Identificacao dos genes da Escherichia coli patogéenica aviaria
envolvidos na invasao de fibroblastos aviarios por mutagenese marcada
com assinatura (STM - Signature Tagged Mutagenesis)
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INTRODUGAO

A cepa MT78 é uma EXPEC capaz de invadir células nao-fagocitarias e
pode possuir genes de viruléncia ainda ndo descritos. A procura de genes
gque possam responder por sua capacidade invasiva, foi criada por STM
(signature-tagged mutagenesis) uma biblioteca de 1710 mutantes
aleatérios, que foram triados a procura de atenuacao da capacidade de
invasao e adesao a fibroblastos aviarios CEC-32. Entre os mutantes
atenuados, um dos mutantes perdeu o gene para a enzima periplasmatica
trealase, e o outro perdeu o gene para a enzima fosfo-B3-glicosidase B
(bgIB).

A capacidade de adesao do mutante MT78Abgl foi reduzida a 45%, e a
de invasao, a 32%, quando comparadas a cepa selvagem (Fig.1). A cepa
selvagem e o mutante foram testados in vivo em modelo murino de
infeccao urinaria; 48 h apds a insercido da bactéria via uretra, o mutante
colonizou a bexiga 10 x menos do que a cepa selvagem. Para confirmar
que a atenuacao na viruléncia se deve a auséncia do operon bgl, é
necessaria a criagcao do mutante complementado.
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Figura 1. Adesado e invasdao dos mutantes MT78Abg/B, MT78Abgl e MT78 bgIB::-Tn5 a fibroblastos
aviarios da linhagem CEC-32. Média % erro padrao de pelo menos trés replicatas biologicas.

OBJETIVOS

Complementar o mutante MT78Abgl e caracteriza-lo através de testes
de invasao e adesao a células eucaridticas e quanto a expressao e
producao de fatores de viruléncia.

COMPLEMENTACAO

O operon bgl foi amplificado a partir do ADN da cepa selvagem WT
MT78; porém, por ser um fragmento muito extenso (8,3 kb), foi
primeiramente amplificado em 4 fragmentos de aproximadamente 2 kb
com extremidades complementares que entao foram fusionados em um
unico fragmento de 8,3 kb, que possui sitios de restricao para Sacl e Xhol
nas suas extremidades.

O operon bgl, assim como o plasmideo PgpTn7-cm, foram digeridos
pelas enzimas de restricdo Sacl e Xhol e entao ligados com a ligase T4. O
plasmideo PgpTn7bgl-cm contendo o operon bgl sera inserido por choque
termico em uma DHSaApir quimiocompetente.
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recombinantes serao

As colbGnias selecionadas, o0 plasmidio
PgpTn7bgl-cm sera extraido e a cepa MGN-617 sera transformada com
ele; esta cepa sera entao conjugada com a cepa mutante MT78Abgl/
contendo o plasmideo pSTNSK, que codifica uma transposase, o que
resultara na insercdao do bgl no cromossomo do mutante (Fig.2). O
mutante complementado sera entao selecionado em um meio com
auséncia de DAP (Acido Diaminopimélico) e a 42°C, o que impedira
respectivamente o crescimento da cepa MGN-617 e a replicacao do
plasmideo pSTNSK , e na presenc¢a dos antibiéticos canamicina, ao qual o
mutante € resistente, e cloranfenicol, cujo gene de resisténcia esta
presente no fragmento inserido com o bgl. O mutante complementado sera
entao submetido a ensaios de adesao e invasao e testes de aglutinacao
em levedura, para confirmar a recuperacao do fendtipo da WT MT78.
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Figura 2. Esquema simplificado da complementagao do mutante MT78Abg/
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