Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) ¢ o microrganismo responsavel pela colibacilose em frangos, doenga que
causa grandes prejuizos na avicultura. A cepa APEC MT78 apresenta grande capacidade de invasdo em fibroblastos
(in vitro) e causa infecgdo sistémica quando inoculada pela traqueia em frangos de 5 semanas de idade (in vivo). A
cepa também ¢ capaz de ativar caspase 3/7 em macréfagos avidrios, o que pode ser um fator importante para que a
bactéria consiga escapar da destruigdo pelo sistema imunologico do hospedeiro. A técnica de mutagénese marcada
com assinatura (STM), que consiste na indu¢do de mutagdo ndo-direcionada através da insercdo de plasmideos
marcados com transposons (tags) que podem inserir-se aleatoriamente no genoma da bactéria, ¢ utilizada para
melhor entender e descobrir novos fatores de viruléncia de microrganismos. Este trabalho propde a execugdo da
técnica de STM para a cepa MT78 e a selegdo dos mutantes atenuados in vitro. Os plasmideos (n=90) contendo tags
foram inseridos na cepa S17Apir através de eletroporacdo. As S17Apir com as diferentes tags foram conjugadas a
MT78, e 20 colonias foram selecionadas em cada conjugagdo, totalizando 1800 mutantes (20 pools com 90 tags
cada). Ensaios de invasdo em fibroblastos aviarios serdo realizados com cada um dos pools de mutantes. O DNA do
pool de infecgdo e do pool de recuperagdo sera extraido e as tags amplificadas. Utilizando as tags como sondas, sera
feito dot blot com cada um dos pools. Aqueles mutantes que aparecerem no pool de infecgdo mas estiverem ausentes
no pool de recuperagdo devem ter sua viruléncia atenuada. Sera feito ensaio de competitividade entre os mutantes
atenuados e a cepa MT78 selvagem, posterior sequenciamento da regido gendmica interrompida pela tag e analise

bioinformatica.



