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RESUMO

BARROS, J. P. Analise temporal do perfil de RpoS em isolados de Escherichia
coli de 4guas residuarias. 2017. 52 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Escherichia coli possui a capacidade de sobreviver em diversos habitats, seja dentro
do hospedeiro ou no ambiente externo. Um importante regulador de adaptacéo da
bactéria € a subunidade oS da RNA polimerase, responsavel pela transcricdo da
maioria dos genes associados a fase estacionaria e situacdes de estresse, como
escassez de nutrientes, baixo pH, variagdes de temperatura, exposi¢édo a radiagcdo UV
e exposicdo a radicais livres de oxigénio. O gene rpoS possui elevado grau de
polimorfismo, adquirindo facilmente mutacdes nulas ou atenuantes em condicdes de
cultivo no laboratério. Essa variacdo confere a bactéria fenotipos distintos relativos a
competéncia nutricional e resisténcia ao estresse. Na natureza, entretanto, alelos rpoS
nao-funcionais séo, aparentemente, menos comuns. Para entender o papel de RpoS
em condigbes extra laboratoriais, este trabalho teve como objetivo realizar uma
analise temporal do perfil de rpoS em isolados naturais de E. coli, a fim de se
correlacionar o status de RpoS com as alteracfes fisico-quimicas que ocorrem ao
longo do ano em aguas residuarias. Foi observado que RpoS é altamente persistente
neste tipo de ambiente, sendo prevalente em praticamente todas as amostras, mas
podem ser expressas em niveis diferentes, causando em uma grande variagdo nos
fendtipos influenciados por RpoS. Além disso ndo houve correlacdo entre os niveis de
RpoS e as estacdes do ano, mostrando que a proteina é altamente conservada e
essencial para a sobrevivéncia em ambientes fora do hospedeiro, como aguas
residuais.

Palavras-chave: Escherichia coli. RpoS. RNA polimerase. Estresse ambiental.



ABSTRACT

BARROS, J. P. Temporal analysis of the RpoS profile in Escherichia coli isolates
from wastewater. 2017. 52 p. Master thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Escherichia coli has the ability to survive in several habitats, either inside the host or
in the external environment. An important regulator of bacterial adaptation is the oS
subunit of RNA polymerase, responsible for the transcription of most genes associated
with stationary phase and stress situations, such as nutrient scarcity, low pH,
temperature variations, exposure to UV radiation and exposure to Free radicals of
oxygen. The rpoS gene has a high degree of polymorphism, easily acquiring null or
attenuating mutations under culture conditions in the laboratory. This variation confers
on the bacterium distinct phenotypes related to nutritional competence and resistance
to stress. In nature, however, nonfunctional rpoS alleles are apparently less common.
To understand the role of RpoS in extra laboratory conditions, this work aimed to
perform a temporal analysis of the profile of rpoS in natural isolates of E. coli, in order
to correlate the status of RpoS with the physico-chemical changes that occur to the
Throughout the year in wastewater. It was observed that RpoS is highly persistent in
this type of environment, being prevalent in practically all the samples, but can be
expressed in different levels, causing in a great variation in the phenotypes influenced
by RpoS. In addition, there was no correlation between RpoS levels and seasons,
showing that the protein is highly conserved and essential for survival in environments
outside the host, such as wastewater.

Keywords: Escherichia coli, RpoS. RNA polymerase. Environmental stress
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1 INTRODUCAO
1.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma proteobactéria y que pode apresentar-se de diversas
formas na natureza, incluindo cepas comensais, patogénicas de animais e humanos
ou ambientais (SOMORIN et al., 2016). Escherichia coli pode ser classificada em 8
grupos filogenéticos, A, B1, B2, C, D, E, F e Clado I. Essa classificacdo é baseada em
estruturas clonais extensas que a bactéria possui e que apresentam nao so6 diferencas
genotipicas e fenotipicas, mas que nos dizem também qual o seu nicho ecoldgico,
histéria de vida e habilidade de causar doencas. Cepas que causam infeccfes extra
intestinais pertencem principalmente aos grupos B2 e D, enquanto que cepas
comensais pertencem, normalmente, aos grupos A e B1. O filogrupo C pertence a um
grupo de cepas estritamente relacionadas ao grupo B1l, mas com caracteristicas
distintas, o grupo E faz parte de um pequeno grupo de estirpes que antes néo tinham
um grupo atribuido, do qual a espécie O157:H7 é o membro mais bem conhecido
(TENAILLON et al.,, 2010), e o recém descrito filogrupo F possui caracteristicas
semelhantes as do filogrupo B2. Cepas que sao fenotipicamente indistinguiveis de E.
coli, mas que possuem caracteristicas genéticas distintas foram designadas como

clade critico (CLERMONT et al., 2000, 2013).

Por muito tempo, E. coli tem sido utilizada como indicador universal de
contaminacao fecal em agua potavel, para recreacao, irrigacédo, dessedentacdo de
animais, aquicultura, etc. Porém, diversos estudos conseguiram isolar amostras de E.
coli de varios ambientes, tais como solo, sedimentos e aguas de climas temperados
(ANDERSON et al., 2005; CHANDRASEKARAN et al., 2015; TYMENSEN et al., 2015,

SOMORIN et al., 2016), sugerindo que a bactéria pode ndo apenas sobreviver, mas
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também multiplicar-se nesses ambientes (ZHI et al.,, 2016). Esse fato coloca em
duvida a validade de E. coli como indicadora de contaminacéo fecal, pois é dificil
determinar se a bactéria habita aquele ambiente ha pouco tempo ou se sobrevive e

replica-se durante longos periodos naquele local.

De fato, E. coli é capaz de sobreviver e multiplicar durante longos periodos no
ambiente, fora de um hospedeiro, mesmo sendo um habitat moderadamente
estressante, como por exemplo, ambientes que normalmente apresentam baixas
temperaturas e baixa disponibilidade de nutrientes. Essa capacidade de sobreviver e
reproduzir-se em diversos ambientes e hospedeiros é justificada principalmente pela
sua diversidade genética, que pode variar em até 20% (ELSAS et al., 2011). As
condicBes particulares de um meio causam a selecéo de cepas tolerantes ao estresse
ambiental, por meio de mutacdes em genes-chave. Similarmente, em culturas de
laboratorio de longo prazo, as bactérias evoluem e adaptam-se as diferentes

condi¢cBes impostas pelo pesquisador (CHIANG et al., 2011).
1.2 Fatores sigma da RNA polimerase

Bactérias regulam sua expressdo génica para adaptarem-se a condi¢cdes
ambientais variadas. A nivel transcricional, a expressao génica é catalisada pela
enzima RNA polimerase, que é formada por um cerne, composto pelas subunidades
a, o, B, B’ e w, e uma subunidade o (sigma) variavel, que se liga ao cerne de forma
transitoria e direciona a transcricdo para um conjunto especifico de genes. Desta
forma, a subunidade o é responsavel pelo reconhecimento do sitio promotor e inicio
da transcricdo (HENGGE-ARONIS, 2000; SCHELLHORN, 2014). Escherichia coli
possui sete fatores o, sendo cada um responsavel por transcrever conjuntos
especificos de genes em resposta a condicdes ambientais diferentes (ISHIHAMA,

2000). O principal fator o de E. coli, chamado também de fator housekeeping, € o o°,
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também conhecido como a® ou RpoD. Ele é particularmente ativo na fase exponencial
de crescimento, e € responsavel pela transcricio da maioria dos genes,
especialmente aqueles associados ao crescimento bacteriano, assimilacdo de
nutrientes e metabolismo, os chamados genes essenciais. O segundo em importancia
é o fator alternativo 63 ou o, também conhecido como RpoS, que regula a entrada
da bactéria na fase estacionaria de crescimento e reconhece os promotores de genes
envolvidos na resposta geral ao estresse, tais como a inani¢ao prolongada, baixo pH,
estresse térmico, exposicao a radiacdo UV e estresse oxidativo (NOTLEY-MCROBB

et al., 2002; PAGET; HELMANN, 2003; DONG; SCHELLHORN, 2009a).

A regulacao da expressao de rpoS, como mostrada na figura 1, ocorre em todos
0S niveis de expressdo génica, afetando o inicio de sua transcricdo, estabilidade do
MRNA, traducédo, atividade da proteina e degradacdo (BATTESTI; MAJDALANI;
GOTTESMAN, 2011; HENGGE, 2009). Na fase estacionaria de crescimento,
entretanto, a concentracdo de RpoS em E. coli aumenta principalmente por conta da
reducdo de sua protedlise. A degradacao de RpoS é promovida por uma chaperona
denominada RssB, que faz ligagdo com o fator oS apresentando-o a protease ClpXP
(HENGGE, 2009). A disponibilidade de RssB na célula, por sua vez, € modulada pelas
pequenas proteinas anti-adaptadoras IraP (em resposta a escassez de fosfato), IraM
(escassez de magnésio) e IraD (ocorréncia de dano no DNA), que, em resposta a
estresses ambientais, sequestram RssB permitindo o acimulo de RpoS na célula
(BOUGDOUR et al, 2008, BOUGDOUR; GOTTESMAN, 2007; MERRIKH;

FERRAZZOLI; LOVETT, 2009).
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Figura 1- Principais caracteristicas da regulacdo para a expressao do gene

rpoS e a producgéao de proteina oS em E. coli.
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Fonte: Landini et al, 2013

Legenda - Setas verdes indicam regulacdo positiva, setas vermelhas indicam regulacdo negativa e
linhas tracejadas indicam regulacao indireta.

A expressdo de RpoS é sensivel a mudancas ambientais e sofre influéncia de
varios fatores regulatérios, como por exemplo (p)ppGpp (guanosina
tetra/pentafosfato) e polifosfato, que regulam negativamente a transcricdo de RpoS
na fase exponencial de crescimento e positivamente na fase estacionaria (DONG;

SCHELLHORN, 2009a, 2010; BATTESTI et al., 2011).
1.3 Competicao dos fatores sigma

Com o aumento da concentracdo de RpoS na fase estacionaria, ocorre um
processo de competicdo entre oS e 0’ pela ligacdo ao nicleo da RNA polimerase.
Isto ocorre porque a concentracdo do cernes livres, isto é, ndo ligada ao DNA, é de

aproximadamente 600 a 700 moléculas por equivalente gendmico de DNA, enquanto
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gue a soma das moléculas de todos fatores sigma presentes em E. coli atinge pelo
menos o dobro desse valor (ISHIHAMA, 2000). A competicdo entre os fatores sigma
causa uma inibicdo parcial da transcricdo de genes transcritos por Ec’° (holoenzima
contendo o’ associado ao nucleo da polimerase), ja que o nimero de nlcleos de RNA
polimerase disponiveis é um fator limitante para a plena transcricdo de seus genes
dependentes (FAREWELL; KVINT; NYSTROM, 1998; MAEDA, 2000). O que também
influencia essa competitividade é a afinidade com que o fator sigma se liga ao
promotor (GRIGOROVA et al., 2006; MAURI; KLUMPP, 2014). Para que RpoS tenha
sua afinidade pelo cerne da RNA polimerase aumentada, € necessario um fator de
transcricdo chamado Crl, que se liga especificamente a RpoS, facilitando a ligacdo da
proteina ao cerne (CAVALIERE; NOREL, 2016). O gene phoA, por exemplo, que
codifica para a fosfatase alcalina, é transcrito pela RNA polimerase associada a ¢’°
(Ec’®) (TASCHNER; YAGIL; SPIRA, 2004). Por sua vez, o gene glgS, envolvido na
sintese de glicogénio (SPIRA; FERENCI, 2008), e katE, que codifica para a enzima

catalase (CHIANG et al., 2011), s&o transcritos por EcS.
1.4 Polimorfismo de RpoS

O gene rpoS é altamente polimérfico (IVANOVA et al., 1992; ATLUNG et al.,
2002) e essa variagdo proporciona as bactérias diferentes fendtipos relativos a
competéncia nutricional e resisténcia ao estresse (NOTLEY-MCROBB et al., 2002).
Foram identificadas varias mutacfes atenuantes em rpoS, tanto em isolados naturais
de E. coli quanto em cepas cultivadas em laboratério. Por exemplo, cepas selvagens
de E. coli quando mantidas em cultura por longos periodos de tempo tendem a
acumular mutacbes em rpoS, adquirindo vantagem competitivas em relacdo a
bactérias de culturas jovens. Este fendtipo foi designado como “Vantagem de

Crescimento em Fase Estacionaria” ou GASP, do inglés, growth advantage in
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stationary phase (ZAMBRANO et al., 1993; FINKEL, 2006). Uma alteracdo comum é
a presenca de uma mutacdo ambar no cédon 33 (TAG), enquanto que cepas rpoS*
possuem Glu (GAG), Tyr (TAT), ou GIn (GAG) na mesma posicdo. O alelo rpoSam
confere um fenoétipo atenuado em relacéo a resisténcia a estresses e a expressao de
genes dependentes de ¢, quando comparado ao tipo selvagem (GALBIATI et al.,

2014).

Mutantes rpoS podem ser selecionados sob limitacdo de nutrientes, sugerindo
gue a presenca do alelo selvagem de rpoS carrega uma desvantagem, caracterizada
por uma relagao de “trade-off” (conflito de escolha) entre a aptidao para a resisténcia
ao estresse e a absorcdo de nutrientes. (Growth Advantage in Stationary Phase)
(Zambrano et al., 1993; Finkel, 2006). Isso ocorre devido a competicao entre os fatores
sigma mencionada acima. Se por um lado, a presenca de RpoS diminui a capacidade
de absorcdo de nutrientes e a expressao de genes de crescimento, a presenca de
rpoS é necessaria em condices ambientais que requerem a expressao de genes
relacionados a protecdo e sobrevivéncia da bactéria. Isso explica porque a maioria
dos isolados naturais de E. coli carregam copias selvagens de rpoS. Crescimento
em meios com fontes alternativas (pobres) de carbono, tais como succinato e acetato
ou com concentracdes limitantes de glicose também favorece a sele¢cdo de mutacées
em rpoS. A relacdo de perda e ganho da funcdo de RpoS pode ser um importante
mecanismo adaptativo para garantir que E. coli sobreviva em ambientes naturais
complexos (SPIRA; FERENCI, 2008; DONG; SCHELLHORN, 2009b). Até mesmo a
transferéncia de E. coli entre laboratérios pode resultar em mutagdes em rpoS. Foi
demonstrado que durante um curto periodo de incubacdo em um stab, necessario
para o envio de cepas bacterianas pelos correios, surge uma guantidade consideravel

de mutantes rpoS (FERENCI et al., 2011; SPIRA et al., 2011).
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Até recentemente, a maioria dos trabalhos que estudaram a diversidade de
rpoS, reportaram aproximadamente 20-40% de alelos de rpoS nulos ou atenuados em
populacdes ambientais de E. coli ou Salmonella (FERENCI et al., 2011; BHAGWAT et
al., 2005; ROBBE-SAULE et al., 2003). Porém, estudos recentes revelaram que a
perda da funcédo de RpoS € uma ocorréncia mais rara (CHIANG et al., 2011; SNYDER
et al., 2012; BLEIBTREU et al., 2014). Nesses estudos a propor¢cao de mutantes rpoS
nulos variou de 0,3 a 2% do total de cepas examinadas. Ao contrario das publicacdes
mais antigas, nesses trabalhos, foi dada especial atencéo a coleta e preservacao das
bactérias, evitando que as mesmas fossem armazenadas em condi¢cdes que induzam
0 surgimento e a prevaléncia de mutantes rpoS. Todavia, nenhuma dessas avaliacdes
levou em consideracédo a diversidade dos niveis de RpoS. Ou seja, mesmo que a
grande maioria dos isolados de E. coli apresente gendtipo rpoS*, ainda pode haver
uma acentuada variacdo nos niveis de expressao intrinseca da proteina, conforme
demonstrado em relacdo as cepas da colecdo ECOR (Ferenci et al., 2011). Além do
mais, mesmo se a proporcao real de mutantes nulos de rpoS for de "apenas" 0,3-2%,
ainda assim € um indice muito maior do que o esperado para mutacdes espontaneas
em E. coli (aproximadamente 10-%/gene/geracédo), evidenciando um processo ativo de

selecao natural para a perda de rpoS no ambiente.
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2 OBJETIVOS

Nas condicdes de laboratério, cepas de E. coli tendem facilmente a acumular
mutacdes em rpoS, seja atenuando ou eliminando a sua expressao. Entretanto, na
natureza a presenca de alelos selvagens de rpoS €, aparentemente, mais comum do
gue a sua auséncia. Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a distribuicdo
de alelos de rpoS em isolados naturais de E. coli durante as esta¢des do ano, analisar
o perfil da proteina e a sua abundancia, com o intuito de determinar a sua importancia

na natureza.

Alguns trabalhos analisaram o perfil de isolados ambientais em relacdo a
presenca de rpoS. Porém, nenhum deles foi realizado em agua residuérias, nem
tampouco foi realizada uma analise sistematica da dinamica temporal de rpoS e de

seu nivel celular.

Objetivamos também encontrar uma relagcéo entre as condi¢des fisico-quimicas

do habitat de E. coli na hora da coleta e a presencga de RpoS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de Cultura

10Meio LB (MILLER, 1992): 10 g de Triptona, 5 g de Extrato de Levedura e 10
g de NaCl; dissolvido em 1 litro de H20. Meio rico utilizado para cultivo de Escherichia

coli.

Meio TGP/TSP &agar: 0,468% (m/v) NaCl, 0,15% (m/v) KCI, 0,108% (m/v)
NHa4Cl, 1,452% (m/v) Tris-base, 0,02% (m/v) MgCl2.6 H20, 0,035% (m/v) Na2SOa4, 0,2
ml CaClz (1 M), 0,2 ml FeClz (0,01 M), 0,2 ml ZnClz (0,01 M), 75 ml HCI (12 M), 0,1 m|
KH2POa4 (1 M); pH 7,5. A esta solucdo é adicionada 0,2% de uma fonte de carbono

(glicose ou succinato), e 15g/L de agar.

3.2 Coleta de amostras de agua do ambiente

Foram realizadas 12 coletas mensais de &gua do cérrego Pirajussara
(23°33'53.31"S; 46°42'49.86"W) durante 1 ano. Este cOrrego vem carregado de
grande quantidade de dejetos de esgoto domeéstico, sendo uma fonte rica de

coliformes fecais (figura 2).

Figura 2: Corrego Pirajussara, local onde foram realizadas as coletas mensais

de agua.

Fonte: Elaborada pela autora.
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As coletas foram realizadas com o auxilio de frasco de vidro tipo shott de 1L,
sem adicao de preservantes, suspensa por um barbante a fim de alcancar a superficie
da agua. Apos o término da coleta, os frascos foram higienizados externamente com
alcool 70% e transportados no mesmo recipiente, a temperatura ambiente, até o

laboratorio, para imediatamente prosseguir com o isolamento de microrganismos.

O intervalo entre as coletas foi de 30 dias, geralmente no dia 15 de cada més,

tendo inicio em 15 de outubro de 2014, e término em 15 de setembro de 2015.
3.3 Andlises fisico-quimicas das amostras de agua

Durante a coleta foram examinados 0s seguintes aspectos fisicos e quimicos
da agua: temperatura, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido. Para a medicdo de
oxigénio dissolvido utilizou-se kits prontos (marca Chemetrics) compostos por
ampolas contendo Rhodazina D (para analise entre 0 e 1 mg/L de oxigénio dissolvido)
ou indigo carmina (detecta acima de 1 mg/L de oxigénio dissolvido). A quantificacéo
dos resultados é feita visualmente através de comparadores colorimétricos. As
amostras de agua foram levadas para o laboratério para medi¢cdo da turbidez em
espectrofotdbmetro (DOsoo) (Hongve e Akesson, 1998), e para iniciar o isolamento e

identificacdo de Escherichia coli.
3.4 Isolamento e Identificacao de E. coli

As amostras do corrego foram diluidas 100 e 1000 vezes em solucéo de NaCl 0,9%
estéril, aliquotas de 100 uL foram plaqueadas no meio semi-seletivo e diferencial
MacConkey, e incubadas a 30 °C por 24 horas. No dia seguinte, aproximadamente
100 colbnias que apresentaram coloracéo vermelha (fermentadoras de lactose) foram
re-isoladas também em meio MacConkey a fim de garantir a pureza das cepas, e

submetidas a testes bioquimicos, inoculando os isolados nos meios semissoélidos
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EPM, Mili e citrato. Aquelas colbnias que apresentaram o padrao esperado para E.
coli (producdo de indol positiva, metabolizacdo de citrato negativa, producdo de
urease negativa e producéo de gas sulfidrico negativa) foram cultivadas em meio LB
agar a 30 °C para obtencao de estoque e congeladas a -80 °C em solu¢cédo aquosa

15% de glicerol.
3.5 Tipagem Multiplex de E. coli para classificacao filogenética

Apébs serem triados bioquimicamente como pertencentes a espécie Escherichia
coli, os isolados foram classificados em grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E, F e
Clado 1) através de ensaio de PCR multiplex, descrito em Clermont et al 2013. Foi
utilizado 1 pl de suspensdo de uma coldnia fresca em agua deionizada como molde.
Para cada reacao foram adicionados 25 pl do Master Mix de PCR GoTaq (Promega)

e 1 ul de cada um dos seguintes iniciadores especificos:
ChuA.1b - 5-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3'

ChuA.2 - 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3'

YjaA.1b - 5-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3'

YjaA.2b - 5-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3'
TspE4C2.1b - 5-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3'
TspE4C2.2b - 5-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3'
AceK.f - 5-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3'

ArpAl.r - 5-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3'

A reacdo foi feita de acordo com as seguintes etapas: desnaturacao durante 4

min a 94 °C, 30 ciclos de 5 segundos a 94 °C e 20 seg a 57 °C (grupo E) ou 59 °C
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(quadruplex e grupo C), e uma etapa de extensao final de 5 min a 72 °C. O produto
da reacao foi separado em gel de agarose 1,8% e as bandas obtidas comparadas a
do padréao. A classificacdo baseia-se na verificacdo da presenca de um ou mais genes
e na combinacdo dos mesmos. A figura 1 mostra a combinacao de bandas esperadas
para cada grupo filogenético. Os grupos A e C apresentam bandas tanto do gene arpA,
guanto yjaA, assim como os grupos D e E apresentam ambos os genes arpA, chuA e
o fragmento TspE4.C2, sendo necesséria a diferenciacdo dos grupos através de um
novo PCR utilizando os pares de genes ArpAgpE.f e ArpAgpE.r (grupo E) e trpAgpC.1

e trpAgpC.2 (grupo C) (LESCAT et al, 2012).
ArpAgpE.f — 5-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3
ArpAgpE.r — 5-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAC-3
trpAgpC.1 — 5-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3’
trpAgpC.2 - 5-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3’

Amostras classificadas como “desconhecidas” devem ser analisadas para

confirmar se pertencem a espécie Escherichia coli.

Figura 3- Teste filogenético para Escherichia coli feito por Clermont, onde observam-

se as bandas esperadas para cada grupo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

—
- = <4500 bp

arpA - - - - - D w - -

chud 3~ e eweedEpever e

yjaA =3 & e = -— - e

TspE4.C2 = = == - - o
<100 bp
A Bl C E D F B2
Clades

Fonte: Clermont, 2013
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Figura 4 - Genotipos quadruplex e etapas necessarias para classificar

filotipicamente os isolados de Escherichia coli

Quadruplex genotype

arpA (400 bp) chuA (288 bp) yjaA (211 bp) TspE4.C2 (152 bp) Phylo-group Next step

+ - - - A

+ - - + B1

- + - - F

- + + - B2

- + + + B2

- + - + B2 Could be confirmed by testing ibeA gene®

+ - + - AorC Screen using C-specific primers. If C+ then C, else A

+ + - - DorE Screen using E-specific primers. If E+ then E, else D

+ + - + DorE Screen using E-specific primers. If E+ then E, else D

+ + + - E or clade | Screen using E-specific primers. If E- then clade |,
confirm using cryptic clade primers®

- + - Clade | or |l Confirm using cryptic clade primers®

- (476)° - - Clade lll, IV or V  Confirm using cryptic clade primers®

- - - + Unknown Perform MLST

- - + + Unknown Perform MLST

+ - + + Unknown Perform MLST

+ + + + Unknown Perform MLST

- - - - Unknown Confirm Escherichia identification using uidA or

gadA/B, if positive screen using cryptic clade
primers® and/or perform MLST

Fonte — Clermont, 2013

3.6 Western-blot de RpoS

Bactérias foram cultivadas overnight em meio LB a 37 °C. No dia seguinte, a
turbidez das culturas foi medida em espectrofotometro (DOeoo). O volume de cultura
correspondente a 1 unidade de DOseoo foi centrifugado a 10000 rpm por 3 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampao de lise de proteina
(0.5 M Tris-HCI, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,01% bromophenol
blue) e fervido por 5 minutos. A suspensao foi centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos
para sedimentacdo dos debris bacterianos. As proteinas contidas no lisado de células
foram entdo separadas em gel de 10% de acrilamida. Foi utilizado o marcador
Precision Plus Protein™ Prestained Dual Color (Bio-Rad) como padrdao de peso
molecular, e como controles duas cepas de MG1655, sendo uma selvagem e a outra
knockout em rpoS. Apls a eletroforese, as proteinas foram transferidas a uma

membrana de nitrocelulose por meio de um electroblotter (BioRad).
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A membrana foi bloqueada com leite desnatado 1% em PBS-T, e entéo
submetida a ensaio de imunodeteccédo com o soro anti-RpoS monoclonal (Neoclone)
diluido 1000 vezes, seguido de incubacdo com o0 anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado a peroxidase. Para deteccédo do complexo, foi utilizado o kit
de deteccado Clarity (Bio-Rad) conforme recomendado pelo fabricante. A membrana
foi exposta a filmes de raios-X por diversos periodos de tempo até obter revelacéo

satisfatoria.
3.7 Ensaios qualitativos de fosfatase alcalina, acumulo de glicogénio e catalase

O nivel de RpoS foi indireta e qualitativamente avaliado através da atividade da
enzima fosfatase alcalina (inibida por RpoS), acumulo de glicogénio e producédo de
catalase (ambos estimulados por RpoS), conforme descrito (SPIRA E FERENCI,
2008). Culturas de bactérias foram incubadas overnight a 37 °C. Os in6culos foram
entdo diluidos para uma concentracéo de 108 bactérias, e um volume de 2 uL dessa
suspensao foi aplicado sobre placas de petri com meio minimo TGP &gar
suplementado com X-P (substrato da fosfatase alcalina). As placas foram incubadas
overnight a 37 °C. No dia seguinte, a variacdo da tonalidade da coloracéo azul
observada nos patches (crescimento bacteriano presente no local da placa de agar
em que foi inoculada a suspenséao bacteriana) foi avaliada. Quanto maior o nivel de
RpoS, mais fraca a coloracdo azul. Para a andlise de acumulo de glicogénio, patches
de bactérias cultivadas em placas de LB, conforme descrito acima, foram
armazenados a 4 °C por 24 h e entdo inundados com uma solucéao de iodo (20 g de
iodeto de potassio, 10 g de cristais de iodo dissolvidos em 1 | de agua e 250 ml de
EtOH). A intensidade da coloracdo marrom varia diretamente com o nivel de RpoS

nas células. O nivel de producéo de catalase foi avaliado pela aplicacdo de solugéo
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de peréxido de hidrogénio 100% sobre as culturas semeadas em placa, e observacao

de producéo de gas pelas colbnias.

3.8 Crescimento em meio minimo

O crescimento de E. coli em diferentes fontes de carbono é indiretamente
influenciado pelo nivel de RpoS (SPIRA et. al. 2008). Nesse contexto, a bactéria foi
avaliada quanto a capacidade de multiplicar-se em meios onde a Unica fonte de
carbono fosse glicose ou succinato, através de cultivo de patches dos isolados a partir
de uma cultura bacteriana crescida tubo overnight a 37 °C em placas de petri contendo
meio TGP ou TSP (substituicdo de glicose 20% por succinato 20% como fonte de
carbono) agar, incubados overnight a 37 °C por 12 e 24 horas respectivamente. A
densidade dos patches foi observada. Foram utilizados como controles cepas de
MG1655 WT (RpoS positiva), MG1655 delta rpoS (rpoS negativa) e delta rssB

(promove acumulo de RpoS).



28

4. RESULTADOS

4.1 Andlise fisico-quimica da agua do corrego

Conforme apresentado na tabela 1, a &gua do cérrego apresentou temperatura
média de 20 °C no periodo da manha, a faixa de flutuagédo da temperatura foi de 5 °C
(minima de 18 e maxima de 23°C). Naturalmente, durante o verdo as temperaturas
foram mais altas do que durante os meses de inverno. O pH da agua manteve-se
alcalino durante o ano todo. Neste caso a variacdo maxima foi 1,4 logs (40 vezes), de
7,03 em junho de 2015 a 8,44 dois meses depois. A concentragcdo de oxigénio
dissolvido disponivel foi muito baixa, com valores abaixo de 1 mg/L durante quase
todo o periodo. Esse resultado era esperado, visto que aguas residudrias estdo em
constante processo de eutrofizacdo, tendo o oxigénio dissolvido na 4gua rapidamente
consumido. A Unica excecao foi o més de junho de 2015, no qual a concentracéo de
02 medida foi de 5 mg/L. Os valores de turbidez (DOsoo) indicam a presenca de matéria
organica, consequentemente de nutrientes absorviveis, no local. A coleta 9,
particularmente, apresentou um alto valor de densidade 6ptica, provavelmente devido
a coleta ter sido realizada em um dia chuvoso, antecedido por 2 semanas sem
precipitacéo, o que pode ter resultado em movimentacado de uma grande quantidade
de solidos que estavam sedimentados no fundo. O excesso de chuvas pode também

haver contribuido para o aumento da concentracdo de Oz nesse més.

Tabela 1. Dados fisico-quimicos da agua retirada do corrego Pirajussara

N° da coleta Data Temperatura pH O.D (mg/l) DOsoo

1 15/10/2014 22 °C 7,5 0,6-0,8 0,14

2 17/11/2014 19 °C 7,71 0,6-0,8 0,142




3 15/12/2014 21°C 7,73 0,6-0,8 0,134
4 15/01/2015 20 °C 7,56 0,6-0,8 0,105
5 16/02/2015 23 °C 7,4 0,8-1 0,07
6 16/03/2015 22 °C 7,33 0,6-0,8 0,107
7 15/04/2015 21°C 7,21 08-1 0,160
8 15/05/2015 18 °C 7,72 0,8-1 0,110
9 15/06/2015 18 °C 7,03 5 1,150
10 15/07/2015 19 °C 8,04 1-2 0,180
11 15/08/2015 21°C 8,44 0,4-0,6 0,220
12 15/09/2015 20 °C 7,79 0,6-0,8 0,175

O.D. representa a concentracao de oxigénio dissolvido na amostra de agua

4.2 Isolamento e ldentificacdo de E. coli

29

A partir do cultivo prévio das amostras de dgua em meio MacConkey, foram

isoladas, de forma aleatéria, colbnias Lac positivas e prosseguiu-se com a

identificagdo bioquimica. Foram consideradas como pertencentes a espécie

Escherichia coli, as bactérias que apresentassem os seguintes fenétipos: hidrélise de

ureia negativa, descarboxilagdo do aminoé&cido lisina negativa, desaminac¢do do

triptofano negativa, producdo de acido sulfidrico negativa, teste positivo para indol e

auséncia de crescimento em meio citrato . Em média, cerca de 35% dos isolados Lac*

foram identificados como pertencentes a espécie Escherichia coli, o que é uma

frequéncia significativamente alta, pois num ambiente eutrofizado como um corrego

de aguas residuais, espera-se uma variedade extremamente alta de espécies
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bacterianas, que competem pela sobrevivéncia a esse ambiente (BHATIA et al., 2017,

CHAGAS et al., 2011).

4.3 Congelamento

Apés a identificagdo bioquimica, as colénias dos isolados de E. coli foram
diretamente congeladas a -80 °C na presenca de glicerol, sem passar por um processo
de cultivo em cultura liquida. Isso foi feito para minimizar a possibilidade de selecéo

de mutantes rpoS durante o crescimento dessas cepas.

O objetivo inicial era isolar 360 amostras, 30 a cada més. Porém, algumas
cepas nao sobreviveram ao congelamento, restando 349 amostras isoladas no total.
Como rpoS esta fortemente associada a resisténcia bacteriana contra alteracfes
bruscas de temperatura, algumas das cepas perdidas poderiam ser eventualmente
rpoS-negativas. Os dados obtidos com estas amostras antes de serem congeladas

nao foram incluidos nos resultados.

4.4 Andlise detalhada da coleta 1

Na tabela 2, trago como exemplo ilustrativo todos os dados obtidos para a
coleta de n° 1. As tabelas de todas as demais coletas encontram-se reproduzidas no

Anexo |.

As amostras isoladas foram identificadas numericamente. Em algumas coletas,
h& amostras faltando, pois como ja mencionado, algumas cepas morreram durante o
congelamento. Foram realizados os seguintes ensaios: classificacdo filogenética,
avaliacdo de presenca e nivel de RpoS, acumulo de glicogénio, atividade da enzima
catalase, atividade da enzima fosfatase alcalina, crescimento em meio minimo
contendo glicose como fonte Unica de carbono e crescimento em meio minimo

contendo succinato como fonte de carbono. Os resultados dos ensaios foram
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gualitativamente avaliados, sendo que a cada um deles eles foi aplicada uma nota
relativa: de '-' a '+++++', onde '+++++' representa o nivel maximo de expresséo de
RpoS, atividade enzimatica ou crescimento, e '-' representa a auséncia de RpoS ou

de crescimento ou 0s niveis minimos de atividade enzimatica.

Tabela 2 — Dados de classificagdo filogenética, presenca de RpoS, ensaios
fenotipicos e de crescimento com as amostras primeira coleta

Amostra Grupo filogenético | RpoS® | Catalase? | Glicogénio® | FA* | Glicose® | Succinato®
1 Desconhecido ++++ + +++ - +H+++ ++++
3 A ++++ + ++++ +++ ++++ ++
6 B2 +++++ + +++ ++++ ++++ +++
7 E +H+++ + ++++ - ++++ ++++
8 C +++++ + ++ +++ +++++ ++++
9 A ++++ + +++ ++ +H+++ +++
10 B1 +++++ + +++ + ++++ ++++
11 C ++++ + ++ +++ +++++ +
12 B1 +++ + +++ ++++ +++++ ++
13 B2 +++++ + ++ +H+++ |t -
14 B1 +++ + ++ +++ +++++ ++++
15 C +++++ + ++ +++ +++++ -
16 B1 ++++ + +++ +++ ++++ -
17 B2 +++++ + ++ - +++ +++
18 D +++++ + ++ ++++ ++++ +++
19 Desconhecido +++ - ++++ + +++ +++
20 E ++++ + ++ +++ +H+++ +++
21 C ++++ + ++++ ++ +++++ ++++
22 B1 +++++ + ++ ++ +H+++ -
23 C ++++ + ++ ++ ++++ +
24 F +++++ + +++ ++ +H+++ ++++
25 C +++ + +++ +++ ++++ -
26 F +++ + ++ ++++ +H+++ ++++
27 C ++++ + ++++ ++ +++++ ++++
28 Desconhecido 4+ - +4++ ++ + -
29 C +++ + ++++ - +H+++ ++++
30 Desconhecido ++ + +H+++ +++ ++ +++
MG 16557 ++++ + +H+++ +++ ++++ +++
MG 1655 ArpoS’ - - + +++ e+ -
MG1655 ArssB + +++++ - ++++ -

1 Determinado por western-blotting

2 Atividade de catalase, avaliada através da efervescéncia de col6nias de bactérias inundadas
com peréxido de hidrogénio

8 Acumulo de glicogénio, medido pela intensidade da coloracdo marrom de patches de
bactérias corados com iodo

4 Atividade de fosfatase alcalina, avaliada em patches de bactérias cultivados na presenca de
X-P
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5 Crescimento em meio minimo com glicose como fonte de carbono

6 Crescimento em meio minimo com succinato como fonte de carbono

7 Cepa selvagem de E. coli K-12 e seus mutantes rpoS nulo e rssB (produz altos niveis de
RpoS), usados como controle em todos os ensaios

4.4.1 Western blotting de RpoS

A primeira caracteristica apresentada € a expressao de RpoS detectada pelo
ensaio de western blotting. Na figura 2 podemos visualizar bandas de diferentes
intensidades, que correspondem a diferentes niveis da proteina, e para essas
diferencas foram dadas notas relativas de 0 a 5, onde 0 ndo ha expressao de RpoS,
e 5 ha expressao alta da proteina naquela coleta. O tamanho das bandas de RpoS
observadas foi de aproximadamente 38 kDa. Foram observadas também bandas de
menor massa, resultantes da degradacédo da proteina ou de reacdo cruzada com
proteinas inespecificas. Nesse exemplo, apenas uma amostra exibiu expressao fraca

de RpoS (++), e as demais variaram entre média e alta expressao (++ a +++++).

Figura 5. Western blotting de RpoS das amostras da coleta 1, onde observa-se

variacdo na intensidade das bandas
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4.4.2 Classificacao Filogenética

A classificacdo filogenética foi realizada de acordo com Clermont 2013,
conforme detalhado na secédo 3.5 dos Métodos. Esse método consiste de um PCR
multiplex com 4 pares de iniciadores. A figura 3 mostra a foto do gel das amostras da
coleta 1. As figuras 3A e 3B apresentam uma tipagem multiplex tipica; a figura 3C
mostra a tipagem confirmatéria para os grupos C, D e E. Nesta coleta, foram
encontradas cepas pertencentes a todos os grupos filogenéticos, exceto o clado
criptico I, com predominancia dos grupos relacionados a espécies comensais (A, B1

e C). 000000000000000000000000000000000

Figura 6- Classificacao filogenética por tipagem multiplex de amostras da coleta 1
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ArpAgpE —» P
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Legenda — A e B) PCR quadruplex onde pode-se classificar cada bactéria a partir da presenca
ou auséncia de 4 bandas diferentes correspondentes a cada par de gene. B) Amostras da coleta 1 que
apresentaram resultado A ou C (a esquerda do marcador de peso molecular) e D ou E(a direita) e
passaram por um novo PCR simplex utilizando primers especificos, onde a presenca/auséncia do gene
determinou sua classificacdo. M — marcador de peso molecular; C — controle da reagéo (sem DNA).

A andlise dos dados de filogenia com os de nivel de RpoS ndo permite
estabelecer uma correlacédo entre eles. Ou seja, os diferentes niveis de RpoS estéao

representados em todas os grupos filogenéticos nesta coleta.

4.5 Ensaios fenotipicos relacionados indiretamente com RpoS

Os isolados foram analisados quanto as suas caracteristicas fenotipicas:
producdo de fosfatase alcalina, acimulo de glicogénio e producdo de catalase e
capacidade de crescimento em meio minimo utilizando glicose ou succinato como

fonte Unica de carbono.

Utilizando novamente os dados da coleta nimero 1, observamos as variacdes
tanto de coloracdo quanto de crescimento que ocorreram entre os fendtipos. As trés
amostras no canto inferior direito correspondem a MG1655 selvagem, mutante ArpoS
e mutante ArssB, da esquerda para a direita. Os demais patches representam as
amostras dos isolados. Em relacdo as cepas controle, podemos observar que a
coloracdo do glicogénio foi mais intensa no mutante rssB, seguido da cepa selvagem
e bem menos intensa no mutante rpoS. Ja no ensaio de FA, o contrario pode ser
observado, o mutante rpoS apresentou coloragcdo mais intensa que a cepa selvagem
e esta, mais do que o mutante rssB. O mutante rpoS cresceu mais fortemente na placa
de TSP (succinato com fonte de C) do que a cepa selvagem. Ja o mutante rssB
praticamente ndo cresceu nesse meio. Os patches em TGP (glicose como fonte de
C), nao diferenciam entre os diferentes niveis de RpoS, mas servem para determinar

a auxotroficidade dos isolados. Portanto se algum isolado ndo crescer bem em TSP,
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devemos observar a placa de TGP para determinar se esta falha ndo € devida a

alguma auxotrofia da cepa.

A andlise dos fenoétipos dos isolados ndao apresentou uma correlacao perfeita
com os niveis de RpoS, assim como observado com as cepas controle. Por exemplo,
a cepa B5 apresentou coloracdo marrom intensa (alto glicogénio), coloracao azul fraca
(baixa FA) e crescimento razoavel em TSP. Esses fenoétipos estdo razoavelmente de
acordo, pois indicam uma cepa com alto RpoS. J4 a cepa A5 apresentou menor
intensidade de coloracdo de glicogénio, FA mais intensa e cresceu muito pouco em
TSP. Os fendtipos de coloracéo de glicogénio e FA indicam que este isolado produz
menos RpoS que a cepa B5, mas o fraco crescimento em TSP sugere um alto nivel
de RpoS. Porém, o patch dessa cepa em TGP também é fraco, indicando algum
problema de crescimento em meio minimo, ndo relacionado a RpoS. Como ultimo
exemplo, a cepa D1 mostrou glicogénio relativamente alto, nenhuma FA e bom
crescimento em TSP. A baixa FA deveria vir acompanhada de fraco crescimento em
TSP, porém, nesse caso, € mais provavel que o baixo nivel de FA seja decorrente de
uma mutacao no gene phoA, que codifica para a FA, ou em outro gene, que regula a
sua expressao. Em resumo, os testes fenotipicos que indicam indiretamente o nivel e
atividade de RpoS funcionam muito bem com cepas isogénicas, conforme observado
em relacdo a MG1655 e seus mutantes rpoS e rssB mas em cole¢Bes de bactérias
gue ndo compartilham a mesma carga genética, ha varios fatores, independentes de

RpoS, que podem interferir no perfil fenotipico da bactéria.

A compilagéo dos resultados de todos os ensaios fenotipicos sera apresentada

na proxima secao.
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Figura 7 — Ensaios fenotipicos com os isolados da coleta 1
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Legenda: A- Acumulo de glicogénio; B — Fosfatase alcalina; C — Crescimento em meio contendo glicose;
D — Crescimento em meio contendo succinato; E — Ensaio quantitativo de producdo de fosfatase
alcalina em meio com caréncia de fosfato. Os trés dltimos patches correspondem a cepa selvagem
MG1655, seu mutante rpoS e seu mutante rssB. As cepas mutantes no gene rssB, expressam RpoS
em maior quantidade.
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5 COMPILACAO DOS RESULTADOS/ DISCUSSAO
5.1 RpoS

Um total de 355 isolados de E. coli foram examinados neste projeto. Destes, 15
ndo apresentaram bandas referentes a RpoS nos ensaios de western-blotting. Porém,
algumas das cepas RpoS-negativas de acordo com o imunoblot apresentaram
fenotipos RpoS*, por exemplo, o isolado ndmero 8 da coleta 5 mostrou atividade de
catalase, acumulo de glicogénio relativamente alto e baixo crescimento em meio com
succinato. Os imunoblots destas amostras foram repetidos, de forma que ndo ha
davida de que estes isolados ndo produzem uma proteina RpoS reconhecivel nessas
condigbes. Eliminando essas cepas “problematicas”, ha um total de 8 Cepas RpoS
negativas, o que corresponde a 2% da populacdo. Portanto, € possivel concluir que a
presenca de RpoS em amostras de 4guas residudrias € prevalente, o que sugere que,
ao contrario do que ocorre em condicdes de laboratério, onde a perda de rpoS é
disseminada, esta proteina desempenha um importante papel na aptidéo de E. coli no

ambiente.

Neste trabalho, todos os isolados rpoS* apresentaram proteinas de
aproximadamente 38 kDa. Por outro lado, foram observados niveis de expressao de
RpoS diferenciados entre cepas originadas a partir de uma mesma coleta. Porém, os
imunoblots foram realizados apenas uma vez para cada cepa, portanto, ndo é possivel
afirmar ainda se essa variagéo é real. Nos ultimos meses, foram realizadas diversas
tentativas no sentido de padronizar um ensaio de ELISA para RpoS, que foram
concluidos com sucesso, porém, o ensaio ainda nao foi aplicado com as amostras

ambientais.
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Estudos que buscaram avaliar a frequéncia de mutacdes rpoS em isolados
naturais mostraram, por vezes, conclusdes divergentes. Segundo Bhagwat et al, de
82 amostras de E. coli patogénicas isoladas de pacientes, 24% delas néo
apresentaram RpoS funcional (BHAGWAT et al.,, 2005). Ferenci et al avaliou a
producdo de RpoS em 31 estirpes naturais, e destas quase 30% nao produziam a
proteina (FERENCI et al., 2011). Por outro lado, Chiang et al encontrou apenas 6
amostras RpoS-negativas dentre 2040 isolados ambientais (CHIANG et al., 2011), e
Somorin et al identificou apenas 2% de suas amostras solo-persistentes como RpoS
negativas, além de confirmar que as cepas RpoS positivas possuiam a ORF de rpoS
intacta e a proteina ativa (SOMORIN et al., 2016). Outro estudo recente mostrou que

a perda da funcéo de RpoS é rara em isolados ambientais (BLEIBTREU et al., 2014).

E importante destacar que a forma como a perda de RpoS é avaliada difere
entre os estudos, principalmente em trés fatores: Primeiramente, a forma como o
status de RpoS foi medido, pois alguns estudos foram feitos apenas com base em
medicdes fenotipicas (WHITE et al.,, 2011), onde a contagem de cepas RpoS-
negativas foi feita com base em muta¢des em outros genes responsaveis pelo fenétipo
observado. Por outro lado, falsos RpoS-positivos, ocorrem porque cepas distintas
possuem redes regulatérias que diferem de tal maneira que acabam por mascarar a
auséncia de RpoS (BHAGWAT et al.,, 2005, 2006; ROBBE-SAULE; ALGORTA;
ROUILHAC, 2003). Western blotting € uma forma mais direta para avaliar a presenca
e medir a concentracdo de RpoS na célula. No entanto, cepas que produzem uma
proteina ndo funcional (porém de tamanho e intensidade equivalente a de uma
proteina selvagem) podem ser caracterizadas como RpoS-positivas, conforme
mostrado em Spira et al. 2011. Outra variavel é a propria diversidade de E. coli

encontrada em uma variedade de ambientes, seja dentro ou fora do hospedeiro. Como
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0 impacto da mutacéao varia entre as diferentes linhagens os estudos podem chegar a
diferentes conclusdes sobre a frequéncia de alelos nulos de rpoS. Portanto, a analise
do polimorfismo do perfil de RpoS deve levar em conta aspectos diretos (deteccao da

proteina e sequenciamento do gene) e indiretos (ensaios fenotipicos).
5.2 Ensaios filogenéticos

A andlise filogenética dos isolados de E. coli mostrou que foram identificados
isolados naturais pertencentes a todos os grupos filogenéticos, o que reflete a grande
heterogeneidade de filogrupos existentes, além de sugerir a coexisténcia de cepas
comensais (pertencentes aos grupos A, B1 e C) e patogénicas no local da coleta
(pertencentes aos grupos B2, D, E e F). A Figura 6 mostra que houve uma
predominancia de amostras comensais em praticamente todas as coletas,
representando quase 60% do total de amostras, contra apenas 25%, que pertencem
a filogrupos que sao caracterizados pela presenca de cepas potencialmente
patogénicas. E preciso salientar, entretanto, que n&o foi realizada uma busca
extensiva de fatores de viruléncia nessas cepas. Um namero limitado de cepas (30)
foi testado em relacdo a presenca do gene eae, havendo em todos 0s casos,

resultados negativos.
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Figura 8: Distribuicdo de grupos filogenéticos encontrada nas amostras

isoladas.
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Quase 20% das amostras ndo se enquadraram em nenhum grupo, e foram
denominadas “Desconhecidas”. Estas podem ser tantos comensais como
patogénicas, ou, menos provavel, pertencer a outra espécie bacteriana. Para
confirmar a sua classificacéo seria necessario testar para a presenca dos genes uidA

ou gadA/B (MCDANIELS et al. 1996).

Analisando as amostras sazonalmente, ndo houve correlagéo significativa na
distribuicdo dos grupos filogenéticos com os meses do ano. Ou seja, os diversos
filogrupos encontram-se mais ou menos equitativamente distribuidos nas amostras
mensais. Observou-se, porém, que na coleta do més de julho, das 7 amostras
classificadas como B1, seis ndo apresentaram bandas correspondentes a RpoS nos
ensaios de blotting. Esse dado pode sugerir que cepas pertencentes a esse grupo tém
maior tendéncia a perder RpoS. E interessante notar que a cepa laboratorial K-12, que
tem forte tendéncia a perder RpoS, pertence ao filogrupo A, que é préximo a B1. De
fato, nessa colecdo de cepas, foram detectadas RpoS-negativas apenas nos
filogrupos A, B1, C, D e 'Desconhecido’ (Figura 7). Sendo que os filogrupos A, Bl e C

gue sao formados majoritariamente por cepas comensais, possuiam 10 das 11 cepas
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RpoS-negativas pertencentes a filogrupos definidos (excluido o grupo dos
Desconhecidos). Portanto, é possivel que cepas pertencentes aos filogrupos B2, D,
E e F (potencialmente patogénicas) sejam mais dependentes de RpoS do que cepas
de outros filogrupos. De fato, na colecdo de cepas de E. coli NILS, formada
principalmente por cepas patogénicas intestinais, foi observado que rpoS se encontra
sob uma forte presséao seletiva purificadora, com uma relacdo Ka/Ks substancialmente

menor que 1 (BLEIBTREU et al., 2014).

Um outro fator que pode haver contribuido para a relativa baixa variacdo nos
indices de RpoS é o fato de que as coletas foram realizadas em um ano atipico, visto
qgue foi um ano de baixa precipitacdo de chuvas e predominancia de temperaturas

altas.

Figura 9 - Distribuicdo de cepas RpoS-negativas em relagcdo aos grupos

filogenéticos.
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5.3 RpoS x Ensaios fenotipicos

A partir dos dados obtidos com todas as coletas, cada fenétipo analisado foi

correlacionado com os niveis de RpoS obtidos nos ensaios de blotting. Para facilitar a
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analise e limitar o subjetivismo da classificacdo da intensidade das bandas, os niveis
de RpoS foram delimitados em 3 pontos: zero RpoS (*-' na coluna RpoS nas tabelas
das analises das coletas), pouco RpoS ('+' na coluna RpoS) e alto RpoS (++' a'+++++'
na coluna RpoS). As correlacdes foram ilustradas em gréaficos de barra do tipo boxplot
(fig.5). O fendtipo que apresentou a melhor correlacdo com o nivel de RpoS foi o de
atividade da enzima catalase, onde mais de 80% das amostras com alto nivel de RpoS
também apresentaram alto nivel da enzima (mediana = 5). As amostras com baixo ou

zero RpoS mostraram uma variacao maior, mas com mediana = 1.

Figura 10 - Comparacao entre 0s niveis RpoS e os niveis das caracteristicas
fenotipicas das amostras ambientais de E. coli.
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Legenda: A) Catalase; B) Acumulo de glicogénio; C) Crescimento em TGP; D) Crescimento em
TSP; E) Fosfatase alcalina

O acumulo de glicogénio é outra caracteristica fenotipica de Escherichia coli
gue possui relacéo direta com o nivel de RpoS (HENGGE-ARONIS; FISCHER, 1992).
E possivel observar uma correlacdo positiva, porém dispersa, entre os niveis de RpoS
e glicogénio. A mediana das cepas RpoS-zero, RpoS baixo e RpoS alto foi de,
respectivamente, 1,5, 2 e 3. A correlacdo positiva, porém, imperfeita, € provavelmente
devido a fatores nao-relacionados a RpoS, como, por exemplo, algum defeito na
sintese de glicogénio causado por mutacdo em algum gene relacionado a essa via

metabdlica, alguma alteracdo na sequéncia promotora do gene glgS.

Os demais testes fenotipicos — atividade de FA, crescimento em TSP e
crescimento em TGP ndo apresentaram correlacdo, negativa ou positiva, com o nivel
de RpoS. Era de se esperar que RpoS correlacionasse de forma inversa com a FA e
0 crescimento em succinato, pois ambos os fendtipos sdo coordenados por genes
fortemente dependentes de sigma-70. Essa falta de correlacdo pode ser explicada por
diversos fatores. Por exemplo, no caso da FA, uma baixa atividade pode ser devido a
mutacdes no sistema de dois-componentes PhoB/PhoR que controla a expresséo da
FA. Por outro lado, uma forte atividade da enzima pode indicar uma mutacdo no

operon pst, que codifica para o repressor da expressao de phoA.

E preciso frisar que as medicdes qualitativas s&o imperfeitas, principalmente
em se tratando de isolados naturais geneticamente heterogéneos. Para dar mais
precisdo aos dados obtidos nas analises fenotipicas, estes deveréo ser quantificados
densitometricamente e novamente confrontados com os resultados dos blots de

RpoS.
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6 Conclusodes

Com os resultados obtidos pode-se concluir que ha uma grande diversidade de
cepas de Escherichia coli em aguas residuérias, apresentando amostras pertencentes
a todos os grupos filogenéticos. Porém, espécies comensais apresentaram maior

predominéancia no local,

Pode-se concluir também que a presenca de RpoS em isolados naturais de E
coli € essencial para a sua sobrevivéncia, pois a bactéria necessita resistir aos

diversos estresses sofridos a todo momento no ambiente.

A distribuigéo de RpoS néo sofreu influéncia do clima, sugerindo que a escolha
entre manter ou perder a proteina ndo depende de fatores de estresse relacionados a

mudanca de estacao.

Os fendtipos de Escherichia coli foram muito diversificados, mostrando que a
capacidade e a forma de sobreviver a ambientes estressantes séo diferentes em cada

cepa.
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ANEXOS

Tabelas 1 a 12: Dados de classificacdo filogenética e analise de niveis de RpoS,

crescimento e ensaios fenotipicos

COLETA1
Grupo
Amostra filogenético | RpoS Catalase Glicogénio XP Glicose | Succinato
1 Desconhecido | ++++ + +++ - +H+++ 4+
3 A ++++ + ++++ +++ ++++ ++
6 B2 +H+++ + +++ ++H++ ++H++ +++
7 +H+++ + +++ - ++++ ++++
8 C 4+ + ++ +++ +++++ ++++
9 ++++ + +++ ++ ++H+++ +++
10 B1 +H+++ + +++ + ++++ ++++
11 C ++++ + ++ +++ +++++ +
12 B1 +++ + +++ +H++ | A ++
13 B2 +H+++ + ++ +HHH+ | -
14 B1 +++ + ++ +++ +++++ ++++
15 C +H+++ + ++ +++ +++++ -
16 B1 +H++ + +++ +++ ++++ -
17 B2 +H4+++ + ++ - +++ +++
18 D +++++ + ++ ++++ ++++ +++
19 Desconhecido | +++ - ++++ + +++ H+
20 E ++++ + ++ +++ +++++ +++
21 C ++++ + ++++ ++ +H+++ ++++
22 B1 +++++ + ++ ++ +H+++ -
23 C ++++ + ++ ++ ++++ +
24 F ++4+++ + +++ ++ +H+++ ++++
25 C +++ + +++ +++ ++++ -
26 F +++ + ++ +H++ | A ++++
27 C ++++ + ++++ ++ +++++ ++++
28 Desconhecido | +++++ - +++ ++ + -
29 C +++ + ++++ - +H+++ ++++
30 Desconhecido | ++ + +HH++ +++ ++ +++
MG 1655 WT ++++ + +H+++ +++ ++++ +++
MG 1655 ArpoS - - + +++ ++++ ++++
MG1655 ArssB + +++++ - ++++ -




COLETA 2
Grupo
Amostra filogenético | RpoS | Glicogénio| XP |Catalase | Glicose | Succinato

1 Desconhecido| + ++ bc - - +

2 A ++++ ++++ ++ + ++++ +

3 F +++ +++ ++ + +4+++ +

4 E + ++++ ++++ + ++++ +

5 A +H+++ ++++ ++ + ++++ +

6 Desconhecido | +++++ ++ ++++ - - -

7 A +4+++ +++ ++ + ++++ +

8 C ++ ++ ++ + +H+++ +

10 C +++ + +++ + +++ -

11 A +4+++ ++ ++ + +++ -

12 A ++ + +++ + ++++ -

13 C ++++ + + + +++++ +

14 F ++ +++++ ++ + ++++ +

15 B1 +++ ++ +++ + +++ -

16 D ++ +++ +++ + +++ -

17 B2 ++ +++ bc + - -

18 F ++++ +++++ +++ + - -

19 B1 +++ ++ ++++ + ++++ +

20 A +4+++ ++ ++ + +++++ +

21 B2 ++++ +4++ bc + - -

22 C +++ ++ +++ + ++++ -

23 D +4+++ ++ ++++ + ++++ -

25 Desconhecido | ++ +++ + + ++++ -

26 F +++ ++ ++++ + +++++ +

27 C +++ ++4+ ++++ + ++++ +

28 C +++ ++++ ++++ + ++ -

29 C +H+++ + bc + +++ -

30 A +++ + + + +++ -

31 C ++ ++ ++++ + ++++ +
32 C +++ + ++ + +++++ ++

33 C ++ +++ ++ + +H+++ +
MG1655 WT - ++++ +++++ +++ + +++ +
MG1655 ArpoS - - ++ ++++ - +++ +
MG1655 ArssB - ++++ ++ +++ + +++ +

Bc — baixo crescimento. Nao foi possivel avaliar o nivel de fosfatase alcalina através deste ensaio.
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COLETA 3
Grupo
Amostra filogenético RpoS | Catalase | Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 Desconhecido| +++ + ++ + +H+H++ |
2 C +++ + +++ - o+ -
3 B1 +++ + + |t -
4 F +++ + ++++ - +++++ -
5 B1 ++++ + + ++ +H++ -
6 A + + +++ ++ +H++ +
7 B1 + + ++ ++ ++++ -
8 A + + + - +++ ++
9 B2 ++ + - - +++++ ++++
10 B1 ++ + ++ +++ +H++ -
11 Clade | +++++ + ++ - T i
12 B1 + + +++ - - _
14 B1 +++++ + +++ ++++ | -
15 A + + + - +++++ +++
17 D ++ + + - +++ -
18 B1 ++++ + - + +++++ -
20 Desconhecido +++ + +++ +H+++ |+t -
22 B1 +++ + +++ + ++++ -
23 A - +/- - - ++++ +++
24 B1 ++++ + + ++ ++++ -
26 A ++H++ + + ++ +++ -
27 B1 +++++ +/- - ++ 4+ +4++
28 Desconhecido +++ +/- - - - -
30 D +++ + +++ - ++++ +
31 C ++++ + ++++ + +H++ +
32 B1 ++++ + ++++ ++ +++++ -
33 B2 +++ + + ++ +++ +
34 B1 +++ + +++ ++ ++++ ++
35 B1 ++ + +++ ++ +++++ -
MG1655 WT NR ++++ + +++++ +++ ++++ ++
MG1655 ArpoS NR - - - +H++ | ++++
MG1655 ArssB NR + +++++ ++ ++++ -




COLETA 4

Grupo
Amostra filogenético | RpoS | Catalase | Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 B2 ++ - + - ++++ +
2 C +++ + ++ + +H+++ -
3 C ++++ + ++++ ++ +++ ++
4 B2 ++ + +++ +++ +++ -
5 B1 ++ + +++ + +H+++ +++
6 C +++ + ++++ ++ ++++ ++++
7 Desconhecido | + - + - +4+ -
8 C + + + | A ++++
10 F +++ - ++ ++++ ++++ ++++
11 Desconhecido | +++ - + +H+++ ++ -
13 Desconhecido | ++ + +++ - + +
14 A +++ - + - +++++ +++
16 Desconhecido | ++ - ++ - ++ -
17 Desconhecido | +++ + ++ - ++ -
18 Desconhecido | +++ - +++ +++ +++ -
19 Desconhecido | ++++ - +++ ++ ++++ ++++
20 Desconhecido | +++ - 44+ - +++ R
21 C +++ - +++ + +++++ ++++
22 C FRra— - o - o+ e+
23 Bl +H++ . +H+ | +
24 Desconhecido | ++ - + - + R
25 Desconhecido | ++++ - +++ ++ ++++ ++++
MG1655 WT NR ++++ + ++++ ++ +H++ +
MG1655 ArpoS NR - - + +++ +4+++ ++++
MG1655 ArssB NR + +++ ++ ++++ ++++




COLETA S

Grupo
Amostra filogenético |RpoS| Catalase |Glicogénio| XP |Glicose | Succinato
1 F +++ + + - ++++ -
2 C +++ + ++++ ++ +++ -
3 B1 +++ + +++ ++ ++++ ++
4 D +++ + ++ ++ ++++ +++
5 Desconhecido | - - + ++ +4+++ -
6 A ++++ + +++ ++ ++++ -
7 B1 +++ + +++++ - + -
8 Desconhecido | - + +++ + ++++ ++
9 C ++++ + ++++ ++ +++ -
10 E ++++ + +++ ++ ++++ -
11 C ++++ + +++ - ++++ -
12 D +++ + + - ++++ +++
13 Desconhecido| + +/- ++++ 4+ | 4+ -
14 Desconhecido | + - ++++ - +++ -
15 Desconhecido| + - + - + -
17 A +++ + + - ++++ +++
18 Desconhecido | +++ + +++ - ++ +
22 C ++ + ++ + ++++ +
23 C +++ + ++ ++ ++++ -
24 Desconhecido | ++++ + +++ - +++ -
25 C ++ + +++ ++ ++++ ++
28 Bl - + ++ ++ ++++ +
30 C +++ + ++ ++ ++++ -
31 A + + + + ++++ +++
32 A ++ + + + ++++ +++
33 B1 +++ + ++ + ++++ +
34 B1 + + +++ +++ ++++ ++
36 C ++ + ++ ++ ++++ 0
37 A + + + ++ +H+++ ++
38 A + + + + +4+++ ++
MG1655 WT NR ++++ + +++ - ++++ 0
MG1655 ArpoS NR - - ++ ++ +4+++
MG1655 ArssB NR + ++++ ++ ++++




COLETA®6
Grupo
Amostra filogenético |RpoS| Catalase |Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 A +++ + + +H+ | A +++
2 A ++++ + + +++ | At +++
3 F +++ - ++++ +++ | +++
4 C +++ + ++ +++ | ++++
5 B1 ++ + + ++++ | +++
6 A ++ + ++ + +++++ +++++
7 Desconhecido| + - - bc + ++
8 C +++ + ++ - +++++ +
9 C +++ + ++ +++ | +
10 C ++++ + + +H+ | At +++
11 D +++ + +++ ++ +++ ++++
12 A + + ++++ + +++++ +
13 Desconhecido| + - + - + -
14 Desconhecido | +++ - - bc ++ ++
15 C ++++ + ++ - +H++ +
16 B2 ++ + ++ +H++ |+t +
17 C +++ + ++ + +4+++ ++
18 C ++++ + ++ + +H++ +
19 C +++ + ++ | |
20 Desconhecido| + - + bc + ++
21 D ++ + + ++ | ++
22 Desconhecido| + +/- +4+4+++ - + -
23 A +++ + ++++ - ++ ++++
24 C +++ + + + 4+ +
25 Bl +++ + + ++ | At -
26 C ++ + ++ - +H+++ +
27 B1 ++ + ++ - ++++4+ +++++
28 C + + + +HH++ | -
29 A +++ + ++ + +H++ +++++
30 Desconhecido | - +/- +++ + ++++ ++++
MG1655 NR ++++ + +H+++ - +++ -
MG1655 ArpoS NR - - - +++ +++ ++
MG1655 ArssB NR NR + +H4+++ - ++ +

Legenda: bc — baixo crescimento
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COLETA 7
Grupo
Amostra filogenético | RpoS | Catalase |Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 A +++ + ++++ +++ |+t +++
2 B1 ++ + ++++ +++ ++++ ++++
3 C ++++ + ++++ +++ |+t ++++
4 A ++++ +/- ++++ - ++++ +
5 D +++ +/- +H++ +H++ | At +
6 C ++++ +++ ++ ++++ +++++
7 C ++ +++ ++ ++++ ++++
8 B1 ++ +/- ++++ ++++ |+ ++++
9 B1 ++++ + ++++ ++++ |+ +++
10 D +++ ++++ ++++ |+t +
11 B2 ++ +/- ++++ +++ | +
12 D ++ +/- ++++ +++ ++++ +++
13 B2 + ++++ +++ ++++ +
14 B1 ++++ +++ ++++ |+t +
15 A ++++ +/- ++++ +H++ |+ +++
16 D + - +++ 4+ | ++++
17 B1 ++ + ++++ +++ ++++ +
18 C + + ++++ +++ ++++ ++++
19 C ++ + ++++ +++ | HHHHt |
20 A o+ + ++ - +++ S+
21 A ++4+ +/- +++ 4+ | +++
22 B2 + +/- +++ - T ++
23 B1 ++ +/- 4+ - +++ +++
24 B2 ++ + +++ ++ ++++ ++++
25 B2 +++ + +++ + ++++ +HH++
26 Bl +++ + ++ | A +H++
28 D +++ + +++ +++ | 4 ++++
29 D ++ + +++ ++ ++++ ++++
30 D +++ + +++ ++ ++++ ++++
31 B1 ++ + ++ ++ | +++
32 C + - ++ ++ | ++++
33 B1 ++ ++ ++++ +++ ++++
MC4100 WT NR ++++ ++++ + ++ ++++
MG1622 ArpoS NR - - + +++ ++ ++
MG1622 ArssB NR +++ + ++++ - ++ ++++
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COLETA S8
Amostra Classificagdo | RpoS | Catalase | Glicogénio| XP |Glicose | Succinato
B2 + +++ +++ +++ +/- ++
2 C ++++ +++ ++++ ++ +4+++ ++
3 Desconhecido | + +++ +++ +H++ | ++
6 B2 + +++ +++ + + ++
7 Desconhecido| + - + - - -
8 Desconhecido | +++++ +++ ++ +++ ++++ +++
9 A ++ +++ ++ ++ +++ +
10 A ++ +++ +++ - +++ ++
11 A ++ +++ + +H+++ |+ +/-
12 D ++ +++ ++ +++ ++++ +++
13 A + - ++++ ++ +++ +
14 A ++ +++ - ++++ ++ ++
15 C + +++ +++ + ++++ ++
16 C ++ +++ + + ++++ ++
17 A + +++ ++ ++ +++ +++
19 D ++++ +++ ++ +++ +++ ++
20 C +4+++ +++ ++++ +++ ++++ ++
21 A +4+++ +++ ++ +++ +++ +++
22 C +++++ +++ ++++ +++ +++ +
23 D +++++ +++ + ++ +++ +++
24 F ++4+4+4+ +++ +4++4+ ++++ +++ ++
28 Desconhecido | ++++ - + ++ - -
29 E ++ +++ +++ - ++++ ++
30 E ++ +++ ++++ +HH++ | ++
31 C + +++ + ++++ +++ +
32 B1 ++++ +++ ++ ++ +++ +++
33 C +4+++ +++ - +H++ |+ +++
MG1655 WT NT ++ +++ ++++ ++ - ++
MG1655 ArpoS NT - - + ++++ - ++
MG1655 ArssB NT NT +++ +H+++ + - +
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COLETA 9

Amostra Classificagdo | RpoS | Catalase |Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 Desconhecido| - + +++ - - -
2 Desconhecido| ++ - +H++ - - -
3 B2 ++ + +++ +++ |+t
4 A +++++ + +++++ - +++
5 A +++++ + +++++ ++ +4+++ -
6 F +++++ + ++++ +H+ | 4 -
7 Desconhecido| - +/- ++ - +++ +
8 B2 ++++ + +++ - - -
9 B2 +4+++ +++ +++++ -
10 D +++++ + ++++ + ++++ +++
11 B2 +++++ +/- ++++ +++ |+ +
12 A ++++4+ + +++++ + ++++ ++
13 B1 +++++ + + - ++++ -
14 C ++++4+ + + +H+++ | +
15 B2 +++++ + +++ + ++++ -
16 B1 +++++ + ++++ + +++++ -
17 B1 +++ + ++++ + ++++ -
18 C ++++ + +++++ + ++++ -
19 B1 ++ + ++++ - +++++ -
20 A ++++ + + ++ ++++ -
21 A ++++ ++ + ++ ++++ +++
22 C +++++ ++ + - ++++ +++
23 A +++++ ++ +++ + +++ -
24 Bl +++++ +++ ++++ + ++++ +
25 A 4+ +H++ +++ - - -
26 D ++++ ++ +++ - ++++ +++
27 A ++++4+ ++4+ +++ ++ + -
28 A ++++ +++ +++ - +++++ +++
29 A ++ +++ ++ - +H+++ +
30 E +H+++ | +++++ +H++ |+ -
MG1655 WT - ++++ ++++ ++++ ++ +++ -
MG1622 ArpoS - - - + - +H++ -
MG1622 ArssB - NR ++++ +++ +++ +++ ++




COLETA 10
Grupo
Amostra filogenético | RpoS |Catalase | Glicogénio XP Glicose |Succinato
1 A ++ + ++ +++ +++++ +
2 D +++++ + +++ +++ +H++ +
4 Desconhecido | ++++ + +++++ ++ 4 +
5 B2 ++++ + +++ ++ +++ +
6 D ++++ + ++ +++ +++++ +++
7 Desconhecido | ++++ + +++ - +++ +
8 D - + ++ +++ +++++ +++
9 Bl +++++ + ++ ++++ +H++ ++
10 B1 +++ + ++ ++++ +++ +
11 Desconhecido | ++++ + +++ - N +
13 B1 +++++ + ++ +++++ +++ +++
14 B1 +++ + ++ ++ ++++ +
15 Desconhecido + + + ++ ++ ++
16 C - + ++ ++ ++++
17 C +++ + +++ +++ +++ +
18 Desconhecido | ++++ +/- sc + FH+ +
19 C + + + ++ FHH+ +
20 C +H++ + + 4+ FHH+ +
21 Desconhecido| ++ + ++++ + ++ +
22 Desconhecido + + +4+4+++ +++ ++ ++
23 B1 - - + +++ ++ +
25 Bl - - + 4+ ++ ++
26 Bl - - + +++ ++ ++
27 B1 - - + +++ ++ ++
28 Bl - - + +++ ++ ++
29 A ++ + +++ - F++++ ++
30 B1 - + +++ +++ +++++ ++
MG1655 WT ++++ + +++ +++ ++ ++
MG1655 ArpoS - - + ++++ ++ +++
MG1655 ArssB NR + ++++ ++ +++ +

Legenda: sc — sem crescimento
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COLETA 11
Grupo
Amostra filogenético | RpoS | Catalase | Glicogénio | XP | Glicose | Succinato
1 B2 +++ + +++ + +++++ ++
2 A ++++ + ++++ - ++++ ++
3 B1 +++++ + ++ - +++++ +++
5 C +++ + +++++ - +4+++ ++
6 A +H+++ + +++++ - ++++ ++
7 A +4+++ + + + +++++ ++
8 B2 ++++ + +++ ++ | e+ +
9 Desconhecido | +++++ - ++++ - ++ -
10 A ++++ + ++++ - +++ +
11 A ++++ + ++++ - +++++ +++
12 D ++4+4++ + ++++ + +++++ +++
13 B2 ++++ + ++++ - +++++ ++
14 B1 +++ + +++ + +++++ ++
15 B1 ++++ + ++++ - - +++
16 B2 ++ + +++ - ++++ +
17 A ++4+4++ + +++ - +++ +
18 Desconhecido | ++++ - ++++ - - -
19 Desconhecido | +++++ + + 4 | A+ T+
20 D ++++ + +4+++ +++ | ++
21 A +4+++ + ++++ - +++++ +++
22 D +++ + +++ ++++ | ++H++ ++
23 B2 e+ + +++ | +
24 C ++++ + ++++ - +++++ +++
25 C ++++ + +++ - ++++ +
26 C ++++ + ++++ - +++++ ++++
27 Desconhecido | +++++ + ++++ - - ++
28 Desconhecido | ++++ + +H++ - +++ ++
29 B2 ++++ +/- +++ - 4+ +
30 C +++ + +++ - +++++ ++
31 D +++ +++ + ++++ ++++
32 Desconhecido | +++++ - +++ - - -
MG1655 WT +H+++ + ++++ - 4+ ++
MG1655 ArpoS - - ++ - +++4+ ++
MG1655 ARssB + ++++ - ++++ -
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COLETA 12
Grupo
Amostra filogenético | RpoS | Catalase |Glicogénio| XP |Glicose |Succinato
1 D +++ + + ++ +H+++ +++
2 A ++++ + ++++ +++ | ++
3 A +++++ + ++++ - +H++ +
4 Desconhecido | +++++ - +++ - - -
5 D ++ + ++++ ++ +++++ ++
6 C - + + ++++ ++
7 Desconhecido | +++++ +/- ++ - + -
8 Desconhecido | +++++ - ++++ +++++ ++ +
9 D +++++ + - + +++++ ++++
10 C +++++ + + +++++ +++
11 Desconhecido | +++ +/- +++ - ++ -
12 B2 ++++ + + + ++++ +++
13 F ++ + +++++ + +++++ +
14 A ++++ + + + +++ ++++
15 A ++++ + ++ - +++ ++
16 A ++++ + ++ e +++
17 C +++++ + +++ + ++++ +++
18 D +++++ + +++ + +H+++ +
19 B2 +++ + ++++ - - +++
20 C +++ + +4+++ + +++++ ++++
21 D ++ + + - ++++ +++
22 D +++ + + - e+ +++
23 A ++ + + + FHH+ ++
24 C +++++ + +++ + ++++ +++
25 B2 -+ + +++ + +H++ ++
26 A ++ + - + — ++
27 A +++ + - + +++++ ++
28 Desconhecido | +++++ +/- ++ +H++++ + -
29 A +++++ + ++ + ++++ ++
30 C +H+++ + + +H+++ +++
31 A +++++ + +++ | +++
32 A +++ + ++ + +H++ ++
MG1655 WT NR ++++ + ++++ + ++++ ++
MG1655 ArpoS NR - - + ++ +++ ++
MG1655 ArssB NR NR + ++++ + +++ -
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