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A Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é um bastonete curto gram-negativo responsavel por
iInfeccdes extra-intestinais em frangos, que causam grandes prejuizos na avicultura pela sua mortalidade e condenacéao das
carcacas. Entre as cepas APEC, a MT78, que foi isolada na Franca em 1982, é conhecida por ser bastante virulenta e
Invasiva, sendo capaz de se aderir a e invadir células nao-fagocitarias (fibroblastos). Ela é também capaz de provocar
apoptose em macrofagos aviarios e causar infeccao sistémica quando inoculada pela traguéia de frangos de 5 semanas de
idade.

A técnica de mutagénese marcada com assinatura (STM — sighature-tagged mutagenesis) consiste na
Insercao aleatoria de uma sequéncia de nucleotideos no genoma bacteriano. Para isso, usa-se um plasmideo contendo um
transposon com uma pequena sequéncia de nucleotideos (tag), flanqueada por outras sequéncias conhecidas para que a tag
possa ser amplificada posteriormente. A insercao aleatoria do transposon N0 genoma criara cepas mutantes, que podem ter
sua viruléncia atenuada dependendo da regiao do genoma afetada pela alteracao.

Esse trabalho propde a execucao da técnica de STM para a cepa APEC MT78, através da construcao de
mutantes aleatorios marcados com assinatura e da selecao dagueles que apresentarem atenuacao de sua capacidade de
iInvasao em células aviarias nao-fagocitarias da linhagem CEC-32 in vitro. A infeccado dessas células acontecera em pools de
mutantes, e apods infeccao elas serao lisadas e os mutantes seréao recuperados e identificados através de hibridizacao DNA-
DNA. Aqueles que néo forem recuperados apds a infeccao devem possuir viruléncia atenuada, e serdo estudados
posteriormente. A técnica de STM aplicada nesse projeto permite selecao de mutantes para futuros ensaios in Vivo,
possibilitando a descoberta e/ou a confirmacéo de genes essenciais para a invasao de celulas aviarias pela cepa MT78 e
sendo de grande utilidade para o melhor entendimento dos mecanismos de viruléncia utilizados por esse microrganismo.
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Fig. 1. Processo de construcao da biblioteca de mutantes

OBIJETIVOS

Geral:

Busca de novos genes fundamentais para a invasao de
células nao-fagocitarias.

Especificos:

- Construcao de uma biblioteca de mutantes STM para a
cepa APEC MT78;

- Determinacao dos mutantes que tiveram sua capacidade de
iInvadir atenuada.

- Conjugacao: transmissao dos plasmideos da cepa
conjugativa para a cepa APEC MT78 selvagem, criando 0s
mutantes (Fig. 1B). Cada conjugacao gerou cerca de 100
colonias, das quais 20 foram selecionadas aleatoriamente
para a criacao de pools (20 mutantes x 90 tags = 1800
mutantes, divididos em 20 pools de 90 colonias) (Fig. 1C).

- Ensaios de Invasao. para a selecao negativa dos
mutantes, eles foram submetidos a ensaio de Invasao iIn
vitro em fibroblastos aviarios (linhagem CEC-32). Ap6s 1 h
de Infeccao, 0S POCOS contendo
as células foram lavados com PBS e incubados com
gentamicina por 3 h. O material foi entao lisado e as
bactérias recuperadas (output) crescidas em meio
diferencial. Uma amostra do inoculo (input) também foi
crescida em meio diferencial (Fig. 2).

METODOS E RESULTADOS

- Eletroporacao: atraves da eletroporacao, 90 plasmideos
contendo tags diferentes foram inseridos na cepa conjugativa
E. coli S17-Apir. Foi realizada a extracao dos plasmideos
para confirmar a eletroporacao (Fig. 1A).
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- Extracao do DNA dos mutantes dos pools de infeccao e de
recuperacao;

- ldentificacdo dos mutantes presentes no pool de infeccao,
mas ausentes no pool de recuperacdo, atraves de
hibridizacao DNA-DNA utilizando a sequéncia das tags como
molde;

- ldentificacdo da regiao genomica interrompida pela tag
atraves de seguenciamento e ferramentas de Bioinformatica.
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Fig. 2. Ensaio de invaséao
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