCACGGGACA

>ATJ15RC19
GTAGCAGGGAGATATCAATGGTCTTCTGGATTTGATGGCCAGCCGAAGCGGTCTGTACTGGCGCATGGATAATGGTCGGATTGTATT
CTATCTGACTGAAACCAGAACGTATCCACTTCATATGCTGAACACTAAAACCAGCAGCAGT TCCAGCGTCAGCTCTGCTCAACAAGC
ACAATGGGGGCAACAGGAGGCCAGGATAACTCAGCATCCGGTGATGCTACGTCCTCTCAGAGCACAACCGTCGGTCAGGAATACGAL
CTGTATGAAGACATCCGGAAAACTATTGAAGCGATGCTGCACCAGARAAAGGCCGTACTGGTTATCTGCATCGAGCTAACGCTAACA
GTCACTGANCTCTGCTGTCAGAAGCCGCG

3. Seqiiéncias nucleotidicas correspondem aos produtos de RAP-PCR da linhagem 4219
induzidos por cloro apés cultivo em LB. Estas seqiiéncias estdo apresentadas no formato FASTA.

> 42J15LC16

TGTAGCAGGGCCTGATGGTTTTTGAGCAGGGTTATGAT TCGAATGTATTAGGGATAACAGAGGAAGGCAAAAAAGCCAAAGTCTGGA
GCACAACAGACGGTGCCTGTGTTGGTCGTCGTGCTGTTGACGAGAT TAAGGAATGGACT GAGCCGGGAAACGGTAATCAGARAGTAG
TTCGCGTGACTTATACGTGGAAGC TGGTTGACGT TCCGGGCTGGAT TGACAAARAAGCCTTCGCCAGCGTTAAAGGGATGAATGAAC
CTGCTGATAGTGCCATGAATTTAGTTAAGACCAGTAATGGTTGGAAAGCTAACTARAAGGATGCTGGATCAAAATGCCCCTGCTACA
A

> 42J15LC13
TGTAGCAGGGGTACAAGGACGCCGCGCCAGCCGATCGCCGATCGTCAAAGAGCGGTTATGTGGTATGGCGCCATTCACCAAAATAAA
AATGACCGTTCACAGCCCCTGGCAACTGTTCTTTTCCATGATGT TAATGATGGCAGATTCTATGGTGAATTCCGCTGCCGCAAAGTA
TCCGCACTGAATTTAGGGCTTCTCCCCATT GGTAGTGTTTGGTATGAAGGAAGGATGGTTTCACAGGCTAGATTCATGACAAAGCNA
TTCAAGGTTGATTTTTCACATCGCGGGTGGARATACTACACCTTAAATGGAGACAAAGAGCCTTTAGTTCCACCCAATGTTTATCCT
CTGTTCTACCCCTGCTACAACGATCGGCTGGCCGGGGCGTCCTTGCGGCCCTGCTACAAATNACTAGTGAATTCGCGGCCGCTGCCA
GGTCGACCATATGGGGAGAACTCCNCCGCGTGGGTGCANNCTTGGGATTTTCT TNNGGGGGCCCAAAANNGGGG

> 42J151L.C17
TGTAGCAGGGTTATGATTCGAATGTATTAGGGATAACAGAGGAAGGCAAAAAAGC CAAAGT CTGGAGCACAACAGACGGTGCCTGTG
TTGGTCGTCGTGCTGT TGACGAGATTAAGGAATGGACTGAGCCGGGAAACGGTAATCAGAAAGTAGTTCGCGTGACTTATACGTGGA
AGCTGGTTGACGTTCCGGGC TGGATTGACAAAAAAGCCTTCGCCAGCGTTAAAGGGATGAATGAACCTGCTGATAGTGCCATGAATT
TAGTTAAGACCAGTAATGGTTGGAAAGCTARCTAAAAGGATGCTGGATCAAAATGCCCCTGCTACAA
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4. Seqiiéncias nucleotidicas correspondem aos produtos de RAP-PCR da linhagem 4219
induzidos por cloro apds cultivo em agua. Estas sequéncias estdo apresentadas no formato
FASTA.

> 42J4RC18

CCGAACACGGCGCAGCAAGGGGAACTCAAGCAGATGTTTGAACTGT TTATGCAGATGGCCCCAGCAGGCGCAGCCAGTGCAGCGCAT
CAGAGCGACGGACGGAAGGGAAGAAGGCGC TGAGAGACCCAGGGAGAGGCGACAGAGGCGATGTTGTGTGTGGGGGTGGACGCTGACCT
CATATCGTTCATCGCGTGGGGAATGCTTCTACACGCCTGGTGTTACCTGCACCAGATGTTATTCCCATCGTCATCAAAACACAAAAC
CARACGGATTACGTGTCTTCTTTGTT TCAGAGATGGCTCCACATCTCAGGTGGTGTGCGTCGTAGGAACACTGCATCCATCTTTGAA
AATATGTTTTCTACCCACGACAGTAGTACTCTTTTTTTTCGAAACACAAAGTGTCAAGGTATCTGGAAGATCCATCCAAATTTATTT
CGACCGTCCGTIGTTCGGA

> 42J4RC19
CCGAACACGGATTCATCCCIGTGATGGTAGATCCCACCTGTTCATTGCTTGATGAACTGAAACCGCTTTGCGTGGTGGACGCTATTC
TGGCGARACAGAAT TTGGGAACGCGGGCAGATATGGCACCAGTAACAAT CGCGLTTGGGCCGGGCTTTACTGCAGGGAAGGATTGTC
ATGCGGTAATTGAAACAAAT CGCGGGCACTGGCTCGGTCAGGTGATTTACTCTGGTTGTGCGCAGGAGAATACCGGTGTTCCCGGCA
ATATTATGGGGCATACCACCCGACGAGTGATCCGTGCTCCTGCTGCAAGCATTATGCGATCCAACGTGAAATTAGGCGATCTGGTGA
AAGAGGCGATGTGATTGCCTGGAT TGGTGAGCATGAAATTARAGCACCGTTGACGGGGATGGTGCGTGGCTTGTTGAACGACGGACT
GCCCGTGTTCGGA

> 42J15RC8
TGTAGCAGGGCCAAACAGCAGATCGAACTCAATGNCGGAATCCACCAATGCTTCAGCGTAARAACGGCCTAACAGTGCCAGATCGCG
CCCGGTATTAAACAGCCCGGCGTTGAAGAAATAGGGGCTTTTGCGCCCGGACTTCAACGTARACTCGCCAAACTTTAACACCTGCTT
GCTAAGCGCAAATTCAATAAACTGGCGCTGATATGGTTTCATGCCTTCGCTCCTCATCTTACTTTTCTACAGACAAAAAAARGGCGA
CTCATCAGTCGCCTTAAAAATCAGTTTGCCAGCGCCGCCTTCTGCGTCGCTACAATGGATTCGATTCCCCCTCGGGCCAGCGCCAAC
AAGGTGAGTAATTCTTCGTGGGTGAAACGGTTCGCCTTTGGCCGTCCCCTGCACTTTAATGATCGCCCGNTTCGGCATNATTACGTT
AATGTCGGGCTNTTGCGGCTGAGTCTNAACGATTCCAAAATCGCAACCTTTNNNCCGTTGACATGCCGAAGAAACTGGGGNTACCAT
CCTTTGGGGGNGGGGT TTANGTNGCCGNTTCNCANCTTTTGANGGAT TTGCARGCCAGCAGGACCGAATAAACGGAACNCGGGCCNC
ATAACGNCGNNNNNNNNANCACGNNAANAGGGAACTNCCCGGNTTTARATTATTT TGGCAAAANGGGGCAARAACTTTGNTTCATTG
GGNCCNCCTGTCARAAANAGGATTCNGCCCCNGGG

> 42J15RC14
TGTAGCAGGGTAGTAGATAAATTTTAGACAACAAAAAACCCACCAACCTTGAACCGAAATGGCGGGGTTGATGGGCTCCACAAAATG
GGGACATCAAAGAAAAGCAGTGGCACTAATTAAGACTGATGCCCTGCGGAAAAGTTCTGCGGTTGTGCARAAAAATTTCATTTTCAG
GGCAACTTCAGTTTTATCCTAATCCTGGCCATACCATGACGATGATTGTCCCTGCTACAA
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