Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é o microrganismo responsavel pela colibacilose em frangos, doenca que
causa grandes prejuizos na avicultura. A cepa APEC MT78 causa infeccdo sistémica quando inoculada pela traqueia
em frangos de 5 semanas de idade (in vivo) e é a Unica, entre nove cepas APEC testadas, que apresenta capacidade de
invasao a células ndo-fagocitarias in vitro. A fim de entender o mecanismo pelo qual a cepa MT78 invade células
ndo-fagocitérias, propomos a utilizacdo da técnica de mutagénese marcada com assinatura (STM) para produzir
mutantes atenuados na capacidade invasiva. Essa técnica consiste na indugdo de mutacao nao-direcionada através da
insercdo de plasmideos marcados com transposons (tags) que podem inserir-se aleatoriamente no genoma da
bactéria, e é utilizada para melhor entender e descobrir novos fatores de viruléncia de microrganismos. Foi
construida uma biblioteca de 1800 mutantes criados através da técnica de STM. Os plasmideos (n = 90) contendo
tags foram inseridos na cepa S17-1 A pir através de eletroporagdo. As S17-1 A pir com as diferentes tags foram
conjugadas a MT78, e 20 coldnias foram selecionadas em cada conjugacdo, totalizando 1800 mutantes (90 tags x 20
pools). A etapa de selecdo consistira de ensaios de invasdo a fibroblastos aviarios (modelo de células néo-
fagocitarias) com cada um dos pools de mutantes. O DNA do pool de infeccdo 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 infeccdo, mas estiverem ausentes no pool de recuperacdo, terdo tido a
capacidade invasiva atenuada. Serd feito ensaio de competitividade entre 0os mutantes selecionados e a cepa MT78

selvagem, posterior sequenciamento da regido genémica interrompida pela tag e analise bioinformatica.



