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Identificag¢do dos genes da Escherichia coli patogénica aviaria envolvidos na invasdo de
fibroblastos aviarios por mutagénese marcada com assinatura (STM - Signature Tagged
Mutagenesis)

Jodo Pedro Stepan Wagner, Fabiana Horn (orientadora) (UFRGS)

A cepa MT78 ¢ uma ExPEC capaz de invadir células avidrias ndo fagocitarias e pode
possuir genes que influenciam em sua viruléncia que ainda nio foram descritos. A procura de
genes que podem influenciar na viruléncia desta cepa foi criada por meio da técnica de STM
(signature-tagged mutagenesis) uma biblioteca de 1710 mutantes aleatérios da MT78 (Daniel
B. Pavanelo, manuscrito em preparagdo) que foram triados a procura de atenuacdo da
capacidade de invasao e adesdo a células ndo fagocitarias. Entre os mutantes atenuados, um
dos mutantes perdeu o gene para a enzima periplasmatica trealase, € o outro perdeu o gene
para a enzima fosfo-B-glicosidase B (bgl).

O mutante nulo para o operon bgl/ foi testado quanto a sua capacidade de adesdo e de
invasao a fibroblastos aviarios da linhagem CEC-32. Verificou-se que a capacidade de adesao
do mutante foi reduzida para menos da metade da capacidade da cepa selvagem (45%),
enquanto a capacidade de invasdo teve uma redugdo ainda mais acentuada, 32% da
capacidade da cepa selvagem. Além de testes com células, foram realizados testes in vivo em
camundongos de 5 semanas, onde verificou-se uma redu¢do na capacidade de colonizagdo da
bexiga 48 h apds a inser¢ao da bactéria via uretra.

Meu trabalho consiste em complementar o mutante MT78Abg/. Para isso, amplificarei o
operon bgl a partir do ADN da cepa selvagem WT MT78, porém por ser um fragmento muito
extenso (8,3 kb) e as tentativas de amplificacdo pelo protocolo normal de PCR terem falhado,
o fragmento sera amplificado em 4 trechos separados de aproximadamente 2 kb e que
possuem complementaridade de bases entre si em suas extremidades. Em uma tnica reagao de
PCR serdo adicionados os 4 trechos que ao se ligarem serdo replicados em um uUnico
fragmento de 8,3kb.

Apos a amplificagdo o fragmento do operon bg/ serd digerido pelas enzimas de restrigao
Sacl e Xhol, assim como o plasmideo PgpTn7-cm, extraido com um kit de uma DH5a que
contém esse plasmideo. Utilizando uma enzima T4 ligase sera feita uma reagdo de ligagao
contendo os fragmentos digeridos do operon bg/ e do plasmideo PgpTn7-cm e apos
verificada a ligacao o plasmideo PgpTn7Bgl-cm ira ser inserido por choque térmico em uma
DH5aApir quimiocompetente.

As colonias recombinantes serdo selecionadas, o plasmidio PgpTn7bgl-cm sera extraido
e a cepa MGN-617 sera transformada com ele, e entdo conjugada com a cepa mutante
MT78Abgl contendo o plasmideo pSTNSK que codifica uma transposase. A MGN-617 doara
o plasmideo PgpTn7bgl-cm e a trasposase codificada no plasmidio pSTNSK ird inserir o
operon bgl no cromossomo do mutante. O mutante complementado serd entdo 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 replicagdo do plasmideo pSTNSK , e na
presenga dos antibidticos canamicina ao qual o mutante € resistente e cloranfenicol, cujo gene
de resisténcia estd presente no fragmento inserido com o bg/. O mutante complementado sera
entdo submetido a ensaios de adesdo e invasdo e testes de aglutinagdo em levedura, para
confirmar a recuperagao do fendtipo da WT MT78.



